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RESUMO

Introducdo: O carcinoma diferenciado de tireoide é raro em criangas, variando de 0,3-0,5%
de todas as neoplasias pediatricas, mas continua sendo a malignidade end6crina mais comum
nessa faixa etéria e representa o terceiro tumor solido pediatrico mais comum. A prevaléncia e
0 tipo de mutacGes em genes envolvidos na oncogénese do citado carcinoma parecem diferir
entre adultos e criancas, apesar de os dados pediatricos ainda serem muito limitados. O papel
dessas alteracdes no inicio e na progressdo desse carcinoma, a prevaléncia e as potenciais
associacOes dos diversos marcadores moleculares com caracteristicas clinico-patologicas de
agressividade tumoral e/ou pior prognostico clinico ndo estdo totalmente consolidados. As
fusGes NTRK tém sido apontadas como importantes marcadores de agressividade tumoral no
carcinoma diferenciado de tireoide pediatrico, porém, a sua prevaléncia € altamente variavel.
Objetivos: Rastrear as fusdes NTRK em carcinoma diferenciado de tireoide de criancas,
adolescentes e adultos jovens (<21 anos), em amostras de tecido tumoral fixados em
formalina e conservados em blocos de parafina, utilizando imuno-histoquimica; e investigar e
confirmar, por sequenciamento de nova geragao (NGS), a prevaléncia das fusdes NTRK nessa
populacdo. Secundariamente, investigar os aspectos clinico-patoldgicos e moleculares
(positividade para as mutacdes BRAF, NRAS, KRAS, EGFR, PIK3CA). Material e Métodos:
Estudo retrospectivo de corte transversal, multicéntrico, com 79 casos ndo consecutivos de
carcinoma diferenciado de tireoide em criancas, adolescentes e adultos jovens (< 21 anos),
assistidos em quatro centros de referéncia no tratamento do cancer, na Bahia e na Paraiba,
entre janeiro de 2010 e marco de 2021. Todas as amostras foram submetidas a imuno-
histoquimica para rastreamento da fusdo NTRK e ao painel hotspot para deteccdo das
mutacdes génicas. Os casos positivos a esse exame foram submetidos ao NGS para
confirmacdo do resultado. NGS também foi realizado em todos os casos com imuno-
histoquimica negativa para investigacdo da fusdo, exceto naqueles tumores portadores da
mutacdo BRAFV®F (74 amostras). Consideraram-se testes vélidos a0 NGS aqueles com
resultados positivos ou negativos. Dados clinicos e patologicos foram obtidos pela revisdo de
l&aminas e dos laudos eletronicos. Analise descritiva: Avaliaram-se as variaveis quantitativas
pelo teste de Mann-Whitney. Aplicou-se o teste Qui-quadrado de Person ou o teste exato de
Fisher para a analise das varidveis qualitativas. Valores de p<0,05 foram considerados
estatisticamente significantes. Resultados: A prevaléncia de positividade ao pan-TRK no
rastreamento da fusdo NTRK em 79 amostras tumorais de pacientes pediatricos e adultos
jovens portadores de carcinoma diferenciado de tireoide foi de 3,7% (03 casos). A prevaléncia
de fusbes NTRK confirmadas ao NGS em 35/74 testes validos na presente casuistica foi de
11,4% (04 casos): 3 fusdes ETV6-NTRK3 e 1 fusdo TPR-NTRK1. Em trés amostras tumorais
positivas a imuno-histoquimica, a frequéncia da fusdo NTRK foi de 0%. Nao foi possivel
estabelecer associa¢do da positividade da fusdo NTRK com demais aspectos moleculares ou
com aspectos clinico-patologicos de agressividade tumoral neste estudo. Conclusdo: A
auséncia da confirmacdo da fusdo NTRK pelo NGS nas amostras tumorais positivas para a
imuno-histoquimica sugere baixa sensibilidade desse método no rastreio dos rearranjos



NTRK; e a baixa prevaléncia de fusdes NTRK neste estudo sugere uma baixa frequéncia das
fusBes na populacéo avaliada.

Palavras-chave: carcinoma diferenciado de tireoide (CDT) pediatrico; rearranjos NTRK;
Imuno-histoguimica (IH); sequenciamento de nova geracdo (NGS).
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ABSTRACT

Introduction: Differentiated thyroid carcinoma (DTC) is rare in children, ranging from 0.3-
0.5% of all pediatric neoplasms. However, it remains the most common endocrine malignancy
in this age group and represents the third most common pediatric solid tumor. The prevalence
and type of mutations in genes involved in the DTC oncogenesis differ between adults and
children, although pediatric data are still limited. The role of these changes in the initiation
and progression of this carcinoma and the prevalence and potential associations of distinct
molecular markers with clinical and pathological characteristics of tumor aggressiveness
and/or poor clinical outcome are not fully consolidated. Recently, NTRK fusions have been
identified as important markers of tumor aggressiveness in pediatric DTC, however, its
prevalence is highly variable. Objectives: To track the presence of NTRK fusions in tumor
samples from children, adolescents and young adults (under 21 years old); the samples were
fixed in formalin and kept in paraffin blocks from children, adolescents and young adults
(under 21 years old), using immunohistochemistry (IH), and to investigate and confirm the
prevalence of NTRK gene rearrangements through next-generation sequencing (NGS) in the
population. Secondarily, to investigate the clinical and pathological and molecular aspects
(positivity for BRAF, NRAS, KRAS, EGFR, PIK3CA mutations). Material and Methods:
Retrospective multicenter and cross-sectional study involving tumor samples from 79 non-
consecutive DTC cases in pediatric patients, adolescents or young adults (under 21 years old)
that were treated at 04 referral centers for cancer treatment in Bahia and Paraiba, between
January, 2010 and March, 2021. All samples were submitted to IH for NTRK fusion tracking
and to hotspot panel for gene mutations detection. IH positive cases were submitted to NGS in
order to confirm the positive result. NGS were also performed in all IH negative cases to
investigate the fusion, except for those tumors with the BRAFV®® mutation (74 samples).
Positive and negative results were considered valid tests. Clinical and anatomopathological
reports were obtained from slides review and electronic system. Descriptive Analysis:
Quantitative variables were evaluated with the Mann-Whitney test. Regarding qualitative
variables the chi-square test or the Exact Fisher's test was applied. Values of p<0.05 were
considered statistically significant. Results: Positivity pan-TRK prevalence for NTRK fusion
tracking in 79 tumors samples from pediatric and young adults with DTC was 3,7% (03
cases). The NTRK fusion prevalence confirmed using NGS technique for 35/74 valid tests in
our casuistry was 11,4%: 03 ETV6-NTRK3 and 01 TPR-NTRK1 rearrangements. In 03
positive samples in IH, the frequency of NTRK fusions was 0%. The study was unable to
establish NTRK fusion positivity association with other clinical and pathological and
molecular aspects of tumoral aggressiveness. Conclusion: The absence of NTRK fusion
confirmation by NGS technique in IH positive samples suggests a low sensitivity of the IH
method for tracking NTRK rearrangements, and the low prevalence of NTRK fusions in this
study suggests a low NTRK fusion frequency in the evaluated population.

Keywords: pediatric well-differentiated thyroid carcinoma; NTRK gene rearrangements;
Immunohistochemistry (IH); next-generation sequencing (NGS).
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1 INTRODUCAO

A incidéncia de cancer diferenciado de tireoide (CDT) estd aumentando em todo o
mundo, inclusive na populacdo pediatrica (1). O CDT é raro em criangas, variando de 0,3-
0,5% em todas as neoplasias pediatricas, mas continua sendo a malignidade enddcrina mais
comum nessa faixa etaria e representa o terceiro tumor soélido pediatrico mais recorrente (2,3).
Alguns fatores ambientais podem ter relevancia na crescente incidéncia do CDT em criangas
com exposicdo a radiacdo ionizante ou radioterapia externa para tratamento de demais
neoplasias malignas, como leucemia e linfoma (4,5).

Na vasta maioria dos casos, carcinomas de tireoide pediatricos sdo do subtipo
carcinoma papilifero (CPT), que se caracteriza por maior disseminacdo linfatica e metéstases
linfonodais, enquanto o carcinoma folicular de tireoide (CFT) tende a disseminacéo
hematogénica, com metastases a distancia (6,7). Em geral, o CDT em criancgas e pacientes
jovens € uma doenca mais agressiva, com tamanho tumoral maior do que nos adultos. Apesar
disso, eles apresentam um melhor prognostico, sendo visto que o comportamento local mais
agressivo nao tem um papel determinante na evolugdo do paciente. A idade pode entdo ser
considerada o fator mais importante na determinacdo do progndéstico, ao se comparar essa
populacdo aos adultos, o que sugere que fatores bioldgicos, mais do que fatores relacionados
ao tratamento, teriam um maior efeito no desfecho. (8, 9,10). Em termos gerais, a taxa de
sobrevida global é maior que 90%, sendo que 60 a 80% desses pacientes ja apresentam
metastase regional e 10 a 20% apresentam metastase a distancia. Além disso, a taxa de
sobrevida livre de progressao de doenca é de aproximadamente de 65-70%, em cinco anos
apos o diagnostico (11).

A prevaléncia e o tipo de alteragdes em genes envolvidos na oncogénese do CDT
parecem diferir entre adultos e criancas, apesar dos dados pediatricos ainda serem muito
limitados. A patogénese do CPT envolve, principalmente, distirbios da via MAPK, que
regula o crescimento celular e a diferenciacdo. Disturbios dessa via sdo causados por
alteracbes ja conhecidas de alguns oncogenes especificos: rearranjos RET/PTC e TRK,
mutacOes dos genes BRAF e RAS (12). Em criancgas e adolescentes, as translocacGes do gene
RET/PTC séo a alteracdo genética mais comum, enquanto as mutacdes nos genes BRAF, RAS
e regido promotora do gene TERT sdo mecanismos geneticos mais relevantes na tumorigénese
do CDT dos adultos (13,14). As mutacdes BRAFY®F na faixa pediatrica, s&o
significativamente menos comuns do que no adulto (0-20%) e ndo parecem estar tdo bem

associadas as caracteristicas clinicas e histopatologicas de agressividade do tumor (15-17).
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Essas diferencas moleculares podem, parcialmente, explicar a melhor resposta a terapia com
iodo radioativo e a baixa mortalidade em criancas com CPT, além da rara progressdo para
tumores mais indiferenciados (18).

Atualmente, sabe-se que o cancer é uma doenca do genoma. Estudos indicam que
30% a 49% dos pacientes que realizam a determinag@o do perfil gendmico tumoral podem
apresentar uma alteracdo acionavel, o que significa que os pacientes podem estar aptos a
utilizar uma terapia em estudo ou aprovada. Drivers oncogénicos, os fatores desencadeadores
dos eventos que resultam na carcinogénese, sdao frequentemente associados ao CPT infantil e,
definitivamente, a gendmica tumoral pode ser Util para orientar possiveis terapias moleculares
(26,27).

Mais recentemente, outros proto-oncogenes tém se mostrado importantes drivers
oncogéncios na tumorigénese tireoidiana: os genes NTRK, codificadores dos receptores
neurotroficos tirosina quinase (NTRK1, NTRK2, NTRK3), com alta afinidade para o fator de
crescimento neuronal (NGF), atuam regulando a diferenciacdo e a morte celular programada
durante o desenvolvimento neural (19). Tais alteracGes levam a ativacao constante dos sinais
celulares para crescimento e divisdo, desencadeando, assim, o0 inicio e a progressdo da
tumorigénese tireoideana (63).

No CPT, a prevaléncia dos rearranjos NTRK1 pode ser variavel em diferentes
populacbes, com estudos demonstrando prevaléncia de até 26% (29,44,45). No cancer
pediatrico, as fusdes NTRK podem estar associadas a doenca de estadiamento mais avancgado
(33). Na populacédo pediatrica, CPT com rearranjos NTRK parece apresentar-se como doenca
mais extensa e patologia mais agressiva do que o CPT associado & mutacdo BRAF'**F. No
entanto, novos estudos populacionais precisam ser desenvolvidos para demonstrar a
prevaléncia e 0 comportamento biologico dos tumores de tireoide que apresentam proteinas
de fusdo TRK (12,47).

Atualmente, existe um medicamento disponivel no Brasil para o tratamento de
canceres NTRK positivos (54). A substancia € o larotrectinibe, um inibidor seletivo da TRK,
amplamente testado em adultos e criangas (48-52). Uma das principais novidades dessa
terapia é - além do alvo - sua abordagem agnoéstica do tumor. O larotrectinibe pode ser
aplicado em todos os canceres com fusdo NTRK comprovada, independentemente da entidade
tumoral e da idade dos pacientes (51).

Esses casos destacam a potencial utilidade clinica do uso da genémica tumoral para
guiar racionalmente a terapia direcionada a um determinado alvo molecular. Inibidores

seletivos da TRK resultam em melhora radiologica (e tumoral), répida e sustentada, sem
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toxicidade significante. E muito importante conhecer os possiveis drivers oncogénicos para
potencial tratamento do CPT pediatrico avancado, sobretudo se houver contexto de recidiva
de doenca e refratariedade ao tratamento convencional de terapia com iodo radioativo (50).

Portanto, existe forte interesse na pesquisa das fusdes NTRK, sobretudo em pacientes
com doenca mais avangada, o que leva a uma necessidade urgente de padronizar, sobretudo
no SUS, teste diagndstico de rotina para identificar essas fusdes génicas como um método
diagnostico complementar que dé suporte as decisdes clinicas.

Encontrar pacientes com a fusdo NTRK é dificil, pois se trata de uma alteracéo
molecular rara em cénceres comuns e frequente apenas em canceres raros. Porém, €
importante considerar o rastreamento em pacientes sem outras mutacbes. Com enfoque nos
rearranjos dos genes NTRK envolvidos na tumorigénese do CDT de criancas, adolescentes e
adultos jovens, resolveu-se investigar a frequéncia das fusdes NTRK em estudo multicéntrico,
envolvendo amostras tumorais de casos atendidos no Hospital Aristides Maltez (HAM), maior
hospital oncoldgico de Salvador/Bahia; no Instituto integrado (IT), localizado em Salvador,
Bahia; na Santa Casa de Misericordia de Feira de Santana (SCMFS), localizado na cidade de
Feira de Santana, Bahia; e no Hospital Univesitario Lauro Wanderley (HULW), localizado na
cidade de Jodo Pessoa, Paraiba, e, simultaneamente, estabelecer correlacdo com o grau de

agressividade tumoral.
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2 REVISAO DE LITERATURA

Esta secdo compreende a base tedrica que da sustentacdo ao desenvolvimento deste

estudo.

2.1 CANCER DE TIREOIDE PEDIATRICO

Esta secdo abarca o tema objeto de estudo, em quatro partes, a seguir detalhadas.

2.1.1 Aspectos Epidemioldgicos

Os nodulos de tireoide, de modo geral, afetam cerca de 1% da faixa etaria pediatrica,
com um incremento na incidéncia de aproximadamente 1.1% ao ano no mundo. O risco de
malignidade é maior nos noddulos pediatricos, quando comparado com os adultos, sendo 26%
versus 7-15%, respectivamente (68,70-71).

O CDT é a neoplasia enddcrina mais frequentemente documentada, representando 3-4%
do todas as neoplasias humanas. A incidéncia tem aumentado nas Ultimas décadas em todo
mundo, inclusive na populagdo pediatrica, variando de 0,6 a 1,0 /100.000 individuos
(1,67,72,85).

Ainda assim, CDT ¢é raro em pacientes pediatricos (idade até 18 anos), correspondendo a
6% de todas as neoplasias pediatricas. E mais frequente com o aumento da idade, em
adolescentes e adultos jovens. Entre adolescentes de 15-19 anos, o CDT é o oitavo cancer
mais prevalente. Considerando o género, a prevaléncia é maior no sexo feminino, com idade

maior do que 10 anos, mais precisamente entre 13-19 anos (72, 85). (Figura 1)
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Figura 1: Prevaléncia do CDT pediatrico conforme idade e género.
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Fonte: Adaptado de Cerutti e colaboradores (85).

Apesar desse crescimento na incidéncia ser atribuido principalmente ao aumento da
deteccdo de tumores pequenos, um aumento real da incidéncia de neoplasia de tireoide
também é identificado nos tumores maiores (69). As possiveis razGes para esse aumento sao
0s avancos no cuidado a salde, incluindo ultrassonografia e bidpsia aspirativa por agulha fina,
carcinogénese ambiental e exposicdo a radiacéo (67,70).

Na populacdo pediatrica, a exposicao a radiacdo é um fator de risco de malignidade
bem consolidado, como demonstrado ap6s os acidentes nucleares de Chernobyl, em 1986, e
de Fukushima, em 2011 (20, 23, 45). No Brasil, um grande estudo com mais de 11 mil
sujeitos, abrangendo as cinco regides do pais, mostrou que a taxa global de incidéncia do CPT
aumentou entre criangas e adultos jovens, especialmente no sexo feminino, com uma taxa de

2,8 e 115,3 por milh&o, respectivamente (95).

2.1.2 Aspectos Anatomopatologicos

O tipo histologico mais comumente encontrado é o CPT, que representa 90% ou mais
das neoplasias de tireoide pediatricas (68). A aparéncia macroscopica do CPT é variavel.
Geralmente, sdo lesdes firmes, brancas e ndo encapsuladas; e calcificagOes, necroses ou

alteracOes cisticas podem estar aparentes (74).
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Outros diferentes tipos de neoplasia tireoidiana sdo descritos: CFT (8-10%), carcinoma
pobremente diferenciado (CPDT) (5-7%), carcinoma anaplésico (CAT) (2-3%), 0s quais se
originam das células foliculares da tireoide, e o carcinoma medular (CMT) (5-7%), que se
origina das células parafoliculares da tireoide. Os CPT, CFT e CAT raramente sdo familiares
(apenas em cerca de 5% dos pacientes com CPT), enquanto o CMT pode ocorrer em uma
heranca familiar autossdbmica dominante em 25% dos casos (67).

Algumas variantes histologicas do CPT apresentam maior agressividade, tais como a
variante de células altas, variante de células colunares e variante esclerosante difusa. Esses
subtipos agressivos tém sido associados a altas taxas de multifocalidade, extensdo extra-
tireoidiana, metastases locais e a distancia e recorréncia (73,74). O CMT e o CFT séo
relativamente raros. O CMT ¢ mais familiar do que esporadico em criancas e adolescentes. O
CPDT e o CAT da tireoide tém sido identificados em apenas alguns pacientes pediatricos
(68).

2.1.3 Aspectos Clinicos e Progndsticos

O CDT em criancas e adolescentes é mais agressivo do que em adultos, de acordo
com varios estudos. Por outro lado, eles oferecem um prognostico melhor, uma baixa taxa de
desdiferenciacéo tumoral e de mortalidade relacionada a doenga, menor que 2% (68, 72, 75).

Dentre os critérios utilizados para estadiamento tumoral e linfonodal, tais como
tamanho do tumor e localizacdo de linfonodos acometidos na regido cervical, a idade e a
presenca de extensdo extra-tireoidiana grosseira do tumor se mostraram importantes fatores
prognasticos para recorréncia da doencga, com impacto na sobrevida (55, 79).

Alessandri e colaboradores, em uma casuistica inteiramente pediatrica com 38
pacientes portadores de CDT, com menos de 17 anos de idade, sendo 12 deles com até 10
anos, identificaram a idade como principal determinante do momento de recorréncia em CDT.
Pacientes mais jovens recorreram mais frequentemente e de forma mais precoce do que
pacientes com maior idade, havendo relagéo entre idade mais jovem e doenca localmente
invasiva, que ndo havia sido descrita anteriormente (78).

A sobrevida global do CDT pediatrico é de 98,3% em cinco anos. Apesar disso, 0
risco de recorréncia locorregional varia entre 14-25% e 34-40% aos 5 e 10 anos de
seguimento, respectivamente; e metastases a distancia, em aproximadamente 10%, sendo 0s
pulmdes o sitio mais comum de acometimento de metastases (50%), seguido pelos 0ss0s
(25%) (72,75).
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Em razdo da apresentacdo mais agressiva da doenca e de altas taxas de recorréncia e
metastase a distancia, grande numero de pacientes jovens necessitard de terapia adjuvante
com iodo radioativo. No entanto, uma caracteristica favoravel é que o simportador sodio-iodo
(NIS), proteina responsavel pela captacdo do iodo radioativo circulante, é frequentemente
bem expressa em CDT de criangas e a resposta ao tratamento é geralmente satisfatéria, ainda
que na doenga avancgada, o que favorece ainda mais o progndéstico nessa populacao. (10, 11,
74).

2.1.4 Aspectos Moleculares do CPT em Criancas e Adolescentes

Diferentes marcadores moleculares diagnosticos e progndsticos tém sido
identificados no CPT (85). No CPT pediatrico, os rearranjos tém sido reportados mais
frequentemente e, com menor frequéncia, as mutagdes pontuais em comparacao aos CPT dos
adultos (68).

Os genes RAS, BRAF e TERT e os rearranjos RET/PTC causam ativacdo
descontrolada das vias de sinalizacdo MAPK e PI3K (68).

Rearranjos oncogénicos dos proto-oncogenes RET e NTRK1 sdo frequentemente
detectados no CPT, sendo mais frequentes em pacientes com menos de 20 anos de idade (81).
As mutacdes da regido promotora do gene TERT e dos genes NRAS e PIK3Ca também sdo
drivers oncogénicos para o cancer nessa faixa de idade (82). No entanto, os estudos
publicados tém apenas um ndmero limitado da pacientes pediatricos ou um baixo nimero de

genes investigados, especialmente em relagéo aos rearranjos NTRK (12, 68).

Rearranjos RET/PTC

As translocacdes RET/PTC séo o principal evento molecular na populagdo pediatrica,
correspondendo a 22-65% dos CPT pediatricos esporadicos (77) e sendo encontradas em alta
frequéncia nas criangas expostas a radiacdo (67). Nos adultos, translocagdes RET/PTC
geralmente associam-se a bom progndstico e a boa resposta ao tratamento com radio-iodo,
enquanto nos pacientes pediatricos essas fusdes estdo associadas a fatores como extensao
extra-tireoidiana, metastase linfonodal e pulmonar, variantes mais agressivas e de pior
prognostico (62, 65A, 67-68, 81, 85).

Mutacéo do gene BRAF
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As mutacBes BRAF'O%E

sdo as mais encontradas em CPT de adultos, porém, sdo
significamente menos comuns nos CDT pediatricos, variando de 0-20% em prevaléncia e ndo
parecem, como acontece nos adultos, estar tdo bem associadas as caracteristicas clinicas e
histopatoldgicas do tumor, em relacéo a agressividade tumoral (12,15-17,77). Por outro lado,
h& um aumento na prevaléncia de mutages BRAF Y** com o aumento da idade, sendo
documentada a associacdo dessa mutacdo com tumores de maior tamanho (> 2 cm), em
ambos CPT adultos e pediatricos, sendo mais frequentemente encontradas no tipo classico.
(12, 14). Ainda assim, a literatura demonstra resultados muito contraditérios em relacéo ao

F V600E

valor prognéstico da mutacdo BRA na populacgdo pediéatrica (13, 58, 85).

Mutacao do gene RAS

Os trés genes da familia sdo NRAS, HRAS, KRAS. As mutacfes RAS sao raras nos CPT
pediatricos e sdo observados em menos de 5% dos casos esporadicos, particularmente nos
genes NRAS e HRAS. Sdo mais encontrados na variante folicular do CPT (12, 62). Em
adultos, as mutacdes RAS sdo mais frequentes em CFT (~40%) e no CPTVF (~15-20%) (16).
Seu valor progndstico ndo é claro, apesar de haver associacdo com metastase a distancia em
adultos (85).

Mutacao da regido promotora do gene TERT

Em adultos, a mutacdo na regido promotora do gene TERT é associada a doenca mais
avancada, extensdo extra-tireoidiana, invasdo vascular, metastase regional e a distancia e
recorréncia (85,86) Na faixa pediatrica, a sua prevaléncia é extremamente baixa. O primeiro
estudo com um numero maior de pacientes pediatricos demonstrou uma prevaléncia de apenas

1,8%, sugerindo um papel limitado nesta populacéo (17).
Mutacao do gene PIK3CA
As mutacOes PIK3CA séo raras em CPT de adultos, mais frequentemente reportadas em

carcinomas pouco diferenciados. Em criangas, estima-se que sua prevaléncia seja bem menor,

em torno de 1%, ndo sendo clara sua associa¢do com critérios de mau prognostico (16).
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2.2 REARRANJOS CROMOSSOMICOS DOS RECEPTORES NEUROTROFICOS
TIROSINA QUINASES — NTRK

Esta secdo desenvolve o tema supra, detalhado em cinco partes.

2.2.1 Genes e Proteinas NTRK

Os genes NTRK (NTRK1, NTRK2 e NTRK3) codificam, cada um, uma proteina TRK
isolada: TRKA, TRKB e TRKC, respectivamente. Essas quinases sdo proteinas
transmembrana, ativadas por meio da transmissdo dependente de ligante de sinais
extracelulares até o nucleo, ativando o crescimento, a proliferacdo e as vias de sobrevida das
células, como as vias MAPK/ERK e PI3K/AKT. Em seu contexto biolégico normal, as
proteinas TRK sdo expressas em células neuronais e cada uma desempenha um papel
diferente e importante no desenvolvimento e na manutencdo do sistema nervoso, assim como

na sobrevivéncia celular (19, 24-27,29).

2.2.2 Papel Fisioldgico e Mecanismo de Acéo

O NTRK1 esta envolvido na regulacdo da dor e na termorregulacdo; NTRK2 controla
0s movimentos, memoria, cogni¢do, humor, apetite e peso corporal; e 0 NTRK3 é importante
para a funcdo de propriocepcdo. Portanto, o desenvolvimento neural e a manutencdo do
funcionamento neuroldgico sdo regulados pelas vias de sinalizacdo de neurotrofinas de ambos

0s sistemas nervoso central e periférico (19, 30). (Tabela 1)

Figura 2: Funcéo fisioldgica dos receptores de neurotrofinas

Receptor
(gene) Funcéo
TRKA
(NTRK1) Dor, termorregulacéo
TRKB
(NTRK2) Movimento, memdria, cogni¢do, humor, apetite, peso.
TRKC
(NTRK3)

Propriocepgéo
Fonte: Adaptado de Markl e colaboradores (30)
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Cada um desses receptores é formado por um dominio extracelular para ligacdo ao
ligante, uma regido transmembrana e um dominio intracelular, com um dominio quinase
(26,29). Para exercer suas funcdes, as proteinas TRK sao ativadas pelas neurotrofinas (NT).
Apesar de altamente homologos, cada receptor tem um ligante de preferéncia: TRKA tem alta
afinidade pelo fator neurotrofico de crescimento neural (NGF); TRKB tem alta afinidade pelo
fator neurotrofico derivado do cérebro (BDNF); e NT-4; e a TRKC tem alta afinidade pela
NT-3. (19, 29,34) (Figura 2)

Figura 3: Estrutura da familia de receptores de neurotrofinas.
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Fonte: Adaptado de Nakagawara e colaboradores (2001) (19).

Legenda: (A) TRK e seus ligantes. TRKA tem uma curta inser¢do na regido justamembrana do seu dominio
extracelular. Ambos TRKB e TRKC tém isoformas truncadas sem um dominio quinase. p75NRT
estruturalmente pertence ao receptor de fator de necrose tumoral. (B) Neurotrofinas e seus receptores de alta
afinidade.

A ligacdo da TRKA pelo NGF causa ativacdo da via RAS/MAPK, leva ao aumento da
proliferacdo e ao crescimento celular, por meio da sinalizagdo ERK mediada. Outras vias,
como a fosfolipase-C (PLC-gama) e a PI3K, também sdo ativadas: TRKC acoplada a NT-3
causa ativacdo preferencial da via PI3/AKT, prevenindo apoptose e promovendo a
sobrevivéncia da célula, enquanto que a TRKB transduz o sinal do BDNF pela via RAS-ERK,
PI3K e PLC-gama (29). (Figura 3)
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Figura 4: Sinalizagdo dos receptores TRK, mostrando as trés principais vias
envolvidas na diferenciacdo e sobrevivéncia celular.
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Fonte: Adaptado de Amatu colaboradores (2016). (29)
Legenda: A ativacéo das vias de sinalizacdo RAS/MAPK, PI3/AKT e PLC-gama.

No céancer de tireoide, um dos genes NTRK funde-se a outro gene nédo relacionado,
por meio de pareamento terminal ndo homdlogo durante o processo de reparo de danos do
DNA (24, 28, 29). Essas fusbes podem ocorrer por inversdes, delecdes ou translocacdes
cromossomicas (34). Exceto quando silenciado, o gene de fusdo NTRK acarreta a expressao
de uma proteina quimérica que retém o dominio quinase de TRK, mas ndo o dominio de
ligacdo ao ligante (24). Os genes NTRK1, NTRK2 ou NTRK3 tendem a se fundir com genes
constitutivos (housekeeping) (21) e essas fusdes oncogénicas podem ocorrer em qualquer dos
trés genes localizados nos cromossomos humanos 1g23.1, 9921.33 a 15025.3,
respectivamente. A fusdo codifica um dominio tirosina quinase ativo, a partir da ligagdo N-
terminal do gene parceiro a C-terminal da proteina TRK (31), levando & homodimerizacéo do
receptor, a fosforilacdo e a ativacéo das vias de sinalizacdo (34). Normalmente, a dimerizacéo
das proteinas de fusao TRK ¢ mediada pelo parceiro de fusdo 5’, que possibilita que as partes
TRK das proteinas se autofosforilem, independentemente de qualquer regulagdo. Como
resultado dessa ativagdo independente de ligante, as proteinas de fusdo TRK s&o
constitutivamente ativas e propagam uma cascata de sinais constantes, que causa a

proliferacdo excessiva e a sobrevida das células. (24-26, 33). (Figura 4) Apos a fuséo, os
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genes resultantes dessa alteracdo permanecem constitutivamente ativos e podem resultar no
desenvolvimento de tumores solidos em diversos tipos de tecidos, independentemente do gene

com o qual ocorre a fusdo. (25-27).

Figura 5: Mecanismo molecular da oncogénese da fusdo TRK mediada.
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Fonte: Adaptado de Albert CM e colaboradores (33)

Legenda: Ligacdo N-terminal do gene parceiro & C-terminal da proteina TRK levando & homo
dimerizacdo do receptor, fosforilacdo e ativacdo das vias de sinalizacgdo com proliferagdo e
sobrevivéncia celular.

2.2.3 NTRK e Oncogénese

As proteinas de fusdo TRK sdo desencadeadores (ou drivers) oncogénicos
encontrados em ampla gama de tumores e com frequéncia bastante variavel, tanto em
pacientes pediatricos, quanto em adultos (22,30). As fusdes TRK sdo conhecidas desde 1982
(66). No momento, sabe-se que as proteinas de fusdo TRK sdo raras em tumores solidos
comuns, sendo encontradas em frequéncia <1%, mas costumam ocorrer com maior frequéncia
em tumores pediatricos raros (31).

Os tumores com fusdes NTRK sdo classificados em relacdo a sua frequéncia de
acometimentos pela fusdo, em tumores com alta e baixa frequéncia. Dentre os tumores com
alta frequéncia, estdo o carcinoma de mama secretorio e fibrossarcoma infantil congénito,
com uma prevaléncia da fusdo maior que 90%, sendo mais comuns as fusdes dos genes

NTRK1 e NTRK3 e menos frequente no gene NTRK2, este ocorrendo especialmente em
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gliomas, demonstrando que os receptores podem estar envolvidos de maneira diferente, de
acordo com cada doenca (19,30-33,65, 90, 91).

Outras neoplasias descritas com alta prevaléncia das fusdes NTRK sdo o carcinoma
de glandula salivar, andlogo ao carcinoma de mama secretério (MASC), e o nefroblastoma
mesoblastico congénito. Os tumores com baixa frequéncia de fuses NTRK podem ser ainda
subdivididos em tumores com fusdes que variam de 5-25% e com menos de 5%. No primeiro
grupo, estdo os carcinomas de tireoide e o tumor estromal gastrointestinal (GIST). Dentre os
tumores com frequéncia muito baixa, < 5% ou até mesmo <1%, citam-se 0 carcinoma
colorretal, o astrocitoma de alto grau, a neoplasia de cabeca e pescoco, incluindo de glandula
salivar, e a neoplasia de pulmd ndo pequenas células, porém as fusdes TRK ja foram
descritas em diversas outras doencas (29, 30, 38, 50, 65). (Figura 5)

Figura 6 - Fusdes TRK encontradas em diversos tipos de cancer.
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Fonte: Adaptado de Hyman DM e colaboradores (65)
Legenda: A figura demonstra os tumores com a fusdo TRK mais frequentes em adultos e criangas. Tumores raros
estdo com alta frequéncia de fusdo TRK estdo presentes na populagéo pediétrica.

2.2.4 Rearranjos NTRK e Cancer de Tireoide Pediatrico

A primeira descrigdo de rearranjo NTRK em neoplasia de tireoide ocorreu em 1989,
com a identificacdo da fusdo do gene NTRK1 no CPT (65). Ainda que a frequéncia da fusdo
NTRK na populacdo pediatrica seja aproximadamente oito vezes mais comum do que em
adultos, desde entdo, estudos de pequenas series tém demonstrado baixa prevaléncia das
fusbes NTRK em suas casuisticas, variando de 2,28%-18% (20,23,45,91), exceto por uma alta
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prevaléncia observada em uma série nos Estados Unidos, com uma prevaléncia de 26% (46).
(Tabela 2)

Os rearranjos do gene NTRK sdo menos frequentes no CPT, em comparagdo com as
fusBes génicas RET. De modo geral, as fusGes RET sdo as mais prevalentes, seguidas pela
fusdo ETV6-NTRK. Embora menos frequentes, os rearranjos NTRK1 encontrados no CPT
desempenham papéis diretos, representando evento precoce no processo de carcinogénese
(61,64). Inicialmente, rearranjos ETV6-NTRK3 foram observados no CDT em associacdo a
exposicdo a radiacdo ionizante, com fusdes génicas ativadoras da via de sinalizagdo MAPK.
Apos o acidente nuclear de Chernobyl em 1986, as fusdes NTRK em CDT foram mais
comuns, com um maior risco naqueles expostos em idade muito jovem, sendo reportadas
prevaléncias variando de 3-15% (20, 23,45,47). Posteriormente, essas fusdes ETV6-NTRK3
também foram reportadas em CDT na auséncia de radiacdo prévia, sendo associado a
comportamento mais agressivo. (72) Apesar dos rearranjos NTRK2 ndo serem reportados no
CDT até o momento, a presenca dessa fusdo ndo pode ser excluida até que sejam realizados
mais estudos com analise genética (38).

As fusdes NTRK ocorrem tipicamente de maneira mutuamente excludente com
outros drivers mitogénicos fortes, que sdo alteracbes genéticas que afetam os genes mais
comuns, envolvidos na via de sinalizacdo MAPK: KRAS, NRAS e BRAF (31), sendo que, em

raras ocasides, a mutagio BRAF %

pode coexistir com os rearranjos NTRK (23, 91).

Apesar da significancia prognostica dos rearranjos NTRK1/3 ainda ndo ser muito
clara em razdo do numero limitado de casos (38), estudos recentes envolvendo pacientes
pediatricos, adolescentes e adultos jovens com CDT demonstraram doenga mais extensa,
caracteristicas anatomopatoldgicas mais agressivas e piores desfechos clinicos para 0s
tumores positivos para os rearranjos NTRK. (12, 20, 23). Os estudos mostram uma
apresentacdo multinodal pouco usual e uma propensdo a disseminacdo linfovascular, o que
pode ser Util para o reconhecimento dos carcinomas de tireoide associados aos rearranjos
NTRK (45-47,62). Em uma dessas séries de pacientes, Prassad e colaboradores verificaram
que 71% dos tumores com fusées NTRK tinham tumores T2/T3 e invasédo vascular, quando
comparados a 22% de pacientes com demais alteracdes genéticas (46). Clinicamente, esses
tumores demonstram alta taxa de recorréncia e prevaléncia de metastase a distancia, ndo
sendo ainda possivel determinar com clareza as diferencas de comportamento biologico dos
rearranjos NTRK 1 x NTRK2 no CDT (87). Um estudo, no entanto, demonstrou que
carcinomas de tireoide com fusdo NTRK1 apresentaram maior multifocalidade e agressividade

do que neoplasias de tireoide com a fusdo NTRK3 (91). A apresentacao fenotipica é bastante
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diversa nos tumores com fusdes NTRK, com séries demonstrando tumores com padrdo de
arquitetura folicular predominante, como também padrdes de arranjos papilares com
estruturas glomeruloides (87,90).

Tabela 2: Estudos gque avaliaram a frequéncia da fusdo NTRK em CDT de populacdes pediatricas e
adultos jovens

Alzahraniet al,

2020

Pais Idade N % Fusdo NTRK
Franca 8-35anos 28 (<20 anos) 1,9% (2 casos TRK, idade > 20 anos, 0% <20 anos)
EUA <18 anos 28<18anos 26% (7 casos:5 ETV6-NTRK3 ; 1 TPR-NTRK1; 1NTRK3)
Rep Tcheca 6-77 anos 104 < 20 anos 16,3% (17 casos: 8 tipos de fusdo NTRK3 e NTRK1)
EUA 7-18 anos, mediana 14,7 anos 39 < 18 anos 10,3% (3: 2ETV6- NTRK3, 1 TPR-NTRK1)
’ Italia <18anos , mediana 16 anos 163 < 18 anos 11% (23 casos: 18 NTRK3, 5 NTRK1)
Rep Tcheca  6-20 anos, mediana 14,5anos 93 <20anos 18% (7 casos: 4 NTRK3, 3NTRK1)
Brasil 4-18 anos, mediana 11,8 anos 35< 18 anos 9% (3 casos ETV6-NTRK3)
EUA <20anos 73 <20anos 13% (10 casos: 6 ETV6-NTRK3,4 NTRK1)
EUA 0-24 anos 36 <24 anos 11% (4 NTRK3)
Arébia saudita 5-18anos, mediana 17anos  48<18anos 12,5% (6 casos: 5 NTRK3, 1 NTRK1)

Risco

alto

alto

alto

alto

alto

alto

alto

alto

alto

alto

Fonte: Dados da pesquisa.

2.2.5 Rearranjos NTRK e Terapia Alvo

As fusdes de NTRK1/2/3 atualmente representam novos alvos terapéuticos em
oncologia, pois podem ser inibidas com sucesso por inibidores de quinase, direcionados
independentemente do parceiro do gene 5' e da histologia tumoral. Ao considerar esse grupo
especifico de pacientes, recentes estudos tém buscado oferecer tratamento direcionado a
inibicdo da fusdo NTRK, com o intuito de controlar e tratar as neoplasias portadoras dessa
fusdo (43,51).

A terapia alvo com larotrectinibe (VITRAKVI®) recebeu aprovacao acelerada da
Food Drug Aadministartion (FDA), nos Estados Unidos, em novembro de 2018, para tumores
solidos adultos e pediatricos com fusdes NTRK, fusdo sem mutacGes de resisténcia conhecidas
(53,54); e o Brasil foi o segundo pais do mundo a aprovar esse tratamento pela ANVISA, em
1° de julho de2019, sob o numero de registro 170560117 (54). A aprovacao baseou-se em
resultados de estudos clinicos que mostraram altas taxas de resposta e respostas duradouras,

além de sobrevida livre de progressdo com o uso desse medicamento. Os tumores avaliados
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foram tumores de glandula salivar, sarcoma de tecidos moles, fibrossarcoma infantil, tumor de
tireoide, cancer colorretal, cancer de pulméo, melanoma, GIST, colangiocarcinoma, tumor de
apéndice, cancer de mama e de pancreas, em um total de 55 pacientes. Nos ensaios de fase
1/2, foram incluidos 55 pacientes com diferentes fusdes NTRK. Todos os trés genes NTRK
foram representados e a faixa etéria foi de 4 meses a 76 anos. A taxa de resposta geral foi de
75%. ApOs um ano, a resposta se manteve em 71% dos pacientes, enquanto 55% deles
apresentavam sobrevida livre de progresséo (50,51).

Entrectinibe € outro inibidor seletivo dos receptores TRK. Tem registro no FDA para
o tratamento de pacientes adultos e pediatricos (=12 anos) com tumores solidos, localmente
avancados, metastaticos ou irressecaveis, positivos para fusdo NTRK, que progrediram apos
tratamento ou que ndo tenham outra opcdo terapéutica satisfatoria, porém, ainda sem registro
para qualquer indicacdo na ANVISA (54).

Diante da possibilidade de identificacdo dos pacientes portadores da fusdo NTRK,
elegiveis para receberem o tratamento com terapia alvo com inibidor de NTRK, diversos

métodos de rastreamento tém sido estudados nas ultimas décadas (84).

2.3 RASTREAMENTO E DIAGNOSTICO DOS REARRANJOS NTRK

Existem quatro opcdes para a testagem de fusGes NTRK, em ordem de complexidade
e custo: imuno-histoquimica (IH), FISH (fluorescence in situ hybridization), RT-PCR
(reverse transcription polymerase chain reaction) e NGS (next-generation sequencing). Cada
técnica contém suas vantagens especificas e limitagdes. Nos casos de tipos tumorais (raros),
com alta frequéncia de fusdes NTRK especificas e patognomoénicas, a investigacdo com IH
inicial é a maneira mais barata, rapida e eficaz de rastreamento, embora a confirmagdo por um
segundo método, como RT-PCR, FISH ou NGS seja recomendado. Em instituicGes onde o
NGS esta disponivel e o painel ja utilizado inclui alteracfes NTRK, essa técnica também pode
ser aplicada como primeira-escolha. Quando o NGS ndo é facilmente acessivel ou ha
importantes preocupacdes com o custo, a IH usando um anticorpo pan-TRK é o método de

escolha, razoavelmente sensivel para rastrear fuses NTRK (30).

2.3.1 Imuno-histoquimica (1H)

Os anticorpos pan-TRK para IH detectam as proteinas TRK A, B e C, que podem ser

expressas tanto nas proteinas selvagens, quanto nas de fusdo (29,30). Atualmente, existem



34

dois anticorpos disponiveis comercialmente: um é especifico para TRKA (EP 1058Y -
Abcam), enquanto o outro é um anticorpo pan-TRK (clone EPR17341-Abcam e Ventana)
(34).

A IH é certamente a técnica que tem a maior disponibilidade, melhor custo e
facilidade de padronizagdo. O testeoferece alta sensibilidade e especificidade, baixo custo e
tempo de execucdo rapido, sendo uma ferramenta valiosa para identificar a expressdo NTRK
(30, 31, 39).

A sensibilidade global da técnica é de 85-90%, sendo maior na deteccdo da fusdo
NTRK1 e 2, quando geralmente é reportada em torno de 90%, do que em relagdo a detec¢do
do NTRK3. A menor taxa de deteccdo da fusdo NTRK3 é de cerca de 50%, sendo reportados
resultados falso-negativos nessa fusdo. A alta especificidade da IH varia 95-100% em tecidos
ndo-sistema nervoso central (33-35).

A positividade da IH € definida com ao menos 1% de células positivas para o
anticorpo pan-TRK em qualquer padronizagdo, incluindo membranosa, citoplasmaética,
perinuclear ou nuclear. Enquanto que a maioria das fusdes NTRK apresenta marcacao
citoplasmatica, a localizacdo varia, dependendo do gene parceiro (35, 36, 38). O padrdo de
marcacdo varia e depende do gene parceiro na fusdo. A fusdo ETV6- NTRK3 demonstra uma
forte marcacdo nucelar como caracteristica peculiar, com marcacdo citoplasmatica fraca
difusa, sendo virtualmente diagndstica dessa fusdo. A fusdo LMNA-NTRK1 apresenta uma
marcacdo perinuclear, enquanto que fusGes envolvendo outros parceiros frequentemente
demonstram um padrdo citoplasmatico difuso granular ou uma marcacdo membranosa
predominante (87,93).

Como a IH detecta ambas as proteinas TRK selvagens e de fusdo, ha um risco de
resultado falso positivo, de modo que a expressdo proteica pode ndo ser propriamente
resultante de um evento de fusdo génica, sendo necessario um teste molecular confirmatorio
(29,30-31). Portanto, em tecidos com expressao enddgena basal da proteina TRK selvagem
como musculo liso, testiculos, ovarios e sistema nervoso central e periférico, a IH ndo pode

discriminar entre os produtos da fusdo NTRK e a proteina TRK selvagem (94).
2.3.2 Teste de Hibridizacao Fluorescente In Situ (Fish)
O teste de hibridac&o fluorescente in situ (fluorescence in situ hybridization, FISH) é

um método robusto e amplamente disponivel, com vantagens quanto aos custos, de alta

velocidade de execucdo e com boa sensibilidade e especificidade. Nessa técnica, é crucial que
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todas as trés fusdes de genes NTRK sejam avaliadas com sondas separadas. 1sso causa um
trabalho adicional em relacdo ao trabalho analitico per se e ao nimero de se¢des de parafina
necessarias (37). O FISH pode ter utilidade limitada na identificacdo de genes de
fusdo NTRK porque ndo foi desenvolvido para analise multiplex. Para deteccdo de fusdes em
diversos locais, como nos trés genes NTRK, diversos testes de FISH precisariam ser
realizados (29,39).

2.3.3 Reacdo em Cadeia da Polimerase por Transcricdo Reversa (RT-PCR)

A reacdo em cadeia da polimerase por transcricdo reversa (reverse transcription
polymerase chain reaction, RT-PCR) também ¢é bastante adequada, sobretudo quando o0s
tumores apresentam alta frequéncia de fusdes conhecidas (exemplo: céncer de mama
secretério, MASC - mammary analog secretory cancer — de glandulas salivares, ou
fibrossarcoma congénito). O RT-PCR é relativamente barato, rapido e bem estabelecido em
muitos laboratdrios. As desvantagens sdo os recursos limitados de multiplex dessa técnica, ou
seja, a capacidade limitada de avaliacdo simultanea de varios locus independentes (30). A RT-
PCR foi concebida para identificar apenas pontos de quebra e parceiros de translocacao
conhecidos e ndo pode identificar novos pontos de quebra ou novos parceiros de fusao (40).

2.3.4 Sequenciamento de Nova Geracéo (NGS)

O sequenciamento de nova geracdo (next-generation sequencing, NGS) é a
ferramenta mais poderosa para procurar aberraces genéticas, incluindo fusdes (30). O NGS
baseado em DNA é capaz de detectar as fusdes NTRK; no entanto, devido a natureza
quimeérica das transcricdes das fusbes, o sequenciamento de RNA é um melhor método para
deteccdo de novo de fusbes génicas transcritas, incluindo os trés membros da familia NTRK
(31). O NGS tem sido amplamente utilizado nos ensaios clinicos atuais e suas maiores
vantagens sdo a altissima sensibilidade do método e a oportunidade de detectar outras
aberracbes moleculares. E capaz de proporcionar uma visdo mais abrangente de grande
quantidade de genes e pode identificar as fusdes do gene NTRK, assim como outras alteracdes
desencadeadoras, requerendo uma quantidade minima de tecido. No entanto, € importante
saber se o0 ensaio de NGS usado para os testes de NTRK realmente tém a capacidade
especifica de detectar fusdes do gene NTRK (30-31,40).
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O tempo de execucdo relativamente longo é sua principal desvantagem e o painel
baseado em amplificadores pode falhar em detectar as aberracGes desconhecidas. Outro
aspecto importante € que a técnica NGS esta presente apenas em uma minoria de laboratdrios,
porque os investimentos para essas tecnologias sdo altos, alem da necessidade de equipe
altamente capacitada (30, 40).

Nos casos de tipos tumorais (raros), com alta frequéncia de fusbes NTRK especificas
e patognomaonicas, a investigacdo com IH inicial € a maneira mais barata, rapida e eficaz de
rastreamento. Embora seja recomendada a confirmacdo por um segundo método, como RT-
PCR, FISH ou NGS. Em instituicGes onde o NGS esté disponivel e o painel j& utilizado inclui
alteracbes NTRK, essa técnica também pode ser aplicada como primeira-escolha. Quando o
NGS néo ¢é facilmente acessivel ou ha importantes preocupagfes com o custo, a IH usando um
anticorpo pan-TRK é o método de escolha, razoavelmente sensivel para rastrear fusdes NTRK.
Casos positivos, idealmente, também devem ser confirmados novamente por uma segunda
técnica (30). Albert e colaboradores recomendam abordagem adaptada a frequéncia em casos
pediatricos. Em tumores com alta frequéncia de fusGes conhecidas ETV6-NTRK3, recomenda-
se comecar com IH/FISH (ETV6 e/ou NTRK3) / RT-PCR. Os resultados negativos precisam
ser reavaliados pelo NGS. Em tumores considerados intermediérios, como o CPT, considerar
IH/NGS. Gliomas de alto grau devem ser testados com a técnica NGS, porque os tecidos
gliais podem fisiologicamente expressar TRK. O sarcoma indiferenciado ou de células

fusiformes também deve ser avaliado com NGS (33, 41-43).
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3 OBJETIVOS E HIPOTESES

Esta secdo apresenta ao objetivos estabelecidos para serem alcangados com o
desenvolvimento deste estudo, bem como as hipdteses sugeridas pelo problema de pesquisa, a

serem confirmadas ou refutadas.

3.1 OBJETIVO GERAL

Estabelecer a frequéncia, através de IH e NGS, das fusdes NTRK, em amostras
tumorais de casos de CDT em criangas, adolescentes e adultos jovens (< 21 anos), de
quatrocentros de referéncia para tratamento oncol6gico da Bahia e da Paraiba: (i) Hospital
Aristides Maltez (HAM), (ii) Instituto Integrado Endocrinologia e Cirurgia (IT), (iii) Santa
Casa de Misericordia de Feira de Santana (SCMFS) e (iv) Hospital Univesitario Lauro
Wanderley (HULW).

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

i) Averiguar a concordancia entre dois métodos de rastreio (IH e NGS) para fusbes
NTRK, em amostras tumorais de casos de CDT, em criancas, adolescentes e adultos jovens (<

21 anos), de quatro centros de referéncia para tratamento oncolégico da Bahia e da Paraiba.

ii) Identificar a associacao de positividade para fusdes NTRK pelo método NGS, com
aspectos clinico-patoldgicos como idade, sexo, estadiamento tumoral, subtipo histoldgico e

estratificacdo de risco de recorréncia.

iii) Conhecer, através de painel customizado (hotspot) de NGS, mutacdes nos genes
BRAF, RAS, KRAS, EGFR, PIK3Ca, em amostras tumorais negativas ou com resultado
inconclusivo para a presenca de fusdes.

3.3 HIPOTESES

HO: Existe alta frequéncia de fusdes NTRK em amostras de CDT de criancas, adolescentes
e adultos jovens (<21 anos) atendidos no HAM, IT, SCMFS e HULW.,
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H1: Existe baixa frequéncia de fusfes NTRK em amostras de CDT de criangas,
adolescentes e adultos jovens (<21 anos) atendidos HAM, IT, SCMFS e HULW.
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4 MATERIAL E METODOS

Esta secdo compreende o percurso metodoldgico adotado para dar cumprimentos aos

objetivos do presente estudo.

4.1 DESENHO DO ESTUDO E POPULACAO ESTUDADA

Estudo retrospectivo de corte transversal multicéntrico, com 79 casos de CDT em
pacientes pediatricos, adolescentes ou adultos jovens, com idade igual ou inferior a 21 anos de
idade, diagnosticados e tratados no Hospital Aristides Maltez (HAM) e no Instituto Integrado
Endocrinologia e Cirurgia (IT), ambos localizados na cidade de Salvador, Bahia; na Santa
Casa de Misericordia de Feira de Santana (SCMFS), localizada na cidade de Feira de Santana,
Bahia; e no Hospital Univesitario Lauro Wanderley (HULW), localizado na cidade de Jodo
Pessoa, Paraiba, entre janeiro de 2010 e margo de 2021. Selecionaram-se pacientes nao
consecutivos (amostragem ndo probabilistica, por conveniéncia) e suas amostras tumorais,
fixadas em formalina e conservadas em blocos de parafina, resultantes de resseccdes
cirirgicas da tireoide realizadas pelos servicos de cirurgia de cabeca e pescoco dos
respectivos hospitais.

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

Sergipe e Alagoas.

O IT é hoje um centro de referéncia no tratamento do cancer de tireoide na cidade de
Salvador, de rede privada, com atendimento multidisciplinar, especialmente para os casos de
neoplasia avancada e refrataria, com servicos de Endocrinologia, Radiologia,
Ultrassonografia, Cirurgia de Cabecga e Pescogo, Medicina Nuclear, Patologia e Nutricdo, a

fim de tratar cada paciente de forma integral e individualizada.

A SCMFS, mantenedora do Hospital Dom Pedro de Alcantara (HDPA), é uma entidade
filantrépica de direito privado, sem fins lucrativos, que faz parte da rede complementar de

salde, prestando servigos na &rea de assisténcia a satide ha mais de 100 anos, ao municipio de
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Feira de Santana e macrorregido. O hospital é referéncia em oncologia e atende,
majoritariamente — através do SUS e demais convénios —, pacientes de Feira de Santa e mais

71 municipios da Macrorregido Centro — Leste do Estado da Bahia

O HULW, integrado a Universidade Federal da Paraiba (UFPB) e administrado pela
Empresa Brasileira de Servicos Hospitalares (EBSERH), hoje é configurado como hospital-
escola. O HULW conta com 218 leitos e tem importante papel na atencdo a saude no estado
da Paraiba. A instituicdo oferece servigos de saude de meédia e alta complexidade, com 48
especialidades médicas. Cerca de 200 mil consultas ambulatoriais e 9,5 mil internagdes sao

realizadas a cada ano.

4.2 CALCULO AMOSTRAL

O célculo do tamanho amostral baseou-se taxa de prevaléncia média de 12% das
fusbes NTRK em CDT pediéatrico, observada em recentes estudos (45,46,50). Com base numa
populacdo infinita e considerando grau de confianca de 95% e margem de precisdo absoluta

de 5%, o nimero minimo de casos obtidos apds calculo amostral foi de 100.

4.3 GRUPO AMOSTRAL

Os casos foram selecionados apds a pesquisa de pacientes que obtiveram diagnostico
de neoplasia maligna da tireoide ao exame anatomopatoldgico (cédigo C.73, segundo a
Classificacdo Internacional de Doencas - CID), registrados em base de dados disponivel em
sistema eletrénico interno dos servigos de anatomia patoldgica: a) SAPC/HAM, Salvador; b)
IT, Salvador, ¢) SCMFS ou no Centro de Diagnostico Pires (CEDAPI), Feira de Santana; c)
SP/HULW, Jodo Pessoa. Os pacientes inicialmente elegiveis para o estudo foram aqueles
cujos laudos anatomopatoldgicos, registrados no sistema eletrénico, indicavam diagnostico de
CDT.

Apos a selecdo dos pacientes diagnosticados com CDT, foi realizada a busca das
respectivas laminas coradas com hematoxilina-eosina (HE), previamente confeccionadas na
época do diagnostico anatomopatologico, bem como dos respectivos blocos de parafina
contendo tecido tumoral. Ambos, blocos e 1aminas, estavam mantidos em seus respectivos
servicos. Nas ocasides em que as laminas estavam ausentes ou inadequadas para avaliagdo e

identificacdo da area tumoral, novas laminas foram confeccionadas e coradas com HE. Com
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intuito de confirmar o diagndstico de CDT, as laminas HE foram submetidas a revisdes as
cegas (blind review) por dois médicos patologistas, vinculados as institui¢des participantes do
estudo (MVP, RS).

4.4 CRITERIOS DE INCLUSAO, NAO INCLUSAO E EXCLUSAO

A selecdo dos casos elegiveis para o estudo obedeceu ao seguinte critério de
inclusdo: a) pacientes com idade igual ou inferior a 21 anos, tratados cirurgicamente pelo
HAM, IT, SCMFS e HULW, diagnosticados com CDT pelo SAPC/HAM, SCMFS ou no
Centro de Diagndstico Pires (CEDAPI) e SP/THULW, entre janeiro de 2010 e mar¢o de 2021.

Ndo foram incluidos no estudo: a) pacientes que ndo dispunham de laudo
anatomopatoldgico registrado em sistema eletrénico; b) pacientes que ndo tinham
estadiamento tumoral completo pela classificacdo TNM (55); c) casos cujos blocos de
parafina contendo tecido tumoral estavam ausentes; d) casos com escassez de tecido
tireoidiano para analise molecular.

Foram excluidos do estudo: a) casos com insucesso na confec¢do de laminas para IH;
b) casos em que ndo houve sucesso na realizacdo de IH; c) casos com amostra tumoral em
quantidade escassa para realizacdo dos experimentos. Os casos excluidos foram substituidos
por casos subsequentes de acordo com a data da realizacdo da tireoidectomia.

45 REVISAO DE LAMINAS E COLETA DE AMOSTRA DE TECIDO TUMORAL
PARAFINADO

As laminas dos tumores foram classificadas de acordo com os critérios da
Classificacdo Mundial de Tumores, da Organizacdo Mundial de Saude (56) e estadiados
conforme o Manual de Estadiamento do Cancer AJCC, 82 edi¢do. (55) A partir da avaliacdo
microscopica da amostra pelos médicos patologistas (MVP, RS), a area tumoral foi descrita
por marcacao direta na lamina corada com HE. Durante a revisdo das laminas, os dados
relativos ao paciente e ao tumor foram registrados em ficha estruturada (Anexo A). Com base
nas informagdes coletadas, todos os pacientes foram classificados quanto ao risco de
recorréncia tumoral, de acordo com os protocolos elaborados e publicados pela ATA (57).

O tecido tumoral foi obtido por meio de cortes histolégicos de blocos de parafina,
contendo amostras de carcinomas armazenados nos arquivos dos respectivos servigos de

anatomia patoldgica das instituicBes participantes. Realizaram-se quatro cortes histoldgicos
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sequenciais de 10 um de espessura de cada caso/bloco para confec¢do de novas laminas, as
quais foram sobrepostas as suas correspondentes laminas HE, com as &reas tumorais
previamente marcadas. As areas de tecido tumoral das novas laminas foram dissecadas
manualmente com navalhas descartaveis e estéreis (Leica Biosystems, Alemanha) e
transferidas para microtubos eppendorf (1,5 mL), previamente autoclavados e identificados,
estocados a temperatura ambiente até o processamento (Figura 7). Em casos de
multifocalidade, selecionaram-se todos os focos tumorais, mas somente o foco de maior
extenséo foi utilizado no estudo.

Para o estudo por IH, rastreamento de mutacGes pontuais e de fusGes génicas, atraves
de Sequenciamento de Nova Geracdo (NGS), as amostras foram — incialmente — processadas
no Laboratorio Studart-Studart (LSS), localizado na cidade de Salvador, enquanto as amostras
remanescente foram analisadas pelo Grupo Hermes Pardini, no municipio de Vespasiano,

Distrito Industrial de Minas Gerias.

Figura 7: Material de arquivo SAPC/HAM e coleta tecido tumoral.

A

Fonte: Arquivo fotogréfico da autora.

Legenda: A: blocos de parafina com tecido tireoideano. B: demarcacdo manual da area tumoral a partir de
corte de tecido tireoidiano corado com hematoxilina-eosina. C e D: coleta de tecido tumoral em Iaminas
com cortes histologicos.

4.6 EXTRACAO DE DNA

Para extracdo de DNA gendmico, utilizou-se o estojo comercial RecoverAll™
Total Nucleci Acid Isolation Kit for FFPE (Life Technologies, Carlsbad, CA), conforme
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instrugbes do fabricante. As amostras de tecidos tumorais oriundas dos blocos de parafina
foram submetidas a um tratamento prévio de desparafinizagdo com xilol, de acordo com
protocolo estabelecido pelo fabricante. Apos término do processo de extracdo, as amostras
foram armazenadas em freezer -20 °C, até a sua utilizacdo no Biorrepositorio do LET/UFBA.
Utilizaram-se dois microlitros da amostra para determinagdo da concentracdo e pureza do
DNA extraido, utilizando Nano Espectrofotdmetro KASVI Modelo K23-0002 (KASVI,
Curitiba). Foi considerado DO,s nm = 1 equivalente a 50 ng/uL de DNA. Os valores de
referéncia para amostras de boa qualidade foram 0s racios DOg/DO2gp € DO260/DO230 entre
1,7e2,0.

4.7 REACAO DE IMUNO-HISTOQUIMICA (IH)

A coloracgdo de IH para a expressédo de Trk A, B e C foi realizada com o clone de
anticorpo monoclonal pan-Trk (mAb) EPR17341 (Abcam, Cambridge, MA). O anticorpo é
reativo a uma regido homologa de Trk-A, -B e —C perto do terminal C. Esse anticorpo
comercial é aprovado pelo FDA para uso clinico. A IH foi realizada utilizando laminas de 4-
um de espessura, a partir de seccOes de tecido tumoral parafinado dos blocos tumorais
selecionados com material representativo. O EPR17341 foi utilizado a 6 ug/ml, na diluigdo
1:200. Todos os ensaios foram realizados em uma plataforma de coloracdo automatica Dako
Autostainer Link 48 (Agilent, Santa Clara, CA), utilizando um método de recuperacdo de
antigeno baseado em calor e solucdo tampéo de alto pH (EnVision Flex High pH, Agilent).
Tecido testicular, ganglios do plexo col6nico submucoso e tecido cerebral cortical foram
utilizados como tecidos de controle positivo. Linfocitos ndo neoplésicos, hepatdcitos, epitélio
colorretal, epitélio alveolar e cortex renal foram utilizados como controles externos negativos
do banco de laminas do LSS. Casos disponiveis com rearranjos NTRK, bem como dez
tumores consecutivos sem evidéncia de fusdo NTRK, foram corados como controles. As
laminas foram avaliadas e revisadas por dois patologistas. A positividade da marcacdo foi
definida como qualquer imunopositividade inequivoca citoplasmatica e/ou nuclear com claro
contraste com o tecido ndo tumoral ao redor. A porcentagem da positividade das células
marcadas e a intensidade da marcacdo foram documentadas: negativa (0% de células

marcadas e positivas >= 1% de células marcadas).

4.8 REACAO DE SEQUENCIAMENTO DE NOVA GERACAO (NGS) - PAINEL DE
FUSAO



44

NGS foi realizado por meio da plataforma Illumina com kit Oncomine Focus Assay
para analise das fusdes por RNA, capaz de avaliar todas as classes de alvos relevantes,
incluindo mutacgdes pontuais, insercdes ou exclusdes curtas (indels), variantes de nimero de
copias (CNV) e fusdes génicas, adaptada para tecidos fixados em formalina e parafinados
(FFPE). Trés laminas FFPE com secdo de 5 um de espessura foram obtidas por amostra
tumoral, suficientes para fornecer cerca de 10 ng de DNA ou RNA por reacédo. Isso permitiu a
analise mesmo em amostras tumorais de pequeno tamanho ou de qualidade inferior. Trés
cortes de 5um de FFPE foram utilizados para extragdo do DNA de origem somatica, com 0
ReliaPrep™ FFPE RNA Miniprep System, Promega (Madison, WI, USA). A qualidade foi
verificada com Qubit™ RNA HS Assay Kit assay (LifeTechnologies, USA). A sintese do
cDNA foi realizada com o Ampliseq™ cDNA Synthesis for [llumina® (USA), conforme
recomendacdes do fabricante. As genotipagens dos genes alvos ABL1, ALK, AKT3, AXL,
BRAF, EGFR, ERBB2, ERG, ETVL1, ETV5, ETV4, FGFR1, FGFR2, FGFR3, NTRK1, NTRK2,
NTRK3, PDGFRA, PPARG, RAF1, RET, ROS1 e MET foram realizadas por sequenciamento
de nova geracdo (next-generation sequencing) na plataforma iSeq 100 Sequencing System,
[llumina Inc (USA), mean sequencing deph 300x. O método de enriquencimento de biblioteca
foi amplicon-based, AmpliSeq for Illumina Focus Panel (USA), conforme validagdo e
padronizacdo interna. Para a verificagdo da qualidade da biblioteca, utilizou-se o Qubit™
dsDNA HS Assay Kit assay (LifeTechnologies, USA) e QIAxcel Advanced System
QIAGEN® (Hilden, Alemanha) com o QlAxcel DNA High Resolution Kit (1200) e o método
LP NGS DNA high resolution. As analises de bioinforméaticas foram conduzidas na
plataforma cloud-based Varstation™, com pipeline padronizado, exclusivamente para
tecnologia e laboratorio considerando as regras da Association for Molecular Pathology
(AMP)1-3. Referéncia de genoma: GRCh37/hg19. Ensaio qualitativo e quantitativo. Cut-off
laboratério: VAF>5%. Sensibilidade: 99%, Especificidade: 99,9%. Variantes que podem ser
detectadas: fusdes génicas. LimitacOes: o teste ndo pode detectar SNPs e indels. Variantes
reportadas: patogénicas e provavelmente patogénicas. LimitacGes pré- analiticas: allele drop-
out, caracteristicas intrinsecas da amostra (qualidade, conservagdo, amostra exigua, area

tumoral restrita <5%, baixa concentracdo e/ou DNA degradado) etc (59,60)

4.9 REACAO DE SEQUENCIAMENTO DE NOVA GERAGCAO (NGS) - PAINEL
HOTSPOT
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A genotipagem das regides gendmicas alvos — EGFR (éxons 18, 19, 20 e 21), KRAS
(éxons 2, 3 e 4), NRAS (éxons 2, 3 e 4), BRAF (éxons 11 e 15) e PIK3CA (éxons 7, 9 e 20) —
foi realizada por sequenciamento de nova geracdo (next-generation sequencing) na plataforma
iSeq 100 Sequencing System, Illlumina Inc (USA). O método de enriquencimento de
biblioteca foi amplicon-based, AmpliSeq for Illumina Custom Panel (USA), conforme
validacdo e padronizacdo interna. As andlises de bioinforméticas foram conduzidas na
plataforma cloud-based Varstation™, com pipeline padronizado, exclusivamente para
tecnologia e laboratdrio, considerando as regras da Association for Molecular Pathology
(AMP)1-3. PIK3CA RefSeq: NM_006218. BRAF Ref Seq: NM_004333.4. KRAS RefSeq:
NM_004985.5. NRAS RefSeq:NM_002524.4. EGFR RefSeq: NM_005228.5. Ensaio
qualitativo e quantitativo. Cut-off laboratorio: VAF >5%. Cobertura média em regibes de
interesse 350x, Percentual de reads em regides de interesse com cobertura > 300x >90,00% e
Percentual de reads com Q-value >30 >95%. Sensibilidade: >95% Especificidade: 95,9%.
Variantes que podem ser detectadas: SNP e indels. Variantes reportadas: patogénicas e
provavelmente patogénicas. LimitacOes: deteccdo de indels >20bp (inser¢Oes e delegdes),
fusBes génicas, inversdes e translocacdes, grandes rearranjos exdnicos (delecdo ou duplicacédo
de éxons), mutagdes em regibes promotoras e intronicas e allele drop-out. Limitacfes pré-
analiticas: caracteristicas intrinsecas da amostra (qualidade, conservacdo, amostra exigua, area

tumoral restrita (<5%), baixa concentracdo e/ou DNA degradado).
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5 ASPECTOS ESTATISTICOS

Analisaram-se as seguintes variaveis: idade a época da cirurgia, sexo, tamanho do
tumor, subtipo histologico, multifocalidade, extensao extra-tireoidiana, invasao angiolinfatica,
invasdo perineural, metéstase regional e a distancia, estadiamento tumoral, estratificacdo de
risco de recorréncia, positividade para fusdo NTRK a IH e ao NGS.

As analises dos dados foram realizadas utilizando-se 0 pacote estatistico Statistical
Package for the Social Sciences for Windows (SPSS), versdo 22. As varidveis quantitativas
foram expressas em mediana e intervalo interquartilico e as variaveis qualitativas, em
frequéncia absoluta e frequéncia relativa. As varidveis quantitativas foram avaliadas e nédo
apresentavam distribuicdo normal, assim para comparar os grupos foi aplicado o teste de
Mann-Whitney. Para a analise das variaveis qualitativas foi aplicado o teste Qui-quadrado de
Pearson ou o teste exato de Fisher. Valores de p<0,05 foram considerados estatisticamente

significantes.
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6 ASPECTOS ETICOS E FINANCEIROS

Este trabalho foi executado de acordo com a Resolucdo N° 466/2012, do Conselho
Nacional de Saude (CNS). O projeto foi submetido para analise ética no sistema eletronico da
Plataforma Brasil, base nacional e unificada de registros de pesquisas envolvendo seres
humanos e apreciado e aprovado pelos Comités de Etica e Pesquisa em Seres Humanos do
Instituto de Ciéncias da Saude, da Universidade Federal da Bahia (CEP/ICS), da Liga Baiana
Contra o Cancer (CEP/LBCC/HAM), da Santa Casa de Misericordia de Feira de Santana
(SCMFS), do Instituto Integrado Endocrinologia e Cirurgia (IT) e da Geréncia de Ensino e
Pesquisa (GEP/ HULW), conforme Parecer Consubstanciado N° 4.319.796. (Anexo C)

Esta pesquisa foi executada com recursos financeiros da farmacéutica Bayer, sob de
nimero de contrato BR135321023503P, administrados pela interveniente Fapex, (nimero do
processo 23066.020493/2020-97).
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7 RESULTADOS

Esta secdo apresenta os resultados obtidos neste estudo, detalhados e cinco partes.

7.1 SELECAO DE PACIENTES E PROCESSAMENTO DAS AMOSTRAS

A Figura 8 ilustra as etapas de selecdo do grupo amostral.

Figura 8: Fluxograma da amostragem

Hospital Aristides Maltez (HAM)

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

---------------- ->{ Casos com AP ausente (N = 21)

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

81 casos revisados ‘

---------------- + Blocos ausentes (N = 28)

53 casos selecionados ‘

---------------- o Escassez de tecido (N = 10)

43 casos coletados e avaliados |

* IT - Endocrinologia e Cirurgia (N = 08)
* Hospital Dom Pedro de Alcintara(N = 11)
* Hospital Universitirio Lauro Wanderley (N = 17)

CasuisticaN =79

Fonte: Dados da pesquisa.
Legenda: CDT- carcinoma diferenciado da tireoide; AP — laudo de anatomia-patoldgica
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Ap6s uma busca inicial no sistema eletrénico dos hospitais participantes, aplicando-
se o descritor “CID: C.73.0”, que corresponde a neoplasia maligna da gléandula tireoide,
identificaram-se 117 casos para o estudo, apos uso dos filtros de idade (até 21 anos ao
diagnostico), no periodo compreendido entre 1° de margo de 2010 e 01° de margo de 2021.

Destes, 21 casos ndo foram incluidos no estudo pela indisponibilidade do laudo
anatomopatoldgico. Dos 96 casos elegiveis para integrar o grupo amostral, 15 foram
excluidos por ndo serem CDT. Dos 81 casos restantes, todos foram submetidos a revisdo
anatomopatoldgica para confirmacdo do diagnéstico de CDT e identificacdo dos tumores
primarios a serem coletados, dentre os quais 28 ndo foram incluidos devido a
indisponibilidade dos blocos de parafina e 10 por escassez de tecido tireoidiano para analise
molecular.

Ao final, foram selecionados 43 pacientes oriundos do HAM. Agregando a
casuistica, foram estabelecidas parcerias com os demais centros de tratamento do cancer de
tireoide no estado da Bahia e da Paraiba, sendo o processo de selecdo replicado nos demais
centros de pesquisa, somando-se 8 casos do IT, 11 do HDPA e 17 do HULW, totalizando 79
casos.

Destes, extrairam-se DNA de suas respectivas amostras tumorais, que foram
submetidos ao estudo molecular (painel hotspot). As amostras negativas para a mutagédo
BRAFY®®F (74 amostras tumorais) foram submetidas ao estudo do painel de NGS para

pesquisa das fusdes NTRK por RNA. (Figura 9)

Figura 9: Fluxograma do sequenciamento das amostras tumorais

Amostras
sequenciadas
(n=79)
Sequenciamento de Sequenciamento de
DNA /RNA DNA apenas
(n=74) (n=5)

Fonte: Dados da pesquisa.
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7.2 CARACTERIZACAO DA AMOSTRA

Esta secdo compreende o detalhamento das amostras, em duas partes, apresentadas a

sequir.

7.2.1 Aspectos Sociodemogréaficos

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

7.2.2 Aspectos Clinico-patoldgicos

Em relacdo ao subtipo histoldgico de acordo com a World Health Organization (56),
todos os pacientes incluidos no estudo apresentaram carcinoma diferenciado da tireoide, com
a seguinte distribuicdo: 66 (83,5%) CPT classico (CPTC), 9 (11,4%) CPT variante folicular
(CPTVF), 3 (3,8%) CFT e 1 (1,3%) CPT variante esclerosante difusa (CPTED).

Segundo 0 TNM, Estadiamento Tumoral, na sua oitava edicdo AJCC (55), o tamanho
tumoral variou de 0,3cm a 7,5cm, com uma mediana de 2,2cm. Nesta casuistica, 31 pacientes
foram classificados como pT1l (39,2%), sendo 9 (11,3%) pTla configurando-se
microcarcinomas, medindo até 1 cm; e 22 pT1b (27,8%), medindo entre 1 e até 2 cm . Do
total de tumores avaliados, 22/79 tumores (27,8%) foram classificados como T2, tumores
entre 2 e 4 cm; e 23 (29,1%) foram de pT3. Dentre os tumores pT3, 6 foram pT3a (7,5%),
tumores com mais de 4 cm; e 17, pT3b (21,5%), tumores com extensdo extra-tireoidiana.
Houve 3 pacientes pT4 (3,7%).

Metéastases para os linfonodos cervicais: 41/79 pacientes (54.4%), sendo 21 (26,5%)

em linfonodos do compartimento central (Nl1la) e 20 (25,3%), em linfonodos do
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compartimento lateral (N1b). Metéstases a distancia: 8/79 (10,2%) pacientes. Dentre 0s
pacientes com metéstases a distancia, 7 apresentavam metéstase pulmonar e 1, 6ssea.

A maioria dos tumores era unifocal 51/79 (64,5%). Em 28/79 (35,5%) pacientes, a
doenca era multifocal. Nelas, o acometimento multifocal foi mais frequentemente encontrado
nos pacientes com 18 anos de idade ou mais (18/28), quando comparados aos menores de 18
anos (10/28). A multifocalidade ocorreu mais bilateralmente, em ambos os lobos tireoidianos,
presente em 16/28 pacientes. Invasdo angiolinfatica foi detectada em 7/79 (8,8%) dos tumores
avaliados e a extensdo extra-tireodiana (EET) em 21/79 (26,5%).

Em relacdo ao risco de recorréncia baseado no protocolo da ATA, de 2015 (18) para
a classificacdo de risco de recorréncia, 34/79 (43%) pacientes foram classificados como risco
baixo; 16/79 (20,2%), como risco intermediario; enquanto que 29/79 (36,7%) pacientes
apresentavam alto risco de recorréncia para a neoplasia. Dentre aqueles classificados como
alto risco, os pacientes com mais de 18 anos eram a maioria 21/29 (72,4%). A Tabela 3
apresenta as caracteristicas sociodemograficas e anatomopatoldgicas dos pacientes incluidos

no estudo e suas respectivas amostras tumorais.

Tabela 3: Caracteristicas sociodemograficas e anatomopatoldgicas (n=79)

i Total <18 anos >18 anos
Variaveis 79 (100.0%) 30 (37,9%) 49 (62,1%)
_ 17 (6-17) 19 (18-21)
Idade (anos), mediana 18 (6-21)
Sexo, n (%)
Feminino 61 (77,2) 14 47
Masculino 18 (22,8) 8 10
Procedéncia, n (%)
HAM 43 (54,4) 11 32
SCMFS 11 (13,9) 3 8
HULW 17 (21,5) 8 9
IT 8 (10,1) 8 0
Subtipo histolégico, n (%)
CPTC 66 (83,5) 14 52
CPTVF 9 (11,4) 2 7
CFT 3(3.8) 1 2
CPTED 1(1,3) 1 0
Estadiamento T, n (%)
Tla 9(11,3) 3 6
Tlb 22 (27,8) 4 18
T2 22 (27,8) 5 17
T3a 6 (7,5) 4 2
T3b 17 (21,5) 4 13
T4 3(3,7) 0 3
Estadiamento N, n (%)
NO 38 (48,1) 12 26
Nla 21 (26,5) 3 18
N1b 20 (25,3) 5 15

Estadiamento M, n (%)
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MO 71 (89,8) 29 42
M1 8 (10,2) 1 7
Tamanho tumor (cm), mediana 2.2 (0,3-7,5) 2 (0,5-7,5) 2,3 (0,3-6,8)
Focalidade, n (%)

Unifocal 51 (64,5) 11 40
Multifocal 28 (35,5) 10 18
EET, n (%)

Positiva 21 (26,5) 7 14
Negativa 58 (73,5) 12 46
1AL, n (%)

Positiva 7(8,8) 2 5
Negativa 72 (91,2) 27 45
Risco ATA, n (%)

Baixo risco 34 (43) 8 26
Risco intermediario 16 (20,2) 3 13
Alto risco 29 (36,7) 8 21

Fonte: Dados da pesquisa.

Legenda: CFT - Carcinoma folicular da tireoide; CPTC - Carcinoma papilifero da tireoide de variante classica;
CPTED - Carcinoma papilifero da tireoide de variante esclerosante difusa; CPTVF - Carcinoma papilifero da
tireoide de variante folicular; EET - extensdo extra-tireoidiana; IAL - invasdo angiolinfatica; ATA - American
Thyroid Association.

7.3 RESULTADOS DA IH PAN-TRK PARA A FUSAO NTRK

Todas as 79 amostras tumorais desta casuistica foram submetidas a IH para
rastreamento da fusdo NTRK. A maioria das amostras tumorais 64/79 (81%) apresentou
resultado negativo a IH. Apenas 3 amostras (3,7%) foram positivas ao pan-TRK. Houve 12
casos com resultado duvidoso (15,1%), nos quais ndo foi possivel estabelecer a positividade
da marcacéo do anticorpo. (Tabela 4)

Em relacdo a positividade da marcacdo, 1 amostra apresentava 1% de células positivas e
2 amostras, 10% de células positivas. As caracteristicas clinico-patologicas dos tumores
positivos a IH sdo descritas na Tabela 5. Em todos os casos positivos, o padrdo de marcagéao

foi nuclear e a intensidade da marcacdo foi fraca. (Figura 10)

Tabela 4: Dados do screening com IH da fusdo NTRK de todos os pacientes incluidos no
estudo conforme idade < 18anos e > 18 anos (n=79)

Idade Total n (%) Duvidosos Positivo Negativo
79 (100%) 12/79 (15,1%) 3/79 (3,7%) 64/79 (81%)

< 18 anos 28 (35,45%) 4 (5%) 1(1,2%) 23 (29,1%)
> 18 anos 51 (64,55%) 8 (10,1%) 2 (2,5%) 41 (51,9%)

Fonte: Dados da pesquisa.
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Tabela 5: Caracteristicas clinico-patoldgicas dos tumores pan-TRK com resultado positivo
na Imuno-histoquimica (n=3)

Positividade Sexo  Idade Subtipo  Estadiamento Focalidade  Maior Risco de
Padrao, (anos) histolégico tumoral tumor recorréncia
Intensidade (cm) (ATA)
1% F 21 CPTC T3N1bM1  Multifocal 0,7 Alto
nuclear,
fraca
10%, F 20 CPTC T2N1bM1  Multifocal 1,6 Intermediario
nuclear,
fraca
10%, M 15 CPTVC T2NOMO Unifocal 3,2 Baixo
nuclear,
fraca

Fonte: Dados da pesquisa
Legenda: CPTC - Carcinoma papilifero da tireoide classica; ATA - American Thyroid Association.

Figura 10: pan-TRK IH: padréo de marcagao dos casos positivos

Fonte: Arquivo fotografico da autora.
Legenda: Fig.10A, 200x, caso negativo. Fig.10B, 200x, fraca positividade nuclear em 1% das células tumorais;
Fig. 10C e 10D 200x, fraca positividade nuclear em 10% das células tumorais.
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7.4 RESULTADOS DO PAINEL HOTSPOT DE NGS

Todas as 79 amostras da casuistica foram submetidas ao painel hotspot de NGS para a
pesquisa das mutagdes BRAF, NRAS, KRAS, EGFR, PIK3Ca, sendo detectadas 21 delas.
Nesse painel, houve 37 resultados negativos ou selvagens (WildType) e 21 resultados
inconclusivos ao método. Excluindo-se os testes inconclusivos, consideraram-se 58 testes
validos (positivos e negativos). A Tabela 6 sumariza os achados moleculares do painel de
NGS de mutacGes pontuais (hotspot) e de fuséo.

Dentre as mutagdes pontuais, a mutagdo do gene BRAF foi a mais frequente neste estudo,
ocorrendo em 10 tumores. A mutacdo BRAF"F estava presente isoladamente em 5 amostras
tumorais ao painel hotspot. Estas amostras ndo foram encaminhadas ao estudo de fusdo de
NGS, por serem estas mutagdes e as fusdes génicas mutuamente excludentes entre si.

Posteriormente, apenas ao painel de fusdo de NGS, foi identificada mais uma mutacao
BRAF V%% em outra amostra tumoral, totalizando 6 amostras com essa mutacao, neste estudo.
Considerando-se os testes validos (58/79), a frequéncia das mutacdes BRAFY?F foi 10,3%
(06/58) na presente casuistica.

Outras 3 mutagdes diferentes do gene BRAF foram detectadas ao painel hotspot. Do
total de 10 mutacdes encontradas nesse gene, 60% delas foram BRAFY®"F (6/10), o seu tipo
mais frequente em CPT. O percentual restante foi caracterizado por alteragdes genéticas

Fnon—VGOOE . B RAFG464R

menos comuns nesse gene, as chamadas BRA em 1 tumor em associacao

12D.
SG

a mutagdo KRASP™N: BRAF®*% em 1 tumor em associagdo a mutacio NRAS®'?®; e a

FS467L RG824E

mutacdo BRA em 2 tumores, sendo 1 em associacdo a mutacdo EGF e outra,

isolada. As mutagBes BRAF""V0E

encontradas foram resultado de: (i) troca do aminoacido
glicina pela arginina na posicdo 464 (BRAF®***R): (ii) troca do aminoacido glicina pelo 4cido
glutdmico na posicdo 469 (BRAF®**%): (iii) troca do aminoécido serina pela leucina na
posicao 467 (BRAF>*'Y), respectivamente.

MutagOes nos genes NRAS, KRAS, EGFR, PIK3Ca foram detectadas em associagao
e/ou isoladamente. A mutacdo mais encontrada foi a EGFR, presente em 8 amostras tumorais
(3 EGFR™™ 1 EGFR™, 1 EGFR®®*, 1 EGFR"*" e 1 EGFR****" ¢ 1 EGFR®*"*F). Outras
mutacdes encontradas: (i) 4 tumores com mutacdes do gene KRAS (2 KRASPHN 1 KRAS™®!!
e 1 KRAS™); (ii) 3 tumores com mutacdes do gene NRAS (NRAS®, NRAS®*?P, NRASM®™);
(iii) 1 tumor com mutacdo PIC3CA“. A Tabela 7 apresenta as caracteristicas clinico-

patolégicas dos pacientes com tumores portadores de mutacbes pontuais.



Tabela 6 — Resultados do painel de NGS em CDT (n=79)
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Tipo Resultado do BRAF EGFR KRAS NRAS PIK3CA Resultado do Fuséo
Paciente ldade Sexo histolégico  Painel HotSpot Painel de Fusao detectada
1 21 F CPTC Tipo Selvagem  Negativo Negativo Negativo Negativo  Negativo Inconclusivo Nao
2 21 F CPTC Detectado Negativo |[EGFR"®® [KRASPHNENRASHHH Negativo Inconclusivo N&o
3 21 M CPTC Detectado BRAF®**®  Negativo 'KRAS®*™™ Negativo  Negativo Inconclusivo Nao
4 21 F CPTC Detectado Negativo Negativo |KRAS™*'" Negativo  Negativo Inconclusivo N&o
5 21 F CPTC Detectado Negativo ' EGFR™® Negativo Negativo  Negativo Inconclusivo Nao
6 21 F CPTC Detectado BRAFS*™" EGFR®®* Negativo Negativo Negativo Inconclusivo N&o
7 21 M CPTC Detectado _ Negativo Negativo Negativo  Negativo Nao realizado Nao
8 21 F CPTC Detectado Negativo [ EGFR™*" Negativo Negativo  Negativo Inconclusivo N&o
9 21 F CPTC Inconclusivo Negativo Negativo Negativo Negativo  Negativo Inconclusivo Nao
10 21 F CPTC Tipo Selvagem  Negativo Negativo Negativo Negativo  Negativo Tipo Selvagem Nao
11 20 M CPTC Tipo Selvagem  Negativo Negativo Negativo Negativo  Negativo Inconclusivo Nao
12 20 F CPTC Inconclusivo Negativo Negativo Negativo Negativo  Negativo Inconclusivo Nao
13 20 F CPTC Inconclusivo Negativo Negativo Negativo Negativo  Negativo Inconclusivo Nao
14 20 M CPTC Inconclusivo Negativo Negativo Negativo Negativo  Negativo Inconclusivo Nao
15 20 F CPTC Tipo Selvagem Negativo  Negativo Negativo Negativo  Negativo Inconclusivo Né&o
16 20 F CPTC Inconclusivo Negativo Negativo Negativo Negativo  Negativo Inconclusivo Nao
17 20 M CPTC Inconclusivo Negativo  Negativo Negativo Negativo  Negativo Inconclusivo Né&o
18 20 F CPTC Tipo Selvagem  Negativo Negativo Negativo Negativo  Negativo Inconclusivo Nao
19 20 F CPTC Tipo Selvagem  Negativo Negativo Negativo Negativo  Negativo Detectado ETV6-NTRK3
20 20 F CPTC Detectado BRAFS*™" Negativo Negativo Negativo Negativo  Tipo Selvagem Nao
21 19 F CPTC Inconclusivo Negativo Negativo Negativo Negativo  Negativo Inconclusivo Né&o
22 19 F CPTC Tipo Selvagem  Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo  Tipo Selvagem Néo
23 19 F CPTC Tipo Selvagem Negativo Negativo Negativo Negativo  Negativo Inconclusivo N&o
24 19 M CPTC Tipo Selvagem  Negativo Negativo Negativo Negativo  Negativo Inconclusivo Néo
25 19 F CPTVF Tipo Selvagem Negativo  Negativo Negativo Negativo  Negativo Inconclusivo Né&o
26 19 M CPTC Detectado BRAFS®  Negativo Negativo INRASSZD!  Negativo Inconclusivo N&o
27 18 F CPTC Inconclusivo Negativo Negativo Negativo Negativo  Negativo Inconclusivo N&o
28 18 F CPTC Inconclusivo Negativo Negativo Negativo Negativo  Negativo Inconclusivo Nao
29 18 F CPTC Tipo Selvagem Negativo Negativo Negativo Negativo  Negativo Tipo Selvagem N&o
30 18 F CPTC Tipo Selvagem  Negativo Negativo Negativo Negativo  Negativo Inconclusivo N&o
31 18 F CPTC Detectado Negativo [EGFR™® Negativo Negativo Negativo  Tipo Selvagem N&o
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33
34
35
36
37
38
39
40
41
42
43
44
45
46
47
48
49
50
51
52
53
54
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56
57
58
59
60
61
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63
64
65

18
17
17
17
17
17
17
15
15
14
13
12
14
21
21
21
18
20
17
18
15
19
20
14
21
13
20
21
21
18
18
21
16
17
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CPTC
CPTC
CPTC
CPTC
CPTC
CPTC
CPTC
CFT
CPTVF
CPTC
CPTC
CPTC
CPTVF
CPTC
CPTC
CPTVF
CFT
CPTC
CPTC
CPTC
CPTVF
CPTC
CPTC
CPTVF
CPTVF
CPTC
CPTC
CPTVF
CPTC
CPTC
CPTC
CPTC
CPTVF
CPTC

Detectado
Detectado
Detectado
Tipo Selvagem
Tipo Selvagem
Tipo Selvagem
Inconclusivo
Tipo Selvagem
Tipo Selvagem
Tipo Selvagem
Tipo Selvagem
Detectado
Inconclusivo
Inconclusivo
Inconclusivo
Inconclusivo
Inconclusivo
Inconclusivo
Inconclusivo
Detectado
Inconclusivo
Inconclusivo
Inconclusivo
Tipo Selvagem
Detectado
Detectado
Tipo Selvagem
Tipo Selvagem
Detectado
Tipo Selvagem
Tipo Selvagem
Tipo Selvagem
Tipo Selvagem
Tipo Selvagem

Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo

Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo

Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
EGFRGSZ4H
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
EGFRHSSOR
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo

Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
KRASESZK
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo

Negativo
Negativo

Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo

Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
PIC3CA®"*
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo

N&o realizado
N&o realizado
Inconclusivo
Inconclusivo
Tipo Selvagem
Tipo Selvagem
Tipo Selvagem
Inconclusivo
Tipo Selvagem
Inconclusivo
Inconclusivo
Detectado
Tipo Selvagem
Tipo Selvagem
Tipo Selvagem
Tipo Selvagem
Tipo Selvagem
Tipo Selvagem
Tipo Selvagem
Tipo Selvagem
Tipo Selvagem
Tipo Selvagem
Tipo Selvagem
Inconclusivo
Inconclusivo
Inconclusivo
Inconclusivo
Inconclusivo
Né&o realizado
Inconclusivo
Tipo Selvagem
Tipo Selvagem
Inconclusivo
Tipo Selvagem
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Nao
Nao
Nao
Nao
Nao
Nao
Nao
Nao
Nao
Nao
Nao
TPR-NTRK1
Nao
Nao
Nao
Nao
Nao
Nao
Nao
Nao
Nao
Nao
Nao
Nao
Nao
Nao
Nao
Nao
Nao
Nao
Nao
Nao
Nao
Nao



66
67
68
69
70
71
72
73
74
75
76
77
78
79

15
11
18
19
17
17
14
13
11
15
16
15
6
15

F
F
F
F
M
F
F
F
F
M
M
F
F

F

CPTC
CPTC
CFT
CPTC
CPTC
CPTC
CPTC
CPTC
CPTC
CPTC
CPTC
CPTC
CPTED
CPTC

Detectado
Tipo Selvagem
Tipo Selvagem
Tipo Selvagem

Detectado
Tipo Selvagem
Tipo Selvagem
Tipo Selvagem

Inconclusivo

Detectado
Tipo Selvagem
Tipo Selvagem
Tipo Selvagem
Tipo Selvagem

_ Negativo

Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo

Negativo
Negativo
Negativo
Negativo

Negativo
Negativo
Negativo
EGFRS784F
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo

Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo

Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo

Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
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Nao realizado Nao
Detectado _
Detectado PAX8-PPARG

Inconclusivo Nao
Inconclusivo Nao
Detectado PAX8-PPARG
Detectado _
Detectado ETV6-NTRK3
Detectado
Tipo Selvagem Né&o
Tipo Selvagem N&o
Detectado ETV6-NTRK3
Detectado _
Inconclusivo Nao

Fonte: Dados da pesquisa.

Legenda: CFT - Carcinoma folicular da tireoide; CPTC - Carcinoma papilifero da tireoide de variante classica; CPTED - Carcinoma papilifero da tireoide de variante
esclerosante difusa; CPTVF - Carcinoma papilifero da tireoide de variante folicular.



Tabela 7: Caracteristicas clinico-patoldgicas em 21 casos de CDT com resultados positivos no painel Hotspot

Tipo Maior tamanho BRAF Y°0%F BRAF""VOE  EGER KRAS  NRAS  PIK3CA
Paciente ldade Sexo histolégico Focalidade (cm) T N M n=6 n=4 n=8 n=4 n=3 n=1

2 21 F CPTC  Multifocal 4 T3b Nla MO  Negativo Negativo EGFR "R Negativo
3 21 M CPTC  Multifocal 3 T2 N1b MO  Negativo BRAF 464R Negativo Negativo  Negativo
4 21 F CPTC Unifocal 25 T2 NO MO  Negativo Negativo Negativo Negativo  Negativo
5 21 F CPTC  Multifocal 2 Tib NO MO  Negativo Negativo EGFR"?™ Negativo Negativo  Negativo
6 21 F CPTC  Multifocal 07 Tla NO MO  Negativo BRAFS*™-  EGFR®®*E Negativo Negativo  Negativo
7 21 M CPTC Multifocal 43 T3b Nla M1 Negativo Negativo  Negativo Negativo  Negativo
8 21 F CPTC  Multifocal 12 T3b Nla MO  Negativo Negativo EGFR"* Negativo Negativo  Negativo
20 20 F CPTC  Multifocal 27 T2 NO MO  Negativo BRAF 47 Negativo  Negativo Negativo  Negativo
26 19 ™M CPTC  Mutifocal 3 T2 Ni1b M1 Negativo BRAF ®46% Negativo  Negativo - Negativo
31 18 F CPTC Unifocal 12 Tib N1b MO Negativo Negativo EGFR™® Negativo Negativo  Negativo
32 18 F CPTC Unifocal 08 Tla NO MO Negativo Negativo  Negativo Negativo  Negativo
33 17 F CPTC Unifocal 75 T3b Nla MO Negativo Negativo  Negativo Negativo  Negativo
34 17 F CPTC  Multifocal 35 T3b N1b MO  Negativo Negativo Negativo  Negativo - Negativo
43 2 F CPTC  Multifocal 2 T3b N1b M1 Negativo Negativo EGFR®®***" Negativo Negativo  Negativo
51 18 F CPTC Unifocal 03 Tla NO MO  Negativo Negativo EGFR" Negativo Negativo  Negativo
56 21 F CPTVF  Unifocal 13 Tilb NO MO  Negativo Negativo Negativo - Negativo  Negativo
57 13 M  CPTC  Multifocal 3 T3a NO MO  Negativo Negativo Negativo  Negativo Negativo  PIC3CAS*™
60 21 M CPTC Unifocal 2,7 T2 Nia MO Negativo Negativo  Negativo Negativo  Negativo
66 15 F CPTC Unifocal 2,5 T2 NO MO Negativo Negativo  Negativo Negativo  Negativo
70 17 M  CPTC  Multifocal 16 T3b N1b MO  Negativo Negativo EGFR®™®*F Negativo Negativo  Negativo
75 15 M CPTC Multifocal 45 T3a N1b MO Negativo Negativo  Negativo Negativo  Negativo

Fonte: Dados da pesquisa.
Legenda: CFT - Carcinoma folicular da tireoide; CPTC - Carcinoma papilifero da tireoide de variante classica; CPTVF - Carcinoma papilifero da tireocide de
variante folicular
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Individuos com idade mais avancada (mediana 19 anos, 11Q 17-21) e com maior tamanho
tumoral (mediana 2,5cm, 11Q 1,2-3,2) apresentavam mais mutagdes génicas (NRAS, KRAS,
EGFR, PIK3Ca), no entanto, essa relacdo ndo foi estatisticamente significante entre os grupos

(p=0,16 e p=0,77, respectivamente). (Figura 11)

Figura 11: Comparacdo dos tumores com e sem mutacdes pontuais em relacéo a idade e
tamanho tumoral.
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Fonte: Dados da pesquisa.
Legenda: ldade (anos), mediana, 11Q- intervalo interquartilico. Teste de Mann-Whitney

Comparando-se os tumores BRAF mutados (BRAF'®F e BRAF™™V60E) o nig
mutados, em relacdo & idade e ao tamanho tumoral, ndo foi encontrada diferenca
estatisticamente significante entre os grupos. Em relacdo ao tamanho tumoral, os tumores
BRAF mutados apresentaram uma mediana de 2,8cm (2,0-4,3cm), enquanto que os tumores
ndo mutados variaram em tamanho de 1,4-3,1cm (mediana de 2,0cm), p=0,20. A mediana da
idade dos pacientes portadores de tumores com mutacdo BRAF foi de 19,5anos vs. 18 anos dos
pacientes onde ndo foi encontrada essa mutacdo, ndo havendo diferenca entre 0s grupos,
p=0,25. (Figura 12)
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Figura 12: Comparacéo dos tumores BRAF°%%F ¢ BRAF™"V®%E em relacéo & idade e ao tamanho

tumoral.
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Fonte: Dados da pesquisa.
Legenda: Idade (anos), mediana, I1Q- intervalo interquartilico. Teste de Mann-Whitney

7.5 RESULTADOS DO PAINEL DE FUSAO DE NGS

Apos o rastreamento inicial da fusdo NTRK com a IH, todos os 3 casos positivos a IH foram
submetidos ao NGS para confirmacdo da presenca da fuséo, com o objetivo de identificar casos
falso-negativos a IH e esclarecer o diagndstico dos casos duvidosos. Estas amostras tumorais
também forma submetidas ao estudo de NGS.

Portanto, o painel de NGS para deteccdo das fusdes génicas foi realizado em 74/79 (93,6%)

FVGOOE

amostras tumorais, excluindo-se 5 amostras portadoras de mutagdes BRA identificadas,

inicialmente, no painel hotspot. (Tabela 6)

Ao metodo de NGS para deteccdo de fusdes, encontraram-se: (i) 10 resultados positivos para
fusBGes génicas (10/74, 13,5%); (ii) 25 resultados negativos WildType (25/74, 33,8%); (iii) 39
resultados inconclusivos (39/74, 52,7%). (Tabela 8)
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Tabela 8: Resultados do painel de fusdo de NGS conforme a idade (n=74)

Total n

Idade (%) Positivo Negativo Inconclusivo
10/74 25/74 39/74
74 (100%) (13,5%) (33,8%) (52,7%)
<18 8 10 10
anos 28 (37,9%) (10,8%) (13,5%) (13,5%)
>18 46 2 15 29
anos (62,1%) (2,7%) (20,3%) (39,2%)

Fonte: Dados da pesquisa.

Neste estudo, considerando-se os testes com resultado valido (positivo ou negativo, 35/74,
28,6%) no painel de NGS para fusdes génicas, detectaram-se 4 fusdes NTRK (04/35, 11,4%,): (i) 3
fusBes ETV6-NTRK3 (8,6%) e (ii) 1 fusdo TPR-NTRK1 (2,8%). (Tabela 9)

Nesta casuistica, foram detectadas outras 6 fusdes génicas: 1 fusdo STRN-ALK, 2 fusGes
PAX8-PPARG, 1 fusdo CCDC6-RET (RET/PTCL1), 1 fusdo NCOA4-RET (RET/PTC3) e 1 fuséo
TRIM24-RET (RET/PTC6). (Tabela 6 e Tabela 9)

Tabela 9: Positividade das fusdes ao painel de NGS conforme a idade (n=35)

Idade Total n (%) NTRK RET ?S;gzz
(28,16(;/1%50%) 4135 (11,4%) (8%3/?) 3/35 (8,5%)

o 8 (22,9%) 3 (8.6%) (8,52/0) 2 (5.7%)

o 2 (5,7%) 1(2,8%) 0 (0%) 1(2,8%)

Fonte: Dados da pesquisa.

Dentre os tumores NTRK positivos ao NGS, apenas o Unico tumor com a fusdo TPR-NTRK1
apresentou também uma mutac&o ao painel hotspot: mutacdo no gene EGFR®**" EGFR. Os outros
3 tumores com as fusfes NTRK (ETV6-NTRK3) ndo apresentaram mutagdes ao painel hotspot.
(Tabela 6)

A Figura 13 mostra a representacéo esquematica da fusdo ETV6-NTRK3. Esta fusdo leva a

uma ativagdo constitutiva do dominio quinase da proteina TRKC que, por sua vez, promove a
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ativacdo das vias de sinalizagdo PI3K/AKT e MAPK (62). A fusdo no cromossomo 1
envolvendo os genes TPR e NTRK1 produz um oncogene especifico com a ativacdo da
proteina TRKA (64). (Figura 14)

Figura 13: Fusdo ETV6-NTRK3
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kinase domain

Legenda: Fusdo ETV6-NTRK3 - produto da translocacdo cromossdmica t(12;15)(p13;025) que resulta em uma
transcrigdo quimérica abrangendo o exon 4, 5 ou 6 do ETV6 e o dominio quinase do NTRK3.
Fonte: Adaptado de Borre et al. (62)

Figura 14: Fusdo TPR-NTRK1
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Legenda: Fusdo TPR-NTR- produto da fusdo da por¢do 5'do NTRK1 com a porcdo 3'do TPR. SP: Peptideo
sinalizador; TM: dominio transmembrana; TK: dominio quinase.
Fonte: Adaptado de A. Greco e colaboradores. (64)

Todos estes tumores NTRK positivos ao NGS tiveram resultado prévio negativo a IH e
todos os trés tumores positivos a IH tiveram resultado negativo ao NGS. Portanto, nesta
casuistica, ndo foi confirmada a fusdo NTRK nos tumores positivos a IH, configurando-se assim
como resultados falso-positivos a IH.

As caracteristicas genotipicas e fenotipicas mais relevantes dos pacientes da casuistica e
suas respectivas amostras tumorais em relagdo a mutacdo BRAF e as fusdes génicas sdo

sumarizadas na Tabela 10.
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Tabela 10: Caracteristicas clinico-patologicas em funcdo dos achados moleculares de CDT.

(n=79)
Total, n (%) BRAFY®E BRAFNMVE0E  Fysgo Fusdo  outras fusdes
NTRK 1/3 RET
Variaveis n=79 (100) n=6 n=4 n=4 n=3 n=3

Idade anos, med 17 17 20 14 11 17
N° sexo feminino/masculino 61:18[3,3:1] 3:3[1:1] 2:2[1:1] 4:0[1:0] 3:0[1:0] 3:0 [1:0]
Tamanho tumoral (cm), med 2,2 3,5 2,85 1,85 33 2,2
TNM

Tla: <= 1cm 9/79 (11,3) 1 1 1 0 0

Tlb:>1cma <=2cm 22 (27,8) 0 0 1 1 0

T2:>2cma<=4cm 22 (27,8) 2 3 1 1 2

T3: > 4cm ou EET 23 (29,1) 3 0 1 1 1

T4 08/79 (10,1) 0 0 0 0 0
Focalidade

Unifocal 51 /79(64,5) 4 2 1 3

multifocal 28/79 (35,5) 2 2 2 0
Subtipo histol6gico

CPTC 66/79 (83,5) 6 4 4 3 2

CPTVF 9/79 (11,4) 0 0 0 0 0

CFT 3/79 (3,8) 0 0 0 0 1

CPTED 1/79 (1,3) 0 0 0 1 0
EET 21 /79 (26,5) 2 0 1 1 1
IAL 7179 (8,8) 1 0 0 0 1
Metéstase cervical

Todos 41 (54.4) 4 2 2 0 0

central apenas N1a 21 (26,5) 3 0 0 0 0

central e lateral N1b 20 (25,3) 1 2 2 0 0
Metastase a distancia 08 (10,1) 1 1 2 0 0

Fonte: Dados da pesquisa.

Legenda: CPTC - Carcinoma papilifero da tireoide classica; CPTVF - Carcinoma papilifero da tireoide de variante
folicular; CFT - Carcinoma folicular da tireoide; CPTED: Carcinoma papilifero da tireoide de variante esclerosante difusa;
EET: extensdo extra tireoidiana; IAL: invasdo angiolinfatica

Todos os tumores NTRK positivos ao NGS eram do tipo papilifero classico e de pacientes

do sexo feminino. Os pacientes se apresentavam com estadiamento tumoral e risco de

recorréncia variados, sendo o paciente portador de tumor com a fusdo TPR-NTRK1 classificado

como alto risco de recorréncia. Nos pacientes portadores de fusdo ETV6-NTRKS3, o risco de

recorréncia foi alto em 1 caso e baixo nos outros 2 casos. (Tabela 11)
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Em raz&o do pequeno nimero de casos positivos, ndo foi possivel estabelecer associacao
entre a presenga e tipos das fusdes NTRK com agressividade tumoral, risco de recorréncia de

doenca ou idade maior ou menor do que 18 anos.

Tabela 11: Caracteristicas clinico-patologicas dos tumores com fusdo NTRK

Fusdo Sexo Idade Subtipo =stadiamento Focalidade Maior Risco de

NTRK (anos) histolégico  tumoral tumor  recorréncia
(cm) (ATA)

TPR- F 12 CPTC T3N1bM1  Multifocal 2,0 Alto

NTRK1

ETV6- F 20 CPTC T2N1bM1  Unifocal 3,5 Alto

NTRK3

ETV6- F 13 CPTC T1aNOMO  Multifocal 0,9 Baixo

NTRKS3

ETV6- F 15 CPTC T1bNOMO  Unifocal 1,7 Baixo

NTRK3

Fonte: Dados da pesquisa.
Legenda: CPTC - Carcinoma papilifero da tireoide classica; ATA - American Thyroid Association.

Em relacdo a idade, ao comparar os tumores portadores de fusdes génicas com aqueles em
gue ndo foram detectadas as fusdes, houve diferenca estatisticamente significante entre os grupos,
demonstrando que as fusdes sdo mais encontradas na populacdo mais jovem (mediana de 14 anos,
11Q 11-18, p <0.0018). Neste estudo, ndo houve associacdo entre a presenca de fusdes e tamanho

do tumor (p=0,5) (Figura 15).
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Figura 15: Comparacdo dos tumores com fusdo e sem fuséo detectada em relacao a idade e
tamanho tumoral.
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Fonte: Dados da pesquisa.
Legenda: Idade (anos), mediana, 11Q- intervalo interquartilico. Teste de Mann-Whitney

A presenca de fusdes, assim como de mutacdo no gene BRAF e demais mutaces pontuais ndo
apresentaram relagdo com uma maior classificagdo para risco de recorréncia neste estudo,
segundo os critérios da ATA (51) (p=0,372; p=0,835; p=0,984, respectivamente). (Tabela 12)

Tabela 12: Relacdo da presenca de fusdes e mutacdes pontuais e risco de recorréncia, segundo 0s
critérios da ATA.

Risco de Recorréncia (ATA)

Total Baixo Intermediario/Alto  Valor de
(n=79) (n=34) (n=45) p
Presenca de fusao 10 0 0
(%) (12.6%) 3 (8,8%) 7 (15,5%) 0.372
10
0 0, 0,
BRAF (%) (12.6%) 4 (11,7%) 6 (13,3%) 0.835
Outras mutacoes 21 9 (26,5%) 12 (26,7%) 0.984

pontuais (%) (26,6%)

Legenda: ATA - American Thyroid Association
Teste de Qui-quadrado de Pearson
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Individuos do sexo masculino, multifocalidade e extensdo extra-tireoidiana se
configuraram como variéveis relacionadas a uma classificagdo de maior risco de recorréncia neste
estudo, p=0,04, p=0,004, p<0,0001, respectivamente. Ndo houve diferenca entre os grupos de risco
de recorréncia em relacdo a idade: baixo risco (mediana 18 anos) e intermediario/alto risco de

recorréncia (mediana 19 anos, p=0,623 (Tabela 13 e Figura 16)

Tabela 13: Relacdo das varidveis clinico-patoldgicas e risco de recorréncia, segundo 0s
critérios da ATA.

Risco de recorréncia (ATA)

L Total Baixo Intermediario/Alto p
Variaveis
(n=79) (n=34) (n =45)

Idade, med., (anos) (11Q) 18 (16 -20) 18 (15-20.2) 19 (17 - 20) 0.623
Tamanho do tumor (cm) (11Q) 2.2(1.4-3.2) 25(1.5-3.3) 2.0(1.25-3.1) 0.436
Sexo masculino. n (%) 18 (22.8%) 4 (11.7%) 14 (31.1%) 0.04
Multifocalidade (%0) 28 (35.4%) 6 (17.6%) 22 (48.9%) 0.004
EET (%) 21 (26.6%) 0 (0%) 21 (46.7%) <0.000

Fonte: Dados da pesquisa.
Legenda: ATA - American Thyroid Association ; EET- extensdo extra-tireodiana
11Q- intervalo interquartilico. Teste de Mann-Whitney ou Teste de Qui-quadrado de Pearson

Figura 16: Comparacdo da classificacdo de risco de recorréncia (ATA) em relacdo a idade.

30+
p=0.623
8 204 T
= |
[ I
Qv
2 &
5 10—
L
0 |

Baixo Madio/alto

Fonte: Dados da pesquisa
Legenda: Idade (anos), mediana, 11Q- intervalo interquartilico. Teste de Mann-Whitney
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Quando comparados os grupos em relacdo a idade, um maior tamanho tumoral e a
presenca de fusGes foram observados com maior frequéncia nos individuos com idade inferior a
18 anos: mediana do tumor 2,7cm [11Q 1,17-2,7], p =0,013 e p=0,005, respectivamente. (Tabela
14)

Tabela 14: Comparagdo de variaveis clinico-patologicas e moleculares em relacdo a idade <
18anos vs. > 18 anos

. Total < 18anos > 18anos p
Variaveis
(n=79) (n=30) (n =49)

Tamanho do tumor (cm) 2.2(1.4-3.2) 2.7(1.55-3.5) 1.65(1.17-2.7) 0.013
Sexo masculino. n (%) 18 (22.8%) 8 (26.7%) 10 (20.4%) 0.585
Multifocalidade (%0) 28 (35.4%) 11 (36.7%) 17 (34.7%) >0.999
Presenca de fuséo (%) 10 (12.6%) 8 (26.7%) 2 (4%) 0.005
EET (%) 21 (26.6%) 13 (26.5%) 8 (26.7%) >0.999

Fonte: Dados da pesquisa.

Legenda: EET- extensdo extra-tireodiana. 11Q- intervalo interquartilico. Teste de Mann-Whitney ou Teste de Qui-
quadrado de Pearson
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8 DISCUSSAO

O aumento do diagnostico CDT em criancas € um fendmeno mundial e demonstra
caracteristicas enigmaticas. O CDT nessa faixa etaria habitualmente apresenta-se como um
nodulo cervical volumoso e, com frequéncia, é acompanhado por metéstase regional e a
distancia. (7,10,16,62) O conhecimento molecular subjacente a essa carcinogénese é a chave
para um tratamento individualizado, com maiores chances de sucesso no desfecho clinico da
evolucdo da doenca. (59, 69, 86)

Este trabalho buscou estabelecer a frequéncia das fusdes NTRK e identificar os aspectos
clinico-patolégicos relacionados a achados moleculares em casos de CDT da faixa pediatrica e
de adultos jovens, com foco na avaliacao das fusfes do gene NTRK por diferentes metodologias
(IH e NGS). Neste projeto, como recomendado pelo protocolo da ESMO (European Society of
medical Oncology) (41), as amostras tumorais foram inicialmente avaliadas por imuno-
histoquimica como teste de rastreamento para identificar fusdo NTRK e, caso a expressdo de
NTRK estivesse presente, as amostras foram posteriormente avaliadas pela técnica de NGS.

As multiplas tecnologias disponiveis para a deteccdo das fusdes NTRK deram origem a
seguinte pergunta: - hd& um melhor método para essa avaliacdo, sobretudo se considerarmos
custo-efetividade haja vista o alto custo para realizacdo desses testes diagndsticos,
especialmente para 0 NGS. A resposta € que depende do tipo de tumor que esta sendo estudado
e da estratégia mais ampla para deteccdo de outros biomarcadores dessa neoplasia, assim como
a situacdo clinica em particular. (41, 60) No presente estudo, o custo para a realizacdo dos
testes de IH e NGS para cada amostra tumoral foi de R$135,00 (cento e trinta e cinco reais) e
R$ 1.885,00 (hum mil oitocentos e oitenta e cinco reais), respectivamente.

Neste cenario, a IH tem sido empregada mais rotineiramente como rastreamento inicial
da fusdo NTRK, em razdo da sua maior disponibilidade e melhor custo para sua execucdo. (30,
31 39). Apesar de haver varios anticorpos TRK disponiveis, o clone EPR 17341 tem sido o
mais amplamente utilizado. Esse anticorpo detecta a regido C- terminal das proteinas TRK A, B
e C, sendo portanto considerado pan-TRK. A IH com pan-TRK IH é uma técnica sensivel para
a identificagdo das fusdes NTRK, com uma sensibilidade global reportada de 85 a 90% e a
especificidade em torno de 80%. (39- 40, 44, 63-64). Neste trabalho, a IH com pan-TRK foi
escolhida como método de rastreamento da fusdo NTRK, considerando-se o custo e
aplicabilidade pratica do método.

Todas as 79 amostras tumorais desta casuistica foram submetidas a IH para rastreamento

da fusdo NTRK. Apenas 3 (3,7%) amostras tumorais foram positivas ao pan-TRK (3,7%): 1
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amostra com 1% de células positivas e 2 amostras, com 10% de células positivas. Nesta
casuistica, as amostras foram classificadas pan-TRK positivas quando apresentavam ao menos
1% de células positivas ao anticorpo. A celularidade positiva encontrada foi de 1% em 1 caso e
de 10% em outros 2 casos. Todas as amostras positivas a IH apresentavam padrdo de marcacgédo
nuclear e com fraca intensidade na reagéo.

O ponto de corte para determinar se um caso € positivo varia de 1 a 10% e h& diversos
padrdes de positividade para o pan-TRK a IH. Enquanto a maioria das fusdes NTRK apresenta
marcacdo citoplasmatica, o padrdo de marcacdo em tecido tireoidiano € variavel e depende do
parceiro onde a fusdo especifica estd presente; ademais, pode ser nuclear, citoplasmética e
membranosa ou ainda demonstrar uma combinacéo de padrdes. (30, 35, 36, 38) Em amostras
de tecido tireodiano parafinado, Rudzinski e colaboradores identificaram que o padrdo de
coloracdo difere entre as fusdes NTRK1/2 e as fusdes NTRK3. Os casos positivos de NTRK1/2
mostram apenas coloragdo citoplasmatica, enquanto as fusdes de NTRK3 mostram coloragéo
nuclear +/- citoplasmatica. (36) Os estudos de Solomon e colaboradores sobre ETV6- NTRK3
demonstram tipicamente uma forte marcacdo nucelar como caracteristica peculiar, com
marcacdo citoplasmatica fraca difusa, sendo virtualmente diagndstica dessa fusao. (87,93)

No entanto, em nenhum deles foi confirmada a fusdo NTRK, sendo 1 tumor com resultado
negativo e 2 tumores com resultados inconclusivos ao NGS, configurando-se como resultados
falso-positivos. Desse modo, a frequéncia de fusdes NTRK nas trés amostras tumorais de
pacientes portadores de CDT positivas a IH foi de 0%.

A sensibilidade da IH é maior em detectar as fusdes NTRK1 e NTRK2 - geralmente de
90% -, do que em detectar NTRK3. De fato, a fusdo ETV6-NTRK3 provavelmente tem a mais
baixa taxa de detec¢do de todas as proteinas de fusdo, em cerca de 50%. (34,35)

A especificidade € muito varidvel, conforme o tipo do tumor. Enquanto o anticorpo
demonstra ter 100% de especificidade em carcinomas de cdlon, pulméo, tireoide, pancreas e
trato biliar, a especificidade decresce em carcinomas de mama e glandula salivar. (34) Falso-
positivos ocorrem geralmente em tumores com musculos e diferenciagdo neural (sarcomas,
gliomas, tumores neuroenddcrino); e falso-negativos ocorrem com céanceres com fusdes
NTRK3. (87)

Utilizando o mesmo clone de anticorpo monoclonal pan-TRK (mAb) EPR17341 (Abcam,
Cambridge, MA), Hechtman e colaboradores relataram alta sensibilidade (95,2%) e
especificidade (100%) da IH em amostras parafinadas de diversos tipos de cancer (intestino,
cérebro, pulméo, carcinoma secretério, melanoma e sarcoma). (35) Em concordancia,

Rudzinski e colaboradores obtiveram sensibilidade de 97% e especificidade de 98%, usando



70

também o clone EPR17341 da Abcam. No citado estudo, o anticorpo TRKA IH (EP1058Y),
também da Abcam, teve sensibilidade de 100% e especificidade de 63%. (36) J& Gatalica e
colaboradores investigaram uma grande coorte, incluindo 4.136 casos, com 28 fusdes do gene
NTRK, usando o clone EPR17341 da Abcam, e encontraram sensibilidade mais baixa de 75% e
uma especificidade comparavel de 95,9%. (21)

O NGS baseado em DNA tem cerca de 70% de sensibilidade para fusdo NTRKS,
enquanto que o NGS baseado em RNA apresenta virtualmente 100% de sensibilidade, mas é
uma tecnologia cara, com tempo de execucdo longo, isto é, leva cerca de duas semanas para ser
realizada. E importante ter em mente que a auséncia de marcagao ndo exclui a possibilidade de
um desses diagnosticos, pois hd uma alta taxa de resultados falso-negativos na deteccdo da
fusdo ETV6-NTRKS3, por exemplo. (35,40,63)

Ao painel NGS de fusdo génica, frequéncia de fusdes NTRK foi de 11,4% (4 casos), com
todos o0s casos negativos ao pan-TRK, sugere uma baixa sensibilidade da IH como método de
rastreamento da fusdo NTRK.

Dentre as 4 fuses NTRK encontradas, apenas 1 fusdo TPR-NTRK1 foi detectada. As
outras 3 fusdes foram todas ETV6-NTRK3, o que pode explicar a baixa sensibilidade da IH
neste trabalho. No entanto, € possivel que alguns casos considerados falso-positivos a IH
possam ser, em verdade, resultados falso-negativos ao painel de fusdo de NGS.

No presente estudo, as 3 fusfes ETV6-NTRK foram mutuamente excludentes com
alteracdes génicas das vias de sinalizacdo MAPK, exceto pela fusdo TPR-NTRK1, associada a
mutacdo do gene EGFR.

No painel de fuséo deste estudo, detectaram-se outras 6 fusdes génicas, sendo 3 fusbes
RET: CCDC6-RET (RET/PTC1), NCOA4-RET (RET/PTC3) e TRIM24-RET (RET/PTCS6); e
ainda as fusdes STRN-ALK, PAX8-PPARG. De modo geral, as fusbes RET e NTRK sdo as mais
frequentes na populacdo pediatrica, sendo as RET-PTC1 as mais encontradas, seguidas pela
fusdo ETV6- NTRK3 (16, 65). Porém, neste trabalho, a prevaléncia de fusdes do gene RET foi
de 8,6% (03/35), com apenas 1fusdo RET/PTC1 detectada, sendo menos frequente nesta série
em relacdo as fusdes NTRK.

Todos os tumores NTRK positivos da presente casuistica eram do tipo CPTC e de
pacientes do sexo feminino. O CPTC é o subtipo histolégico mais comumente encontrado na
populacédo pediatrica e 0 mais relacionado a fusdo NTRK. (68, 72, 74) Neste estudo, as fusdes
foram mais encontradas na populagdo mais jovem (< 18 anos), com uma mediana de 14 anos.
Em contrapartida, individuos com idade mais avancada apresentavam tumores com mais

mutacdes génicas (NRAS, KRAS, EGFR, PIK3Ca), apesar de essa relagdo ndo se mostrar
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estatisticamente significante. Essa distribuicdo das fusdes e das muta¢des génicas em estudos
pediatricos e de adultos jovens estd em conformidade com a literatura, apontando a maior
frequéncia de fusdes em criancas e adolescentes e de mutacGes em adultos. (67-68,81,85)

Até o momento, ndo ha dados na literatura comparando as fusdes os tumores tireoidianos
portadores das fusbes NTRK1 e NTRK3. Na presente série, em 3 casos, 0s pacientes tinham
menos de 18 anos, e 1 paciente apresentava 20 anos ao diagnostico. Os pacientes se
apresentavam com estadiamento tumoral e risco de recorréncia variados, classificado como de
alto risco de recorréncia o paciente portador de tumor com a fusdo TPR-NTRK1. Nos pacientes
portadores de fusdo ETV6-NTRKS3, o risco de recorréncia foi alto em 1 caso e baixo nos outros
2 casos. Prassad e colaboradores documentaram a mais alta prevaléncia de fusdo NTRK (26%)
em 28 pacientes, sendo também encontrada apenas 1 fusdo TPR-NTRK1, associada a metastase
pulmonar e a pronunciada agressividade tumoral. (46) Pekova e colaboradores observaram que
a fusdo NTRK1 apresentou maior multifocalidade e agressividade do que neoplasias de tireoide
com a fusdo NTRK3. (91) No presente trabalho, de fato o paciente com a fusdo NTRK1
apresentava doenca multifocal e metastase a distancia pulmonar, sugerindo um comportamento

mais agressivo dessa fusao.

Quando avaliadas as caracteristicas clinico-patoldgicas da presente amostra, foi
demonstrado que multifocalidade e extensdo extra-tireoidiana foram variaveis relacionadas a
maior risco de recorréncia. Esses dados estdo em acordo com a estratificacdo de risco de
recorréncia da ATA. (51) Maior tamanho tumoral também foi observado mais frequentemente
em individuos mais jovens (<18 anos) neste trabalho, corroborando os estudos epidemioldgicos

gue mostram uma doenca mais avancada ao diagéstico na populacdo pediatrica. (69,72)

No presente trabalho, dois pacientes portadores da fusdo NTRK apresentaram metastase
regional para o compartimento lateral (N1b), como também metastase a distancia. Em recentes
estudos, a presenca da fusdo NTRK esteve associada a tumores de maior volume, metéastase
nodal e multifocalidade. (20,23,45). Em recente publicacdo, Newfiled e colaboradores
avaliaram 46 CDT pediatricos, sendo detectada a fusdo NTRK em 10,3% dos casos. Apesar do
pequeno numero de fusdes, foi descrita uma alta taxa de invasdo vascular e tendéncia a

disseminacéo linfatica. (23)

As mutacBes BRAF*%%

sdo as mutacOes mais encontradas em CPT de adultos, porém sao
significamente menos comuns nos CDT pediatricos, variando de 0-20% em prevaléncia; e ndo

parecem, como acontece nos adultos, estar tdo bem associadas as caracteristicas clinicas e
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histopatoldgicas do tumor, em relacdo a agressividade tumoral. (12,15-17,77) Por outro lado,

h& um aumento na prevaléncia de mutagdes BRAF Yo%

com 0 aumento da idade, sendo
documentada a associacdo dessa mutacdo com tumores de maior tamanho (>2cm) em ambos
CPT adultos e pediatricos, sendo mais frequentemente encontradas no tipo classico. (12, 14) No
presente trabalho, a frequéncia das mutacdes BRAF®%F foi de 10,3%, semelhante & literatura.

Todos os 6 tumores portadores das mutacdes BRAFY°%F

eram do tipo cléssico (CPTC) e
apresentavam um maior tamanho tumoral (mediana de 3,5cm), no entanto, ndo foi observado
maior risco de recorréncia desses tumores ou associacdo com demais caracteristicas clinico-
patologicos de agressividade tumoral. Ainda assim, a literatura demonstra resultados muito
contraditorios em relag&o ao valor prognéstico da mutacéo BRAF Y°°°F na populagéo pediatrica.

(13, 58, 85)

No entanto, em razdo do pequeno nimero de casos NTRK positivos, ndo foi possivel
estabelecer associacdo entre a presenca e o0s tipos das fusdes NTRK com agressividade tumoral,
risco de recorréncia de doenca ou idade maior ou menor do que 18 anos, neste trabalho.
Adicionalmente, a ocorréncia de mutacbes BRAF e de demais mutagdes pontuais ndo se
relacionou a risco aumentado de recorréncia.

Apesar de contemplados os aspectos clinico-patoldgicos dos CDT neste trabalho, ndo foi
possivel avaliar sua associacdo com a positividade para a fusdo NTRK. Contudo, fatores
metodoldgicos, como amostragem ndo probabilistica e pouca disponibilidade de amostra
tumoral ou material tumoral degradado (baixa qualidade, conservacdo inadequada, amostra
exigua, area tumoral restrita <5%, baixa concentracdo e/ou RNA degradado, tipo de fixador
utilizado, tempo de fixacdo, idade do bloco), podem ter contribuido para a subestimacdo da

presenca da fusdo NTRK na presente casuistica.

Os individuos empregados nesta pesquisa foram selecionados porque as amostras tumorais
estavam prontamente disponiveis e ndo porque tenham sido selecionados por meio de um
critério estatistico. Essa conveniéncia representou uma maior facilidade operacional e baixo
custo de amostragem, porém, tem como consequéncia a incapacidade de fazer afirmacdes
gerais com rigor estatistico sobre a populacdo analisada.

Apesar da IH ser uma técnica capaz de detectar niveis aumentados da proteina TRK e
poder ser uma tecnologia de screening muito Util para reduzir custos, neste estudo, diante dos
dados apresentados, a IH sozinha ndo se mostrou uma metodologia diagndstica definitiva para
detectar as fusdes NTRK nos CDT pediatricos e de adultos jovens na populagdo avaliada. Ainda

assim, em razdo da grande praticidade de uso da IH, esse méetodo nao deve ser excluido como
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método de rastreamento das fusdes NTRK, porém, sugere-se que a investigacdo da fusdo NTRK
por NGS seja, sempre que possivel, a técnica preferivel no reastreamento dessa fusdo na
neoplasia diferenciada de tireoide de criancas, adolescentes e adultos jovens.

Apesar dos grandes avangos na compreensdo da tumorigénese, nossos conhecimentos
ainda sdo incipientes face a complexidade da sinalizacdo oncogénica do CDT pediatrico.
Acredita-se que a relevancia clinica de fatores clinico-patoldgicos como indicadores
prognosticos podera ser consolidada pela continua caracterizacdo de suas propriedades

moleculares, a partir da definicdo dos componentes genéticos a eles associados.
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9 CONCLUSOES

Ha prevaléncia de positividade ao pan-TRK no rastreamento da fusdo NTRK com IH,
em 79 amostras tumorais de pacientes pediatricos e adultos jovens portadores de CDT,
atendidos no HAM, SCMFS e HULW foi de 3,7% (3 casos). No entanto, todas amostras
tumorais positivas a IH foram negativas ao método confirmatdrio de NGS, configurando-se,
portanto, como resultados falso-positivos.

A prevaléncia de fusdes NTRK confirmadas em 35 testes validos ao painel de fusdo de
NGS, na presente casuistica, foi de 11,4% (4 casos), sugerindo uma baixa frequéncia da
fusdo NTRK em CDT de pacientes pediatricos e adultos jovens na nossa populacdo. Vale
ressaltar que fatores metodologicos relacionados a amostragem e a pouca disponibilidade de
amostra tumoral ou material tumoral degradado pode ter contribuido para subestimacéo
deste dado.

No presente estudo, houve absoluta discordancia entre os testes de IH e NGS para
rastreamento da fusdo NTRK em CDT. Todas as fusdes NTRK foram identificadas apenas ao
método de NGS, com resultado negativo prévio a IH e em nenhuma amostra tumoral
positiva a IH houve confirmacédo da fusdo ao NGS. Portanto, o teste de rastreamento com IH
ndo foi capaz de identificar os tumores portadores da fusdo NTRK nas amostras tumorais
deste estudo, sugerindo uma baixa sensibilidade da IH como método de rastreamento da
fusdo NTRK.

Neste trabalho, ndo se demonstrou associacdo entre a presenca e tipos das fusdes
NTRK com aspectos clinico-patoldgicos de agressividade tumoral, maior estratificacdo de
risco de recorréncia de doenca, idade maior ou menor do que 18 anos, sexo ou subtipo
histolégico nos CDT investigados, assim como sua associacdo com aspectos moleculares

das mutacdes pontuais avaliadas.
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10 PERSPECTIVAS

E possivel que a prevaléncia das fusdes NTRK na presente casuistica esteja
subestimada, considerando a grande quantidade de resultados inconclusivos ao NGS.

Pretende-se ampliar esta casuistica e corrigir os problemas relacionados a
amostragem, assim como firmar parcerias com outras instituicdes médicas e/ou académicas
do estado da Bahia e de outros estados. Ainda, sempre que possivel, pretende-se priorizar a
utilizacdo do tecido fresco como fonte de obtencdo do DNA gendmico dos pacientes com
CDT, com o intuito de garantir amostras de boa qualidade.

Em relacdo ao acesso aos tecidos parafinados, cautela sera tomada na verificagdo
da qualidade dos materiais. Alem da utilizacdo de métodos e Kkits comerciais de extracdo de
DNA especificos para tecidos parafinados, serdo usadas estratégias de amplificacdo que
possam sobrepor ou reparar amostras de DNA com intensa degradacdo, devido ao
processamento do tecido parafinado.

Os dados apresentados neste trabalho apontam para a necessidade de conducao de
estudos prospectivos multicéntricos, de grande casuistica e bem delineados, com a finalidade

de definir o real papel da fusdo NTRK no progndstico do CDT na populagdo pediatrica.
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APENDICE A: Protocolo de Revisdo de Laminas

Nome do paciente: No do prontuério:

Idade do paciente: Data da Cirurgia:

01. NUmero do

02. Multifocalidade: (1) N&o (2) Ipsilateral (3) Bilateral
................................................................................ ||

03. Padrao: (1) Puramente papilifero (2) Puramente folicular (3) Papilifero e folicular (4)
Presenca solida (puramente sélida; papilifero e solida; folicular e sélida; papilifero-
folicular-sélida) ........c.cccccccvevevveieiieeen, ||

04. Padrao dominante: (1) Papilifero (2) Folicular (3) Sélida

Aspectos do maior tumor:

05. Localizacdo: (1) Lobo Direito (2) Lobo Esquerdo (3) Istmo (999) Néo especificado

06. TAmMANNO (MM 2.ttt et e e e e te e te e b e saeesteessesteesbeenseenneanes

07. Tipo histoldgico: (1) Ca. Papilifero (2) Ca. Folicular (3) Ca. de células de Hurthle (4) Ca.
Medular (5) Ca. Anaplasico (6) Outros
(ESPECITICAT) ...ttt bbbttt bbb nenne s ||

08. Se Carcinoma papilifero, subclassificacéo: 1) Classica (2) Folicular (3) Células claras (4)
Ceélulas colunares (5) Cribiforme morular (6) Esclerosante difusa (7) Macrofolicular (8)
Oncocitica ou oxifilicas (9) Solida (10) Células altas (11) Warthin-like (12)
Microcarcinoma (13) Outros (especificar) (999) Néo se



09.

10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.
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Se Carcinoma papilifero, arquitetura: (1) Classica [papilifera] (2) Cribiforme morular (3)
Esclerosante difusa (4) Folicular (5) Macrofolicular (6) Solida (7) Outra (especificar)
(999) N&o se aplica ........cceevevvveveeiesiennnnn, ||

Se Carcinoma papilifero, citomorfologia: (1) Classica (2) Célula clara (3) Celula colunar
(4) Oncaocitica ou oxifilica (5) Celulas altas (6) Outra (especificar) (999) Néo se aplica



18.

19.

20.

21.

22,

23.

24,

25.

26.

27.

28.

29.
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Se invasdo angiolinfatica presente, extensdo: (1) Focal (menos de 4 vasos) (2) Extensa (4
vasos ou mais) (999) Nao se aplica



30.

31.

32.

33.

34.

35.

36.

37.

38.

39.
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NUmero de linfonodos examinados:

Tamanho do maior linfonodo envolvido: (1) <2mm (2) 2-10 mm (3) 10-30 mm (4) > 30
mm (999) N&o se aplica

N° de linfonodos NIVEL VI dissecados (0) N/A (999)
IgNOFAdO0. ..o |

N° de linfonodos NIVEL VI comprometidos (0) N/A (999)
IgNOrado.......covviveiieieiceeeee, |

N° de linfonodos ipisilaterais (cervical lateral) dissecados (0) N/A
(999)ignorado.........c.cccecevenenee.

N° de linfonodos ipisilaterais (cervical lateral comprometidos: (0) N/A (999)
ignorado......................

N° de linfonodos contralaterais (cervical lateral) dissecados: (0) N/A (999)
ignorado.............c.coue.ee.

N° de linfonodos contralaterais (cervical lateral comprometidos: (0) N/A (999)
ignorado............. L]
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APENDICE B: Ficha de Coleta de Dados Clinicos

FICHA ESTRUTURADA DE COLETA DE DADOS CLINICOS DE PACIENTES COM
CANCER DE TIREOIDE

AVALIACAO CLINICA DE SEGUIMENTO ONCOLOGICO

01.  REGISTRO ..ottt ]
02. NUMEIO O AP [ ]
03.  Raga (1) negro (2) pardo (3) branco (4) OULIOS ......ccceeeevveiiesieieee e ||

04.  Sintomas:(1) Achado ao USG (2) Nédulo de tireoide visivel/palpavel (3) Nédulo
metastatico cervical visivel/palpavel (4) disfonia (5) disfagia (6) ndo relatado............ ||

DADOS DA CIRURGIA

05.  Data da cirurgia: (00/00/0000).........ccccermrrereereeirerienierienienenieas / /

06.  Tipo de Tireoidectomia: (1) Total (2) Parcial (3)totalizag@o.............cc.coeueuee. |

07.  Esvaziamento cervical nivel VI (1) N80 (2) ..ccovvevveveeieieecece e, 1
08.  Esvaziamento cervical lateral (1) ndo (2) unilateral (3) bilateral..................... 1
09.  Dreno utilizado: (1) port vac (2) Penrose (3) ndo drenado.............cceevrvererennnnn ||
10.  Infiltracdo de musculatura pré tireoidiana macroscopica (1) ndo (2) sim......... |
11. Infiltracdo de nervo laringeo (1) N&0 (2) SIM.....cccooveieiireiene e ||
12. Infiltracdo de Traqueia: (1) NE0 (2) SIM...c..coieiiiieiiee e ||
13. Infiltracdo de laringe: (1) NA0 (2) SIM....ccveiieieiie e ||
14. Infiltracdo de ESOfago (1) NE0 (2) SIM.....coeiiiiiiiienieriereee s ||
15. Infiltracdo de Faringe (1) N0 (2) SIM ...cviiiiiiiiieieee e ||
16. Infiltracdo de Cardtida (1) NE0 (2) SIM ...ocveieieiiiceeee e |
17. Infiltrag&o de Veia Jugular (1) N80 (2) SIM ..ooveiiiiiiiceeee e |
18. Infiltracdo de Nervo acessorio (1) NA0 (2) SIM....c.cceerereieiene s |
19.  Infiltracdo de musculo esternocleidomastéideo (1) n&o (2) Sim..........cccceveeeees |
20.  Infiltragdo de fascia pré vertebral (1) N80 (2) SIM ...ooeiiiiiiniiiececee, ||

21. Lesdo da traquéia (1) N0 (2) SIM...ccecviiieieeieciece e |
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22.  Lesdo do es6fago (1) NE0 (2) SIM....iieeiiiieiieieeie e |
23.  Lesdo vascular (1) NA0 (2) SIM ..ocoueoieieeecie e ||
24.  Paresia/paralisia de laringe (1) NE0 (2) SIM.....ccoverieiiiieiieese e ||
25.  Hematoma pds operatdrio (1) NA0 (2) SIM....cccviviiiieiieieieie e ||
26.  Seroma (1) NE0 (2) SIM .ueeieiieiieieee e ee e |
27.  Fistula quilosa (1) NE0 (2) SIM ...eceeierieiiie e e ||
28.  Hipoparatireoidismo (1) ndo (2) transitorio (3) definitivo ..........c.ccceevvevnennenn, ||
IODOTERAPIA

29.  Data da PCI (00/00/0000) (999 se ndo fez PCl)........ccccovrrrurrinenn. I/

30.  Captagéo cervical 2 hs: (1) Ndo mensurada (2) < 5% (3) 5a 10% (4) > 10%.... _|
31.  Captacéo cervical 24 hs: (1) Ndo mensurada (2) < 5% (3) 5a 10% (4) > 10%.|__|

32.  Metastase a distancia: (1) Néo (2) Pulméo (3) Figado (4) Ossos (5) Ouros.... | |

33.  Dose de radioiodo (999 N0 fZ).......ccceveeveeieiieie e L]
34.  Data da iodoterapia (00/00/0000) (999 se néo fez PClI).................. I

35.  Tireoglobulina pré iodoterapia: (999 se ndo fez exame)...........cccceevrervennnne. ]
36.  TSH preé iodoterapia: (999 se ndo fez eXame) .......ccccccveveiveveeiiece e |
37.  AAT pré iodoterapia: (999 se ndo fez eXame) .......cccccevveevieveiiieie e, L]
38.  Complicagdes agudas da iodoterapia: (1) Nao (2) Nauseas e/ou vémitos (3) Xerostomia
(4) Dor em regiao cervical (5) outras (6) Ignorada (7) N/A................. L ||

39.  PCI pos iodoterapia: (1) Captacdo adequada (2) Metastases a distancia (3) Captacédo
[T [=To [T Vo VOSSO ||

40.  Tireoglobulina pAs I0AOtErapia: .......cceoveverierieereeie e ||
41.  AAT pos iodoterapia: (999 se NE0 feZ EXAME) .....ccvvvverieiiicee e ||
FOLLOW UP

42.  Te mpo de follow up ( meses)

43.  Data da ultima informag&o: (00/00/0000).........cccerererererennne / /

44,  Data da recidiva: (00/00/0000).. (999 S N&0).......ccccvrvrrrrrnnnns / /
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45, Recidiva: (1) N&o (2) Local (3) Nivel VI (4) pescoco homolateral (5) pescoco
contralateral (6) pescoco bilateral (7) pulmé&o (8) osso (9) figado (10) outros ............. |

46.  Tratamento da recidiva locorregional: (1) N&o (2) Totalizacdo de tireoidectomia (3) Esv.
Nivel VI (4) Esv. cervical ipisilateral (5) Esv. cervical contralateral (6) Esv. cervical bilateral
(7) Radioterapia (8) quimioterapia (9) ....ccccovvvervrrrnieenieieneenieene ||

47.  Tratamento da recidiva a distancia (1) cirurgia (2) iodoterapia (3)radioterapia (4)
QUIMIOLEraPIa (FPT) (5) «oveeieiieieeie ettt e ||

48. lodoterapia apds recorréncia (1) NA0 (2) SIM ...cveveeiieieieere e ||
49.  NuUmero de doses de radioiodo...........cceivereiieiieie i ||
50.  Dose cumulativa de i0do (999 NA0 feZ).......cccccvevviiviie i
51.  Doenca iodorefrataria (1) NA0 (2) SIM ..cooeiiiiiiiieeee e ||

52.  Status na ultima informagcdo: (1) vivo sem doenca (2) vivo com doenga (3) morte por
cancer (4) morte operatéria (5) morte por outra causa (6) perdido de vista........... ||

53.  Resposta (1) excelente (2) bioquimica incompleta (3) estrutural incompleta (4)
bioquimica indeterminada (5) ......covoereirereies e ||
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