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1. INTRODUCAO

O diagnéstico de nddulos tireoidianos vem aumentando a cada dia, sendo que os
carcinomas de tireoide estdo presentes em 7-15% deste total (1,2) . No Brasil, segundo
levantamento do Instituto Nacional de Cancer (INCA) do ano de 2020, estimou-se que
aproximadamente 14.000 pessoas sdo diagnosticadas anualmente com cancer de tireoide.
Atualmente, a pungdo aspirativa por agulha fina (PAAF) representa o padrdo ouro para
avaliacdo de nodulos tireoidianos suspeitos ao ultrassom (USG) (3). No entanto,
aproximadamente 20-30% das punc¢des sdo classificadas como lesdes indeterminadas (1),
pois a PAAF nem sempre fornece todas as caracteristicas possiveis para diferenciar lesdo
benigna de maligna (4). Portanto, até pouco tempo atrds, a conduta sugerida para os
pacientes com este diagnostico citoldgico era a cirurgia diagnostica, na qual somente

cerca de somente cerca de 20% dos casos eram diagnosticados com cancer (5).

Visando melhorar a acuricia diagnéstica e reduzir o numero de cirurgias
diagnoésticas de nddulos tireoidianos indeterminados (classes III e IV de Bethesda),
marcadores moleculares especificos passiveis de diferenciar lesdes tireoidianas malignas

de benignas passaram a ser estudados (6).

Inicialmente, muta¢des somaticas como no gene BRAF e nos genes da familia
RAS, e em rearranjos génicos como RET/PTC e PAX8/PPARy mostraram resultados
promissores para essa abordagem. Porém, as principais mutagdes mostraram-se com alta
prevaléncia em citologias suspeitas de malignidade ou malignas (Classes de Bethesda V
e VI, respectivamente) (7) e com baixa prevaléncia em citologias indeterminadas (Classes

de Bethesda Ill e IV) (6-8). Apds a publicagdo do Atlas do Genoma do Cancer de Tireoide



(9) houve um maior conhecimento sobre as outras mutacdes e rearranjos e, assim, a fracao
de mutacdes desconhecidas em carcinomas papiliferos de tireoide (CPT) caiu de 25%
para 3,5%. Apesar de ja termos bastante conhecimento a cerca dessas alteragdes
moleculares, e elas ja serem reconhecidas como ferramenta adjuvantes no diagnostico de
nodulos indeterminados de tireoide pelas principais Sociedades Médicas de Tireoide
(10,11), a baixa sensibilidade e baixo valor preditivo negativo (VPN) destes marcadores
ndo permitem que seja afastada a hipdtese de carcinoma de tireoide quando estes estdo

ausentes (8,12).

Atualmente, ja estao disponiveis testes moleculares no mercado, sendo que alguns
avaliam a presenca de mutacdes somaticas e rearranjos, conforme anteriormente descrito
e, outros, utilizam avaliacdo da expressdo de genes ou de microRNAs (miR) (13-17).
Esses testes sdao classificados como ‘“rule-in” e “rule-out” (incluir ou excluir
malignidade, respectivamente) conforme seus valores de sensibilidade, especificidade,
VPN e valor preditivo positivo (VPP). Conforme Vargas-Salas e colaboradores (18), para
um teste “rule-in” ser considerado bom, ele deve apresentar um VPP > 70% e
especificidade > 87%. J4 um bom teste “rule-out” deve apresentar um VPN > 95% e
sensibilidade > 86%. Caso um teste apresente todos esses valores altos, ele ¢ capaz tanto

de classificar nddulos benignos como malignos com grande precisao.

No Brasil, atualmente, encontramos no mercado 2 dos testes disponiveis no
mundo: Thyroseq®, e mir-THYpe® (12,13). No entanto, apesar desses testes ja estarem
comercialmente disponiveis para uso rotineiro, recomendados pelas principais

Sociedades de Tireoide (3,19,20) o custo do teste ainda parece ser o maior fator limitante



para seu uso. Além disso, faltam validagdes prospectivas e independentes destes no nosso

meio.

1.1 microRNA

Os miRs sdo uma classe de RNA nao codificadores de proteinas, atuando como
reguladores negativos de oncogenes e genes de supressdo tumoral (21,22). No ano de
1993, o “Lin4” (lineage-deficient-4) foi o primeiro miR descoberto, o qual estava
associado com o desenvolvimento de larvas Caenorhabditis elegans (23). Posteriormente
identificado em humanos, mais de 50% dos miRs foram correlacionados com regides
genOmicas ligadas ao cancer (24), estando associados com regulagdo, proliferagdo,

apoptose, diferencia¢do, hematopoiese, entre outras fungdes (25-27).

1.2 microRNA e PAAF

Apesar do papel dos miRs ser tecido-especifico, a identificagcao de marcadores de
miR em amostras de PAAF se mostrou segura, praticavel e reprodutivel (28-30). Na
tireoide, alguns miRs ja foram estudados e seus papéis comprovados como bons

marcadores diagnosticos (4,15,29,31-33) .

Em 2006, Pallante et al. correlacionaram o aumento da expressao dos miRs -221,
-222 e -181b com nddulos malignos de pacientes portadores de CPT (34). Posteriormente,
Nikiforova et al. encontrou expressao significativa (p < 0,05) de sete miRs (miR-221,
miR-222, miR-146b, miR-155, miR-187, miR-224 e miR-197) em CPT quando

comparados com nddulos hiperplasicos (29).



Em 2011, Mazeh e colaboradores obtiveram acuracia de 98% utilizando o miR-
221 e de 96% de para o miR-222, em 20 amostras de PAAF de pacientes com CPT em
comparagdo com 7 tecidos benignos (28). Vriens e colaboradores analisando 125 PAAF
demonstraram expressdo diferencial em lesdes benignas (n = 78) de malignas (n = 37)

com os miR-100 (p <0,057) e miR-138 (p <0,001) (35).

Diversos outros grupos reforcaram o papel da expressdo de miR na patogénese

dos CDT, e sua capacidade de diferenciar nodulos malignos e benignos (4,36,37).

1.3 microRNA e amostras séricas

Inicialmente, acreditava-se que os miRs agiam meramente como mediadores
intracelulares na tradu¢do do RNA mensageiro (mMRNA) em proteinas. Posteriormente,
alguns estudos ja demonstraram que os miRs também sdo exteriorizadas das células e sao
transportados nos fluidos corporais, carreando consigo a informagdo genética a partir de
um doador para uma célula receptora (36,38,39). Assim, miRs circulantes representam
marcadores pouco invasivos e atraentes para monitorar inicio e progresso de doencas

(40).

Estudos em cancer de pulmao, cancer colo-retal, cancer de mama e linfomas tém
demonstrado o alto potencial diagndstico dos miRs circulantes, detectdveis em sangue
periférico (38—40). Igci et al. analisando expressdo de miR em amostras séricas e de
tecidos obtidos por PAAF, encontraram expressdo significativa do miR-30a-5p em
tecidos malignos em comparacao com células benignas e lesdes com atipias celulares de

significado indeterminado (Bethesda III), com significancia de 0,0245 para amostras de



PAAF, e de 0,0166 para amostras séricas. Assim, demonstraram que os miRs também
podem ser extraidos de amostras séricas € que estas também podem representar um
método menos invasivo para diagnostico de nodulos tireoidianos indeterminados (41).
Vale ressaltar que outros estudos avaliando a expressao sérica de miR também mostram,

nao apenas um potencial diagndstico, mas também prognostico na abordagem de CDT

(41-43).

1.4 Marcadores moleculares e progndstico

Atualmente, apos a tireoidectomia, os pacientes diagnosticados com CDT sao
avaliados quanto ao risco de mortalidade (RM) usando a classificagdo tumor-nédulo-
metastase (TNM) de acordo com a 8 edi¢do do American Joint Committee on Cancer
(AJCC) (Anexo 1 e 2), cuja classificacdo depende do tamanho de tumor primario, o
numero e localizagio de linfonodos metastaticos, nuimero de metéstases distantes e idade
de mais de 55 anos no diagnostico (44,45). Porém, com esse método nao € possivel
predizer o risco de recorréncia (RR) da doenga para cancer de tireoide (46). Assim, a
American Thyroid Association (ATA) define em suas diretrizes uma estratificagao baseada
no RR da doenga estrutural que deve ser utilizada apos a tireoidectomia. Com isso, o
paciente pode ser classificado como baixo, intermediério e alto risco de recorréncia da
doenga (vide anexos 4 e 5). Além disso, o paciente deve ser continuamente avaliado
durante o seguimento, considerando o “tipo de resposta” (TR) apos o tratamento inicial
proposto, classificando o paciente em resposta excelente, indeterminada, bioquimica

incompleta e estrutural incompleta (3) (vide anexo 7).



A estratificacao pos-operatoria das diretrizes da ATA para prever o RR da doenga
foi baseada em caracteristicas histoloégicas como o tamanho do tumor primario,
envolvimento vascular, disseminacdo extra-tireoidiana do tumor, histologia especifica e
variantes histologicas, doenca multifocal e acometimento de linfonodos(10). A presenca
de mutagdes como BRAF e do promotor 7ERT, também foi aceita como ferramenta
adicional no progndstico desses pacientes, visto que, expressdes moleculares especificas
foram associadas a diferentes vias de desenvolvimento dos carcinomas de tireoide (9,47—
52). O acompanhamento apds a terapia inicial consiste na realizagdao de exames de USG
do pescoco, avaliagdo dos valores de TSH e tireoglobulina (Tg), seja ela estimulada em
vigéncia de recombinante (rhTSH) ou com a retirada da reposicao de levotiroxina ou ndo
estimulada, e dosagem de anticorpos anti-tireoglobulina (anti-Tg) (10). No entanto, ¢

importante lembrar que esses testes apresentam uma baixa especificidade e VPP (53-55).

Visando identificar marcadores moleculares com alta especificidade e que possam
reconhecer precocemente pacientes com pior prognostico em estdgios iniciais, Lee e
colaboradores, encontraram e expressao aumentada dos miR-146b ¢ miR-222 em
pacientes com recorréncia de PTC em relagao aqueles sem recorréncia da doenga. Além
disso, os niveis plasmaticos de ambos se mostraram reduzidos no periodo pos-operatorio,

quando comparado com periodo pré-operatorio (56).

Dentro deste contexto, a analise de um painel de miR poderia fortalecer seu papel
na abordagem de nddulos tireoidianos indeterminados, além de suprir a falta de
informagdes existente naqueles nodulos sem mutagcdo presente. Além disso, a

confirmac¢do dos dados da PAAF em amostras de sangue periférico pode ser de grande



valia, pois possibilitara o desenvolvimento de um novo teste diagnostico e prognodstico
de facil aplicagdo, minimamente invasivo, ndo dependente de ser guiado por USG e,

potencialmente, com custo mais baixo.



2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Primario

Desenvolvimento de um teste molecular diagndstico utilizando amostras de PAAF
e sangue periférico, baseado em um painel de miRs capaz de diferenciar lesdes

tireoidianas malignas de benignas com alta sensibilidade e especificidade.

2.2 Objetivo Secundario

Avaliar o potencial prognostico dos miRs estudados correlacionando com o RR e

TR dos pacientes.



3 METODOS

3.1 Desenho do estudo

Estudo do tipo coorte, prospectivo, unicéntrico.

3.2 Populacio do estudo

Tanto as amostras de PAAF quanto as de sangue periférico foram obtidas de
pacientes com idade superior a 18 anos, em acompanhamento no Servico de
Endocrinologia e Metabologia do Departamento de Medicina e no Servigo de Cirurgia de
Cabeca e Pescoco do Departamento de Cirurgia do Hospital da Irmandade da Santa Casa

de Misericordia de Sao Paulo (ISCMSP) que foram encaminhados para tireoidectomia.

3.3 Amostras

Foram incluidos na andlise, 102 amostras de nodulos de tireoide obtidos por
PAAF, e 41 amostras de sangue periférico de pacientes que foram submetidos a
tireoidectomia pelo Equipe de Cirurgia de Cabeca e Pescogo (CCP) do Hospital da
ISCMSP coletadas no periodo entre 2016 e 2019. A andlise anatomopatoldgica e
diagnostico histologico foi realizado pelo Departamento de Patologia do Hospital da

ISCMSP.

3.4 Selecao dos miRs

Inicialmente foram selecionados 3 miRs apo6s levantamento bibliografico

realizado no site da pubmed (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed), buscando artigos
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publicados no periodo compreendido entre 2005 e 2015, e utilizando as palavras-chave:
“miRs e CDT”, “miRs e PAAF”, ¢ “marcadores moleculares e CDT”. A primeira selecao
totalizou 61 artigos, os quais foram reduzidos em 37 e finalmente em 26, que foram
aqueles considerados mais especificos, pois tratava-se de trabalhos que faziam referéncia
a expressao de miRs apenas em CDT, sendo selecionados os 3 miRs mais frequentes em

CDT (miR-221; miR-222; miR-146b-5p) (Anexo 1 ¢ 2).

Além disso, com a colaboragdo do Prof. Dr. Ralf Paschke e Dr. Markus Eszlinger
do grupo de Bioquimica e Biologia Molecular da Universidade de Leipzig (Alemanha),
foram incluidos mais 3 miRs: miR-145b-3p, miR-484 ¢ miR-139-5p que mostraram
baixos niveis de expressdo em carcinoma folicular de tireoide (CFT) (57). Optou-se por
avaliar esses miRs ja que o objetivo era um painel para CDT, incluindo diagnostico de

CPT e CFT.

Assim o painel final foi composto pelos miR-146b-5p, miR-221, miR-222, miR-
145b-3p, miR-484 e miR-139-5p, sendo a expressao de todos avaliadas tanto no aspirado

de PAAF, como em amostras obtidas de sangue periférico dos mesmos pacientes.

3.5 Coletas de PAAF e Sangue Periférico

O material obtido através da PAAF dos nodulos foi realizada durante
procedimento de tireoidectomia pela equipe de CCP ap6s exposic¢ao cirurgica dos nodulos
suspeitos, antes da resseccdo cirurgica da peca. Com o paciente ja posicionado em
decubito dorsal com a regido cervical estendida, foi realizada a PAAF com agulha de

calibre entre 22G, simulando uma PAAF guiada por USG. Foram feitos 3-5 movimentos
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“vai e vem”, sendo o material remanescente na seringa lavado com 700uL de solucdo de

Trizol e posteriormente armazenado a -80°C.

As amostras de sangue foram obtidas no momento da indu¢ao anestésica, no pré-
operatodrio seguindo as orientagdes de coleta do kit de extragdo "miRNeasy Serum/Plasma
Kit" (Qiagen®). Foram coletados 4mL de sangue periférico utilizando tubos de EDTA,
sendo as mesmas logo encaminhadas ao laboratorio, onde foram centrifugadas durante
10 minutos a 3000 rpm em temperatura de 4°C. Quando a analise molecular ndo era

realizada no mesmo dia, as amostras de plasma eram armazenadas em -80°C.

3.6 Analise molecular

Para amostras de PAAF, o RNA foi extraido de acordo com o protocolo padrao
do kit “miRNeasy Micro Kit” (Qiagen®) e transcrito reversamente para cDNA conforme
o protocolo do kit “miScript II RT” (Qiagen®). A extragdo de RNA em amostras séricas
foi realizada utilizando “miRNeasy Serum/Plasma Kit” (Qiagen®) e também transcrito
reversamente com o kit “miScript® II RT” (Qiagen®). Para ambas as amostras, a
quantidade e pureza do RNA foi avaliada usando o NanoDrop 2.000 (Thermo
Scientific®). A transcri¢do reversa foi realizada para cada miR com o termociclador
Veriti 96- Well Thermal Cycler (Applied Biosystems) usando 200-400ng de cada RNA
para obter 15 pL. de cDNA em amostras de PAAF, e 20-30ng para amostras de plasma.

Essas quantidades foram definidas baseados em dados de estudos prévios do nosso grupo.

Os niveis de expressdo dos miRs foram avaliados em amostras PAAF e sangue

periférico usando técnica de PCR em tempo real (RT-qPCR) de acordo com o protocolo
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padrdo do kit “miScript® SYBR® Green PCR” (Qiagen®). A RT-qPCR foi realizada com
um ABI PRISM 7500 Sequence Detection System. Foram realizados 40 ciclos de
amplificacdo, cada ciclo consistindo de 15 segundos a 94°C, 30 segundos a 55°C e 30

segundos a 70°C de acordo com o protocolo padrao do fabricante.

A quantificacdo relativa foi realizada pelo calculo do 22D, sendo utilizado o
SNORD95 como normalizador. As amostras foram avaliadas em duplicatas. Amostras

que apresentaram CT > 35 ciclos foram excluidos da analise estatistica (58).

3.7 Analise Estatistica

A andlise estatistica de RT-qPCR para avaliar a expressdo de cada miR foi
realizada utilizando a formula 22D considerando o Ct de cada miR em relagdo ao
normalizador (SNORDY5), tanto para amostras obtidas de tecido de PAAF quando para
as amostras de plasma. O teste de Mann-Whitney foi utilizado para determinar a
significancia de diferentes niveis de expressao de miR quando comparadas amostras
malignas e benignas. Curvas de caracteristicas de operagdo do receptor (ROC) foram
usadas para analisar a utilidade diagnostica de miR diferencialmente expressos. Analise
de regressao logistica binaria foi utilizada para avaliar a combinagdo de diferentes miRs
e seus respectivos niveis de expressao na diferenciacao de nodulos malignos e benignos

(59).

Para avaliacdo prognostica, os pacientes foram classificados em relagdo ao risco
de morte (RM) considerando a 8" edi¢@o da classificagao AJCC/UICC TNM (60) (Anexos

3,4¢5),e RR (Anexos 6 ¢ 7) e a0 TR (Anexos 8 e 9) apos o tratamento inicial, sendo



13

neste caso classificados considerando a ultima edi¢do da “American Thyroid Association
Guidelines” (10). Para isso foi feita a andlise da expressao dos miRs em relacdo as
seguintes variaveis: idade, tipo histologico, invasao capsular, invasdao vascular, invasao
extra-tireoidiana, acometimento de linfonodos/nimero de linfonodos acometidos,
presenca de doenca multifocal, presenca de metastase a distancia. Os testes de Kruskal-
Wallis e Mann-Whitney foram usados para determinar a significancia de diferentes niveis

de expressao de miR.

O seguimento pds-operatdrio para avaliacdo do TR levou em consideragdo valores
de Tg, Tg estimulada, USG cervical e pesquisa de corpo inteiro, considerando o periodo

de 6 meses até 24 meses apoOs realizagdo da tireoidectomia.

Foram considerados significativos valores de “p” menores que 0,05.

Toda analise estatistica foi realizada utilizando o programa de analise de dados e

estatistica XLSTAT versao 2021.5 — “Life Sciences” (Addinsoft 2021).

3.8 Critérios de inclusao

Foram incluidos no estudo adultos, maiores de 18 anos, de ambos 0s sexos,
portadores de nddulos tireoidianos suspeitos na PAAF pelos critérios ATA (Anexo 10),
que foram encaminhados para tratamento cirurgico no Hospital da ISCMSP e que tenham
assinado termo de consentimento livre e esclarecido (TCLE) (Anexo 11). Nao houve

beneficio direto para o individuo ao participar deste estudo.


https://www.xlstat.com/en/news/xlstat-version-2021-5-life-sciences
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3.9 Critérios de exclusao

Foram excluidos pacientes em uso de medicamentos imunomoduladores para
tireoideopatias (Propiltiuoracil e Metimazol), pacientes em tratamento, antecedente e/ou
investigacdo de algum outro tipo de cancer, pacientes soro-positivo para HIV em uso ou
ndo de terapia anti-retroviral, pacientes em uso de terapias imunossupressoras € paciente
com doencas autoimunes, com exce¢do de pacientes portadores de tireoidite de
Hashimoto. Além disso, pacientes com diagnostico de carcinoma medular de tireoide e

que cujas amostras, na RT-qPCR demonstrassem CT >335 ciclos.

3.10 Variaveis do estudo

Foram analisadas as seguintes varidveis: Idade (anos), sexo, presenca de malignidade
(malignos/ benignos), tipo histolégico, citologia da PAAF, presenca e niimero de
linfonodos acometidos, presenca de invasao capsular, lesao multifocal, invasao vascular
e invasdo extra-tircoidiana. Foram avaliados o RR (classificado como baixo,
intermediario e alto risco); RM (Classificagdo TNM) e TR (resposta excelente,

indeterminada, bioquimica incompleta e estrutural incompleta).

3.11  Questdes éticas

Apobs orientagdes sobre o estudo e o comprometimento em manter a
confidencialidade dos dados, os participantes que concordaram e assinaram o TCLE

(Anexo 12).
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Este projeto faz parte do projeto “Andlise comparativa de painel de miR expressos
em material obtido por punc¢do aspirativa com agulha fina (PAAF) de nodulos tireoidianos
e sangue periférico e sua aplicagdo como teste molecular diagnostico”, aprovado pelo
comité de ética da Faculdade de Ciéncias Médicas da Santa Casa de Sao Paulo com o
registro n° 349/14, CAAE: 38456414.7.0000.5479 (Anexos 13 e 14) e que teve apoio

financeiro da FAPESP (Processo 2015/00218-1).

3.12  Fluxograma de Pacientes

Uso de
Imunomoduladores,
) anti-retrovirais,
Aﬁﬁﬁggggze imunossupressores?
Endocrinologia & _ Cancer em i
Cirurgia de Cabeca e j investigag¢ao? _|$ NAO
Pescogo com Nodulos Diagnostico de
Tireoidianos com Cancer prévio?
indicagdo de HIV+? Presenca de
Tireoidectomia doengas autoimunes

(exceto Hashimoto)?

l

PAAF Intraoperatoria CT>357?
+ Coleta de Sangue ——>  Analise Molecular ——>  Cancer Medular de
(Pré operatoria) Tireoide, Anéaplasico?
|
v

NAO — TCLE assinado? ——> SIM --> Incluido
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A casuistica deste trabalho totalizou analise de 118 amostras, sendo 102 amostras de

PAAF e 41 de plasma. Destas, 89 amostras de PAAF e 32 de plasma foram incluidas na

analise estatistica, apos aplicados os critérios de exclusdo. Além disso, houve analise de

25 amostras “pareadas”, ou seja, amostras de PAAF e de plasma do mesmo paciente (Fig.

1.

1 2 3 4 5 6 7 ] 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 325

2 27 28 29 30 31 32 133 34 35 136 37 38 39 40 41 42 43 44 45 46 47 48 49 50

. L]

I NN
51 52 53 54 55 56 57 58 59 60 61 62 63 61 65 66 67 68 69 70 71 72 73 T4 75
L ] [ |||
RN
HEEN.

% 77 78 79 380 81 382 844 85 86 87 88 39 90 91 92 93 94 95 9% 97 98 9 100

101 102 103 104 105 106 107 108 109 110 111 112 113 114 115 116 117 118

]

Legendas
Incluidos PAAF
Incluidos Plasma
Excluidos PAAF
Excluidos Plasma
Amostras Pareadas PAAF/Plasma

FIGURA 1 Amostras analisadas de PAAF e Plasma.
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4.1 Descritivas em amostras de PAAF

Em amostras de PAAF foi incluida na casuistica final 89 ndédulos dos 102
inicialmente avaliados. Destes, um paciente recebeu diagndstico compativel com
carcinoma medular de tireoide, e dez foram retirados devido RT-qPCR apresentar CT >
35. Os nédulos malignos totalizaram 49 casos, representando 55% do total e benignos 40
(45%), sendo as mulheres representantes de 81% do total (72 casos). As citologias
indeterminadas (PAAF Bethesda III e IV) foram responsaveis por 24 dos casos,

representando 27% do total dos pacientes submetidos a tireoidectomia.

As lesdes malignas incluiram 34 carcinomas papiliferos variante classica (c-PTC),
8 variantes folicular do carcinoma papilifero de tireoide (VF-CPT), 1 variante do tipo
esclerosante difusa do carcinoma papilifero da tireoide (VED-CPT), 3 variantes
oncociticas do carcinoma papilifero da tireoide (VO-CPT), 1 variante “Warthin-smile”
do carcinoma papilifero da tireoide (VWS-CPT), 1 carcinoma papilifero variante insular

(VI-CPT) e 1 carcinoma folicular da tireoide (CFT) (Tab. 1).

Os 40 tecidos benignos foram compostos por 7 adenomas foliculares (AF), 1
adenoma de célula de Hurthle (ACH), 6 hiperplasias de células de Hurthle (HCH), 1

hiperplasia papilar, 20 ndédulos coléide, 2 lipoadenomas e 3 tireoidites cronicas (Tab. 1).
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TABELA 1 Estatisticas Descritivas: Demografica e histopatoldgica de amostras de
PAAF.

Variavel\Estatistica Categorias Frequéncia Porcentag(f):/ror)l
) ) Benignos 40 44,94
Histologia Malignos 49 55,06
< 55 anos 53 59,55

Grupo de Idade > 55 anos 36 40,45
Sexo Feminino 72 80,90
Masculino 17 19,10

VC-CPT 34 38,20

VF-CPT 8 8,99

CFT 1 1,12

VI-CPT 1 1,12

VEC-CPT 1 1,12

VO-CPT 3 3,37

Classificacao VWS-CPT 1 1,12
Histologica Tireoidite Cronica 3 3,37
Hiperplasia Papilar 1 1,12

ACH 1 1,12

Lipoadenoma 2 2,25

HCH 6 6,74

Coloide 20 22,47

AF 7 7,87

Bethesda I 2 2,25

Bethesda 11 18 20,22

Bethesda 111 13 14,61

PAAF Bethesda IV 7 7,87
Bethesda V 18 20,22

Bethesda VI 17 19,10

Nao Classificado 14 15,73

Das amostras malignas 16 (32%) apresentavam invasdo extra-tireoidiana, 18
(36%) invasdo vascular, 17 (34%) invasdo capsular, 28 (56%) doenca multifocal e 16

(32%) acometimento linfonodal (Tab. 2).
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TABELA 2 Estatisticas descritivas das varidveis anatomopatologicas dos tecidos
tireoidianos malignos em amostras de PAAF.

Variavel\Estatistica Observagao Frequéncia Porc?;;[ ;l gem
Invasao Extra- Ausente 32 65,31
Tireoidiana Presente 17 34,69
Invasao Vascular Ausente 32 65,31
Presente 17 34,69
Invasdo Capsular Ausente 31 63,27
Presente 18 36,73
Lesao Multifocal Ausente 21 42,86
Presente 28 57,14
Linfonodos Acometidos Ausente 34 69,39
Presente 15 30,61

Considerando a classificagdo para RR da ATA, 23 (46%) pacientes foram
classificados com baixo de risco, 16 (34%) como risco intermedidrio e 10 (20%) como
alto risco de recorréncia. Na avaliacdo do RM, a maioria (84%) foi classificada no estadio
I do TNM. Apenas 7 (14%) pacientes foram classificados como estddio Il e 1 (2%)
paciente com estadio IVb. Nao houve pacientes classificados nos demais estadios TNM

(Tab. 3).

Na avaliagdo do TR 36 pacientes (73%) apresentaram resposta “excelente”, 4
(8%) resposta bioquimica incompleta, 5 (10%) resposta estrutural incompleta e 4 (8%)

resposta indeterminada (Tab. 3).
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TABELA 3 Estatisticas Descritivas: Risco de Recorréncia, Tipo de resposta e Risco de
Morte em amostras de PAAF.

Variavel\Estatistica Categorias Frequéncia Porcentag(f):/ror)l

I 41 83,67

TNM II 7 14,28

IVB 1 2

Baixo 23 46,94

Risco de Recorréncia Intermediario 16 32,65

Alto 10 20,41

Excelente 36 73,47

. Bioquimica 4 8.16
Tipo de Resposta Incompleta

Estrutural Incompleta 5 10,20

Indeterminada 4 8,16

4.2 Descritivas em amostras de sangue

Das 41 amostras de sangue periférico, 32 foram incluidas no estudo, sendo 8
amostras excluidas devido Ct > 35 e 1 paciente que foi diagnosticado com carcinoma
medular de tireoide. Mulheres representaram 78,1% (25 casos). As amostras malignas
totalizaram 22 e benignas, 10, sendo a forma classica do CPT o mais frequente,
representando 16 casos (50%). Nao houve casos de CFT nesta casuistica. As citologias
indeterminadas foram responsaveis por 28% dos casos de indicagdo de tireoidectomia,

sendo 3 casos de PAAF Bethesda III (9,3%) e 6 casos Bethesda IV (18,7%) (Tab. 4).
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TABELA 4 Estatisticas descritivas: demogréafica e histopatologicas de amostras de

sangue periférico.

Variavel\Estatistica Categorias Frequéncia por categoria Porcentag(i/rs;
Histologia Benignos 10 31,250
Maligno 22 68,750
Grupo de Idade <55 anos 16 50,000
>55 anos 16 50,000
Feminino 25 78,125
Sexo .
Masculino 7 21,875
VC-CPT 16 50,000
Hiperplasia Papilar 6 18,750
VEC-CPT 1 3,125
VO-CPT 1 3,125
Classificagao Histologica VWS-CPT 3 9,375
VF-CPT 1 3,125
VI-CPT 2 6,250
HCH 1 3,125
Coloide 1 3,125
Bethesda I1 4 12,500
Bethesda 111 3 9,375
PAAF Bethesda IV 6 18,750
Bethesda V 9 28,125
Bethesda VI 7 21,875
Nao Classificado 3 9,375

Considerando as caracteristicas histopatologicas das 22 amostras malignas, 59%

(13 casos) apresentavam invasdo extra-tireoidiana e invasdo capsular, 63,6% invasdo

vascular (14 casos), e 45,4% (10 casos) doenga multifocal e acometimento de linfonodos.

Em relagdo ao RR, 31,8% dos pacientes foram classificados como “baixo risco”,

40,9% risco intermediario ¢ 27,2% como alto risco de recorréncia. Considerando RM, 19

casos (86,3%) eram estadio I e 3 casos (13,6%), II. Nao houve pacientes classificados em

outros estadios. Na avaliagdo do TR, 72% dos pacientes apresentaram resposta excelente,
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9% resposta bioquimica incompleta, 13,6% resposta estrutural incompleta e 4,5% dos

pacientes classificados como resposta indeterminada (Tab. 5 e 6).

TABELA 5 Estatisticas descritivas das varidveis anatomopatologicas dos tecidos

tireoidianos malignos em amostras de sangue periférico.

Variavel\Estatistica Categorias Frequéncia por categoria Porcenta%f):/rr;
0
Invasdo Extra-Tireoidiana Ausente 9 40,909
Presente 13 59,091
~ Ausente 8 36,364

Invasdo Vascular
Presente 14 63,636
~ Ausente 9 40,909

Invasdo Capsular
Presente 13 59,091
Lesao Multifocal Ausente 12 54,545
Presente 10 45,455
Linfonodos Acometidos Ausente 12 54,545
Presente 10 45,455

TABELA 6 Estatisticas descritivas: Risco de Recorréncias, Tipo de resposta e Risco de

Morte em amostras de sangue periférico.

Varidvel\Estatistica Categorias Frequéncia por categoria Porcentag,zi/ror;
TNM I 19 86,364
11 3 13,636
Baixo 7 31,818
Risco de Recorréncia Intermediario 9 40,909
Alto 6 27,273
Excelente 16 72,727
Bioquimica
Tipo de resposta Incompleta 2 9,091
Estrutural Incompleta 3 13,636
Indeterminada 1 4,545

4.3 Diagnostico e prognostico em amostras de PAAF

Aplicando o teste de Mann-Whitney encontramos 3 marcadores com expressao

significativa para diferencia¢do entre nddulos malignos e benignos. Assim, a expressao
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aumentada do miR-221 e miR-146b-5p, além da expressdo diminuida do miR-484,
mostrou associacdo com CDT (p = 0,019, p < 0,0001, p = 0,038, respectivamente (Fig.

2).

Malignos x Benignos (PAAF)

0,7 +

0,6
» 0.5
504
£0,3
20,2

0,1

miR-221/SNORD
miR-222/SNORD
miR-146b/SNORD
miR-139/SNORD
miR-145/SNORD
miR-484/SNORD

FIGURA 2 Expressao do painel de miR e niveis de significancia para diferenciar nodulos
tireoidianos malignos e benignos em amostras de PAAF.

Dentre estes, o miR-146b-5p foi aquele com melhor acuricia (78,8%) na
diferenciagdo de lesdes malignas e benignas, com especificidade de 95,8% e sensibilidade
de 64,3%. Da mesma maneira, houve resultados semelhantes em relacdo ao miR-221,
com VPP 80.6%. J& o miR-484, embora tenha apresentado significancia como marcador
diagnostico, com especificidade de 97,5%, este se mostrou com baixa acuracia, devido a

baixa sensibilidade (Fig. 3).
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Curva ROC / miR-484/SNORD / AUC=0,627
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FIGURA 3 Curvas ROC da analise de expressdo do miR-484, miR-221 e miR-146b-5p
em noddulos tireoidianos malignos e benignos.

Considerando os 3 miRs (-221, -146b-5p e -484) e utilizando curvas ROC, os

melhores valores de “cut-off” para diagnostico de nddulos malignos foram 2A¢D > 0,08



25

para 0 miR-221, 204D > 0,497 para o miR-146b-5p e 202D < 0,03 para 0 miR-484.
Porém, considerando valores de “cut-off” para identificar nddulos benignos, os melhores
valores foram 24D < 0,07 para o miR-221, 204D < 0,490 para o miR-146b-5p e 22D

> 0,702 para o miR-484 (Fig. 4).

miR Malignos

221 HENNEEENNENENEE NSNS EESNCEEEENNCEENANAEEE
s | e
434 HENNEENNNENENEEREEENNNENNEEEEEENACEEERINEEEEEEEN

miR Benignos Expressao

221 HENENEREENNENNEENEEENNNENEEEEENENNNACENRD gfevada
146b-5p HENNENNENENENENENEN NN NN NN NNNNARERN W rtermedidria
484 HENNENNENENNNNREEEENNNENNNEENNEENNAENEY WBoi

FIGURA 4 Heatmap representando os valores ACt encontrados em todas amostras de
PAAF, e sua respectiva classificacdo de acordo com o valor de “cut-off” estabelecido.

OBS: Consideradas elevadas (em vermelho) as seguintes expressoes: 21D > 0,08 para o miR-221, 24¢D
> (0,497 para o miR-146b-5p e 21V > (0,702 para o miR-484; consideradas baixas (verde) as seguintes
expressoes: 24D < (0,07 para o miR-221, 24D < 0,490 para o miR-146b-5p e 21V < 0,03 para o miR-
484, em preto, as expressoes intermediarias, com valores de expressdo entre os mencionados acima.

Avaliando o potencial diagndstico dos miRs nas 20 amostras de PAAFs
indeterminadas (bethesda III e IV), novamente, apenas o miR-146b-5p evidenciou
acurécia para diagnostico de lesdes malignas. Desta maneira, niveis de “cut-off”’ com 2
ACD) > 0,497 diagnosticaram todas as 4 amostras malignas presentes, apresentando
resultado falso positivo (FP) em apenas duas das 16 amostras benignas (acuracia = 90%;
especificidade = 87,5%; Sensibilidade = 100%). Essas duas amostras FP eram nodulo

coloide e tireoidite cronica.
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Apesar de isoladamente os demais miRs ndo terem demonstrado valores

significativos na diferenciacdo de nodulos benignos e malignos, utilizando metodologia

de regressao logistica, evidenciou-se ser possivel o uso dos 6 miRs estudados em forma

de “painel diagnostico de miR”, porém sem melhora significativa na precisao diagnostica,

quando comparado com a andlise isolada do miR-146b-5p (acuracia de 77,5% versus

78,8%, respectivamente) (Fig. 5 e 6, Tab. 7). Porém, utilizando o painel proposto apenas

em amostras indeterminadas observou-se resultado superior a analise isolada dos miRs,

com acuracia de 95%, sensibilidade de 93% e especificidade de 100% (Fig. 7).

Maligno x Benigno / Painel de miR (PAAF)
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2, 146b/S
- miR- miR-
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o 484/SNORD
5
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FIGURA 5 Expressdao dos miRs em amostras de PAAF para diferenciacdo de lesdes
tireoidianas malignas e benignas quando avaliados em forma de painel de miRs.
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Curva ROC / Painel de miRs (AUC=0,810)
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FIGURA 6 Curva ROC utilizando o Painel de miR aplicado nas 89 amostras de PAAF
analisadas.

TABELA 7 Desempenhos estatisticos preditivos nas amostras de PAAF analisadas.

miR  Sensibilidade Especificidade VPP VPN  Acuricia

221 67,4% 76,7% T37%  654%  712%

146b-5p 64,3% 95.8% 947%  697%  78.8%

434 43,8% 85.0% 77.8%  557%  62,5%

2l g ;‘;6}’1' P ﬁ e 70,8% 85.4%  850%  T14%  77.5%
201/ 146b-5p / 448 64,3% 87.9%  90,0%  592%  73.0%
146b-5p / 448 64,3% 87.9%  90,0%  592%  73.0%

221/ 448 66,7% 56,6%  10,0% 95,9% 57,3%
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Curva ROC / Painel em amostras Indeterminadas
(AUC=0,976)
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FIGURA 7 Curva ROC utilizando o painel de miR aplicado nas 20 amostras
indeterminadas de PAAF.

Na avaliagdo progndstica através do teste de Kruskal-Wallis, o aumento da
expressao do miR-146b-5p e do miR-222 esteve associado com maior RR (p=0,015¢ p
= 0,027, respectivamente). Neste contexto, valores de expressio do miR-146b-5p com 2¢
ACD > 221 identificaram pacientes com risco intermediario e alto para recorréncia de
CDTs com especificidade de 81,8% e acuracia de 64,4%. Em relagdo ao miR-222, a
expressao deste com niveis superiores a 0,00054 foi capaz de identificar lesées com maior

RR em CDTs, com sensibilidade de 76,9% (Fig. 8).

A andlise da expressao do miR-484 e dos demais miRs avaliados nao mostraram

pior RR da doenga.

Da mesma maneira, nenhum miR foi capaz de predizer individuos sujeitos a pior

TR ao tratamento inicial e nem a maior RM (Fig. 9 e 10).
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FIGURA 8 Avaliacdo da expressdo de miR e o risco de recorréncia em individuos
portadores de CDT em amostras de PAAF.
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FIGURA 9 Expressio de miR em PAAF ndo se correlacionou como marcador em
predizer pior tipo de resposta nos primeiros 2 anos de acompanhamento.
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FIGURA 10 Expressdao de miR em PAAF nado se correlacionou como marcador para
predizer risco de morte.

Vale destacar que avaliando isoladamente cada varidvel histopatoldgica o
aumento da expressdo do miR-222 isoladamente apresentou relacdo com aumento de
invasdo extra-tireoidiana e acometimento linfonodal e o miR-146b-5p com maior

presenga de invasao vascular (Tab. 8).

TABELA 8 Expressdo do miR-222 e miR-146b-5p esteve associada com variaveis
indicativas de pior prognostico.

"p" "cut-off" Sensibilidade Especificidade Precisao
Invasdo Extra- ip 222 0,05 ACt>00014  71.4% 7.0%  TL1%
tireoidiana
Invasdo — miR-146b- 13 Acis001  647% 781%  73,5%
Vascular 5p
Acometimento miR-222 0,04 ACt>0,0003 93,8% 46,2% 80,0%

Linfonodal
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4.4 Diagnéstico e prognostico em amostras de sangue

Em amostras séricas, o aumento da expressao do miR-146b-5p correlacionou com
CDT (p = 0,027), sendo que valores de “cut-off’ com 22D > (0.383 diagnosticaram 18
dos 22 nédulos malignos, com sensibilidade 81,8% e especificidade de 80%. Os demais
miRs ndo apresentaram diferenga estatistica para distingdo de nodulos malignos e

benignos (Fig. 11 e 12).

Quando avaliados a expressdo de miR em sangue periférico que apresentavam
PAAFs com citologia indeterminada, nenhum deles mostrou valor significativo (p < 0,05)

para melhorar acuracia diagndstica.

Maligno x Benignos (Sangue)
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FIGURA 11 Expressao de microRNA e niveis de significancia para diferenciar nodulos
tireoidianos malignos e benignos em amostras séricas.
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Curva ROC / miR-146b/SNORD / AUC=0,759
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FIGURA 12 Aumento da expressdo sérica do miR-146b-5p com “cut-off” com ACt >
0.383 mostrou relagdo com nddulos tieoidianos malignos.

Assim como demonstrado em amostras de PAAFs, também nas amostras séricas,
apesar de isoladamente ndo haver relevancia para os demais miRs, quando realizada
analise em forma de painel, utilizando os 6 miRs, obteve-se precisdo diagndstica de

79,07% (Fig. 13 e 14).
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FIGURA 13 Expressao dos miRs em amostras de sangue periférico para diferenciacao de

lesdes tireoidianas malignas e benignas quando avaliados em forma de painel de miR
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Curva ROC / Painel de miRs (AUC=0,893)
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FIGURA 14 Curva ROC utilizando o Painel de miR aplicado nas 32 amostras de sangue
periférico analisadas.

A expressao sérica do miR-146b-5p também esteve associada com maior risco de
recorréncia (p = 0,034). Para este marcador, valores de “cut-off” acima de 0,586
demonstraram especificidade de 100% para classificar individuos com maior RR da
doencga (intermediario e alto risco), ndo sendo identificado nenhum caso falso positivo
(acuracia=77.8) (Fig. 15). Nao houve diferenga estatistica na avaliagdo do TR e RM para

expressao do miR-146b-5p.

A expressao dos demais miRs nao mostrou correlagdo com os indicadores

prognosticos (RR, RM e TR).
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Curva ROC - Risco de Recorréncia em amostras
sérica para o miR-146b-5p / AUC=0,819
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FIGURA 15 Expressao sérica do miR-146b-5p esteve associado com maior risco de
recorréncia da doenca em pacientes portadores de CDT.

4.5 Amostras pareadas de PAAF e plasma

Vale a pena destacar, que 25 amostras de plasma apresentavam também suas
respectivas analises da expressdo de miR também em tecidos de PAAF. Considerando os
valores de “cut-off” propostos para o miR-146b-5p, 15 amostras pareadas apresentaram
concordancia do ponto de vista diagnostico, além de tal concordancia ser assertiva para
diferenciar amostras benignas e malignas. Outras 5 amostras pareadas, apesar de
apresentar concordancia entre si, falharam como ferramenta diagnéstica. As demais 5
amostras, contaram com 3 acertos para amostras de plasma, com falha de suas respectivas
amostras de PAAF, além de 2 acertos diagndsticos para amostras de PAAF, com falha de

suas respectivas amostras de plasma (Tab. 9).
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TABELA 9 Amostras parecadas de PAAF e plasma e poder de acerto aplicando "cut-oft"
estabelecidos para o miR-146b-5p.

Amostra  Diagnostico Diagnostico Histologia Classificacao
PAAF Sangue Histologica

1 v v Maligno VC-CPT

2 v v Maligno VC-CPT

3 x v Maligno VF-CPT

4 4 4 Benigno NODULO COLOIDE
5 v v Maligno VC-CPT

6 v v Maligno VC-CPT

7 v v Maligno VEC-CPT

8 x x Maligno VC-CPT

9 v v Benigno AF

10 x v Maligno VC-CPT

11 x v Maligno VC-CPT

12 v v Maligno VC-CPT

13 v x Benigno NODULO COLOIDE
14 v x Maligno VF-CPT

15 v v Maligno VC-CPT

16 4 4 Benigno NODULO COLOIDE
17 v v Benigno NODULO COLOIDE
18 4 4 Benigno TIREOIDE CRONICA
19 x v Maligno VC-CPT
20 x x Maligno VC-CPT
21 x x Maligno VC-CPT
22 x x Maligno VC-CPT
23 x v Maligno VC-CPT
24 4 4 Benigno NODULO COLOIDE
25 x x Maligno VC-CPT

Abreviagdes: v' Diagnostico correto

X Diagndstico errado
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5 DISCUSSAO

Apesar de a PAAF guiada por USG ser o procedimento de escolha para a avaliacao
do ndédulo tireoidiano, 20 -30% das amostras ndo podem ser distinguidas entre lesdes
benignas e malignas por dificuldades técnicas. Esse “gap” abriu espago para o
diagnoéstico molecular e, painéis com diversas informagdes moleculares comegaram a
surgir no mercado, com o intuito de reduzir o nimero de cirurgias diagndsticas e, quem

sabe, através de informacgdes prognosticas, direcionar melhor o tratamento dos CDTs.

Neste estudo avaliamos de maneira prospectiva o papel diagnostico da expressao
de um painel de miRs e seu impacto prognoéstico através de RM, RR e TR de CDT. Essa
pesquisa reforgou, principalmente, o papel da expressao do miR-146b-5p nos CDT e sua
relagdo com formas potencialmente mais agressivas dos CPTs, além de mostrar que
avaliagdes séricas de miRs podem representar uma ferramenta diagndstica e prognoéstica
alternativa menos invasiva que a PAAF e um importante adjuvante para melhorar a

acuracia na investigagdo de nodulos indeterminados (12,17,48,61-66).

Mostramos que o miR-146b-5p tem um potencial tanto diagnodstico como
prognostico em amostras de material obtido na PAAF ou em sangue periférico. Segundo
nossos achados, um cut-off acima de 0,497 consegue diferenciar amostras malignas de
benignas e um cut-off acima de 2,21 poderia mudar a classificagdo quanto ao RR desse
tumor, ratificando seu potencial de marcador prognodstico. Apesar de no consenso da ATA
(3) a expressao de miR ainda ndo ser usada como informagao para se classificar o RR do
paciente, ao contrario de mutagdes BRAFV600E e TERT, de acordo com esses achados e

de outros grupos (56,61,63,64,67,68), a alta expressdo do miR-146b-5p tanto em amostras
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de PAAF como séricas, poderia relocar um paciente de baixo para intermediario ou alto
risco de recorréncia. Importante ressaltar que, embora, nestas amostras, ndo tenhamos
observado uma associacao significativa entre os niveis de expressdo de miR-146b-5p e
as demais caracteristicas histologicas de agressividade de maneira isolada, somente com
a presenca de invasao vascular, isso foi suficiente para reclassificar o paciente quanto ao
RR. Assim, sugerimos que esses pacientes devam ser abordados de forma mais agressiva,
como, por exemplo, tireoidectomia total em vez de lobectomia, em casos de altos valores

de expressdo miR-146b-5p no pré-operatorio (cut-off prognostico > 2,21).

Como dito, a avaliacdo do miR-146b-5p no contexto pré-operatorio poderia trazer
vantagens adicionais, como, por exemplo, diminuir a necessidade de uma segunda
abordagem cirtirgica e, at¢é mesmo se instituindo um tratamento especifico baseado no
nivel de expressdao de mir-146b-5p, visto que outros estudos ja demonstraram que de
acordo com sua expressao, poderia ativar diferentes vias relacionadas com a patogénese
do CDT (9,47,48,69—72), nao sendo restrita apenas as vias das mutagdes BRAFV600E e
TERT. Nesse contexto, Jia et al. relacionaram o aumento da expressao do miR-146b-5p
com a diminuig¢do da proteina nuclear e citosolica CCDC6, que esta associada com o proto
oncogene RET, levando a proliferagdo, migragdo e invasao celular em CPTs (73). Em
2013, Chou e colaboradores relacionaram o aumento da expressao do miR-146b-5p com
diminui¢do do marcador IRAK 1, sendo este um mRNA que tem o papel de inibir varias
atividades relacionadas com agressividade das células de CPT (47). Destaca-se também
o papel do gene RARp, o qual sinaliza a¢do tumoral supressora em diferentes linhagens
celulares, estando diminuida a expressdo dos receptores ligados ao acido retindico na

maioria dos carcinomas de tireoide (74). Czajka et al. em 2016 associaram a inibi¢ao do
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miR-146b-5p na restauragao da expressao RARp, e consequentemente diminui¢do das

taxas de proliferagdo células cancerigenas da tireoide (70).

Com esse papel diagnostico e prognostico em amostras de PAAF bem
estabelecido, a possibilidade de avaliar a expressao de miRs em amostras séricas torna-
se bastante atrativa por ser menos invasivo, nao precisar ser guiado por USG e poder ser
feito de maneira muito pratica. Mostramos que, em amostras séricas, 0 miR-146b-5p pode
ser usado como possivel marcador de recorréncia da doenca e, em alguns casos,
auxiliando na estratificagao de risco e consequentemente na definicdo de metas de TSH
e terapias adjuvantes no seguimento dos CDTs, achado esse, ratificado por outros grupos
também (41-43,75). Porém ¢ importante destacar que a casuistica deste trabalho envolveu
avaliagdo de apenas 32 amostras séricas, devendo estes miRs ser avaliados em populagdes
maiores para confirmagdo dos dados aqui apresentados. Talvez, por esse motivo, nao
tenhamos conseguido comprovar em amostras séricas, 0 mesmo papel progndstico do

miR-222 visto nas amostras de PAAF.

A expressao elevada do miR-221 apresentou significancia para diferenciar lesdes
malignas (29,76,77). Porém, ao contrario de evidéncias prévias na literatura, ndo houve
relagdo com maior RR, e/ou varidveis isoladas utilizadas na classificagdo do RR (78-80).
Em trabalho realizado em 2020, Tan ef al. demonstraram relagdo com aumento da
expressao do miR-221 na proliferacdo, migracdo e invasdo de células tireoidianas
malignas(78). No entanto, ao contrario dos nossos achados e do de outras publicagcdes
(64,67,70,72,81), o grupo demonstrou que a diminui¢do da expressdao do miR-146b-5p

teve relagdo com aumento da proliferagao e migragao celular.
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Além do miR-146b-5p e miR-221, o miR-222 ja foi descrito por alguns grupos
como um bom marcador diagndstico (29,48,56,82—85). Nosso estudo, entretanto, ndo
demonstrou potencial diagndstico da expressdao do miR-222 nem em amostras de PAAF,
nem de sangue periférico. Porém, do ponto de vista prognostico, houve uma relagao entre
o aumento da expressdao do miR-222 em amostras de PAAF com pior progndstico. Esse
mesmo achado foi descrito e por Lee ef al em estudo que mostrou aumento significativo
das expressoes séricas do miR-222 e -146b em individuos com CPT recorrente quando
comparados com aqueles com CPT sem historia de recorréncia (56). Na mesma linha,
Pérez e colaboradores observaram relagdo dos niveis destes miRs com pior progndstico,

relacionando também com aumento dos niveis de Tg (83).

Vale destacar que isoladamente o miR-222 também se correlacionou com
aumento da presenga de CPTs com invasdo extratireoidiana e doenga linfonodal neste
trabalho. Yu e colaboradores associaram niveis aumentados deste com presenga de
acometimento linfonodal e pior classificagdo TNM (86), concordando com dados
apresentados por Acibucu e colaboradores, que relacionaram o aumento da expressao dos
miR-222 e miR-146b-5p ndo apenas com presenca de metastase linfonodal, mas também

com presenca de invasdo vascular e capsular (87).

Similar ao que ocorreu em nossa analise, Xiang et al. também encontraram
correlagdo do miR-222 e maior risco de recorréncia de acordo com critérios da ATA,
também ndo sendo encontrados diferengas quando avaliado a classificagio de RM
(TNM). Assim como em nossos dados, houve correlagao dos niveis de expressao do miR-

222 e presenga de acometimento linfonodal, vascular e capsular(88).
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Apesar de ndo haver diferenca estatistica considerando a expressao dos miRs
estudados e seu impacto no TR € no RM apos a terapia inicial, deve-se considerar que
atualmente um ter¢o dos pacientes classificados como alto RR, j& apresentam “resposta
excelente” no primeiros seis a doze meses apoOs a “terapia inicial” para CDTs, o que ja
diminuiu o risco de nova recorréncia da doencga para baixo de 15% (89,90). Da mesma
maneira, metastases a distancia ocorrem anualmente apenas em cada 5-7 individuos a
cada 1 milhdo, além de serem mais comuns em pessoas mais idosas (91). Deve-se
considerar também, que pacientes com CDTs tém, em geral, excelente progndstico,
principalmente considerando os primeiros 5 anos de doenga, com sobrevida acima de
95% (92,93). Desta maneira o curto periodo de acompanhamento considerando a
evolucdo dos CDTs, e escassa casuistica envolvendo idosos, grupo com evolugao pior em

CDTs, podem ter influenciado tanto no TR e RM deste trabalho.

Descrito por Stokowy et al. como marcador de CFT (84), a expressao diminuida
do miR-484 em nosso estudo também mostrou relagdo com diagndstico de CPT em
amostras de PAAF, mostrando-se com um possivel marcador diagndstico ndo apenas dos
CFTs, portanto sendo ttil sua presenga em painéis de CDT ja que as amostras

indeterminadas de nodulos de tireoide podem ser representadas por CPT e CFT.

Considerando o contexto sugerido por Vargas-Salas et al., no qual foi sugerido
que o teste molecular ideal para abordagem de nodulos tireoidianos indeterminados seria
aquele com sensibilidade acima de 90% e especificidade superior a 80%, em nossa analise
de PAAFs com citologia bethesda III e IV, o aumento do miR-146b-5p isoladamente se

mostrou um bom marcador diagndstico (acuracia = 90%; especificidade = 87,5%;
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Sensibilidade = 100%) (18) . Soma-se ainda o fato de que a avaliacdo utilizando todo o
painel proposto de miR nas amostras indeterminadas, resultou em acurdcia de 95%,
sensibilidade de 93% e especificidade de 100%, o que teria evitado 14 das 20
tireoidectomias, ou seja 70% de cirurgias desnecessarias. Porém, ¢ importante pontuar,
que apenas 20 amostras de nossa casuistica foram classificadas como indeterminadas,
sendo necessaria aplicagdo deste painel em uma casuistica maior de lesdes
indeterminadas para melhor valida¢do. A avaliacdo, em um grupo maior de amostras
indeterminadas, de um unico miR (miR-146b-5p) pode ser o suficiente para reduzir o
nimero de cirurgias diagnosticas em um ambiente com recursos financeiros limitados, ja

que essa ¢ atualmente a principal barreira encontrada na indicacao de testes moleculares.

Finalmente, apesar de nao haver relevancia na expressao dos miR-139 e miR-145,
deve-se considerar que assim como o miR-484, analises prévias associavam estes com

CFT (94), sendo que nossa casuistica contou com apenas uma amostra.

Como limitagdes desse trabalho, temos o pequeno nimero de amostras séricas,
aliado ao baixo numero de amostras pareadas (25 amostras) entre tecidos de PAAF e de
sangue. Esta segunda devido a baixa casuistica, nao foi possivel fazer uma analise
estatistica. Porém, deve-se destacar, que deste total, em 20 das amostras pareadas (80%
do total), houve uma tendéncia de expressdo semelhante para amostras de PAAF e
plasma, mostrando que talvez seja possivel correlacionar estatisticamente os diferentes
tipos de amostras. Além disso, o curto periodo de acompanhamento pode ter influenciado

nos resultados da andlise do TR. Da mesma maneira, aproximadamente 84% das amostras
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de PAAF e aproximadamente 86% das amostras de sangue periférico, foram classificados

como estagio I para RM, influenciando em uma possivel melhor analise.

Destaca-se neste trabalho, a comprovagao do papel diagndstico e prognostico dos
miRs em relagdo aos CDTs, principalmente no que diz respeito miR-146b-5p, aliado a
possibilidade de analises também em amostras de sangue periférico, algo que pode ser
reprodutivel de maneira menos invasiva, dentre outras vantagens, como descrito
anteriormente. Importante também, o fato de que, apesar de isoladamente alguns miRs
ndo apresentarem relevancia, quando associados em forma de painel ¢ possivel uma
analise significativa, porém sem vantagem significativa quando comparado com um

marcador isolado como o miR-146b-5p.

Até o presente momento este € primeiro trabalho que avalia ndo apenas o papel
diagnodstico, mas o papel progndstico completo, avaliando RR; RM e TR de acordo com
a ATA, além desta analise contemplar tanto amostras de PAAF quanto de sangue
periférico, diferentemente de outros trabalhos que se restringem a andlise diagnostica e/ou

de apenas uma das ferramentas clinicas utilizadas como avaliagdo prognostica.
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6 CONCLUSAO

Concluimos através desse trabalho que, a analise da expressdao dos miRs-146b-5p,
miR-221 miR-484 em amostras de PAAF e miR-146b-5p em sangue periférico
apresentam papel diagndstico em nodulos de tireoide, diferenciando nédulos benignos de
malignos. Além disso, o miR-146b-5p apresenta um papel progndstico importante,
impactando o RR da doencga tanto em amostras de PAAF quanto em sangue periférico,
enquanto o miR-222 mostrou relagdo prognodstica apenas em amostras de PAAF. Assim,
a possibilidade de se utilizar os miRs, em especial, 0 miR-146b-5p amostras de sangue
periférico faz deste uma ferramenta diagndstica e prognostica menos invasiva € mais
barata que a PAAF, além de poder ser utilizados como marcadores de RR, o que
impactaria nas metas e decisdes terapéuticas mais precisas no inicio do tratamento desses

pacientes.



7 ANEXOS

ANEXO 1 miRs expressos em CDT nos 26 estudos avaliados.
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Down-Regulated

Up-Regulated miRNA miRNA Amostra Tumor Analisado Referéncia
A CongelasBlocos de DCPTXTAT  He et al
2) 221,222, 146b Parafina 23 RIS 1y ANSED)
3; 1251’ 222,215,220 Amostras Congeladas 1) CPTxTN Pallante ct al.
2) 221,222, 181b 2) CPT x AF 2006 (34)
Weber et al.
192, 197, 328, 346 Amostras Congeladas CFT x AF 2006 (96)
Tetzlaff et al.
221, 222,21, 31, Amostras Congeladas CPT x BMN 2007 (97)
221,222, 181b, 146b, Amostras Congeladas CPT/CFT x Nikiforova et al.
155,224,197 /PAAF BENIGNO 2008 (29)
146b, 222, 221 PAAF CPT x BENIGNO g;e)n ctal. 2008
146b Blocos de Parafina ~ CPT x BMN/AF (S;‘;)“ ctal. 2009
146b, 221, 222, 181b, Schwertheim et
21, 30d, 30a-5p, 125b, Blocos de Parafina CPT x TN W
al. 2010 (99)
let-7e, 26a
1) 628-3p, 550, 564, g 51;‘ 9; 61;)_03’;38’ é)oﬁ;f;;zs MALIGNO x Vriens et al.
635, 584 2) 100, 138 2) PAAF BENIGNO 2012 (35)
1) 122, 1248, 375 ég;"sg:gas Blocos de D CFTX TN Reddi et al.
2) 122, 221, 375 & 2) CFT x AF 2011 (100)
Parafina
g ;g}’ 3532’ 1325 21 Amostras Congeladas L) WIHCIELL 5 T Lasallly s el
’ ’ > & 2) CPT x TN 2011 (101)
146a, 34a
451, 7, 144, 374a,
126, 143, 30e, .
146b-5p, 222, 221 let-7g, 335, 101,  Amostras Congeladas gﬁ&ggg X 2K(;tla1n?3it)al'
Plus-F1195, 26D,
let-7f
153, 448, 325, Amostras
382, 495, 34b, 1, Yip et al. 2011
146b, 221, 222, 155, 31 144, 367, 130, Congeladas/Blocos de CPT x TN (102)
138 Parafina
. . MALIGNO X Mazeh et al.
miR-221, miR-222 PAAF BENIGNO 2011 (28)
Colamaio et al.
191 Amostras Congeladas MALIGNO X TN 2011 (52)
PAAF/Amostras MALIGNO X Shen et al. 2012
146b, 221, 187 30d Congeladas BENIGNO (103)




ANEXO 2 Continuagao miRs expressos em CDT nos 26 estudos avaliados.
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Up-Regulated miRNA

Down-Regulated
miRNA

Amostra

Tumor Analisado

Referéncia

1.a) 181b, 1975, 144,

100, 151-5p, 222

1.b) 100, 151-5p, 222,
543, let-7¢

2) 151-5p, 222, let-7e

1) 221, 96, 182
2) 637, 631, 219-2-3p,
662, 744

222,328, 197, 21

130b

1) 182, 183, 221, 222,
96, 874, 4492
2) 221, 885-5p

221,222, 146b

146b-3p, 146b-5p,
891a, 551b-3p, 551b-
3p, 187-3p, 221-5p,
147b, 181b-3p, 222-5p,
182-5p, 30b-5p, 203a

let-7i-3p, 1179, 138,
144-5p, 146b-3p, 146b-
5p, 15a-3p, 181a-2-3p,
204, 21, 219-5p, 221,
222, 222-5p, 34a, 34a-
3p, 375, 451, 542-5p,
551b, 99b-3p

222-3p

30a-5p

1) 199b-5p, 144,
199b-3p, 199a-5p
2) 512-3p, 886-
5p, 450a, 301D,
429

31

1) 542-5p, 574-
3p, 455-3p, 199a-
5p, 199a-3p,
125a-3p

2) 574-3p

532-5p, 585, 455-
3p, 138-5p, 1249,
145-5p, 20b-5p,
1180, 1291, 138-
1-3p, 451a, 486-
Sp, 144-5p, 486-
3p, 873-5p, 204-
5p, 7-2-3p, 1179

7-5p, 7-2-3p,
486-5p, 144-5p

1) Blrocos de Parafina
2) SERICA

Amostras Congeladas

PAAF/Amostras
Congeladas

Amostras Congeladas

Amostras
Congeladas/Blocos de
Parafina

SERICA

Amostras Congeladas

Blocos de Parafina

Blocos de Parafina

PAAF/SERICA

1.a) CPT x TN
1.b) CPT x NH
2) CPT x BENIGNO

1) CFT x TN
2) CFT x AF

MALIGNO X
BENIGNO

BENIGNO X TN

1) CFT x TN
2) CFT x NH

CPT, BMN x TN

CPT x TN

VFCPT x TN

CFT x AF

CPT x TN

Yu et al. 2012
(86)

Rossing et al.
2012 (104)

Keutgen et al.
2012 (59)
Ferraz et al.
2013 (105)

Dettmer et al.
2013 (106)

Lee et al. 2013
(85)

Swierniak et al.
2013 (107)

Dettmer et al.
2013 (108)

Stokowy et al.
2014 (57)
Igcietal. 2015

(41)

Abreviagdes: TAT, tecido adjacente ao tumor; CFT, carcinoma folicular de tireoide; CPT, carcinoma

papilifero de tireoide; VFCPT, variante folicular do carcinoma papiliferos de tireoide; BMN, bdcio

multinodular; AF, adenoma folicular; NH, nédulos hiperplasicos; TN, tecido normal.
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ANEXO 3 Adaptado dos consensos de AJCC UICC 8* edicao de 2018 (60).

Tumor Primario (T)

Critérios

X
TO

T1

Tla

T1b

T2

T3

T3a

T3b

T4

T4a

T4b

O tumor primario nao foi avaliado

Sem evidéncia de tumor primario

Tumor <2 cm na maior dimensdo limitada a
tiredide

Tumor <1 cm na maior dimensdo limitada a
tiredide

Tumor> 1 cm, mas <2 cm na maior dimensao
limitada a tiredide

Tumor> 2 cm, mas <4 cm na maior dimensao
limitada a tiredide

Tumor> 4 c¢cm limitado a tireoide, ou extensao
extratireoidiana grosseira invadindo apenas os
musculos esterno-hidideos, esternotiredideos, tireo-
hidideos ou omo-hidideos

Tumor> 4 c¢cm limitado a tiredide

Extensdo extratireoidiana macroscopica invadindo
apenas os musculos esterno-hioideo,
esternotiredideo, tireo-hidideo ou omo-hidideo,
com tumor de qualquer tamanho

Inclui extensdo extratireoidiana grosseira, além dos
musculos esterno-hidideo, esternotiredideo, tireo-
hidideo ou omo-hidideo

Extensao extratireoidiana macroscopica invadindo
tecidos moles subcutaneos, laringe, traquéia,
esofago ou nervo laringeo recorrente com tumor de
qualquer tamanho

Extensdo extratireoidiana macroscopica invadindo
a fascia pré-vertebral ou envolvendo a artéria
carotida ou vasos mediastinais com tumor de
qualquer tamanho
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ANEXO 4 Continua¢do Adaptado dos consensos de AJCC UICC 8 edi¢do de 2018 (60).

Linfonodos Regionais (N)

Critérios

NX

NO

NOa

NOb

N1

Nla

Nl1b

Linfonodos regionais ndo foram avaliados

Nenhuma evidéncia de metastase de linfonodo
loco-regional

Um ou mais linfonodos benignos confirmados
citologicamente ou histologicamente

Nenhuma evidéncia radiologica ou clinica de
metastases em linfonodos loco-regionais

Metastase para linfonodos
regionais

Metastase para linfonodos de nivel VI ou VII
(pré-traqueal, paratraqueal ou pré-laringeo / ou
mediastinal superior). Pode ser doenca
unilateral ou bilateral.

Metastase para linfonodos unilaterais, bilaterais
ou contralaterais laterais do pescogo (niveis I,
IL, III, IV ou V) ou linfonodos retrofaringeos

Metastases a Distancia (M)

Critérios

MO
Ml

Auséncia de metastases a distancia

Presenca de metastases a distancia
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ANEXO 5 Continuagdo. Adaptado dos consensos de AJCC UICC 8 edi¢dao de 2018 (60)

Idade

M Classificacio

<55 anos

<55 anos

>55 anos

>55 anos

>55 anos

>55 anos

>55 anos

>55 anos

>55 anos

>55 anos

T N
Qualquer T Qualquer N
Qualquer T Qualquer N

T1 NO/NX
T1 N1
T2 NO/NX
T2 N1

T3a/T3b  Qualquer N

T4a Qualquer N

T4b Qualquer N

Qualquer T Qualquer N

MO

Ml

MO

MO

MO

MO

MO

MO

MO

Ml

I

II

II

II

II

III

IVA

IVB
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ANEXO 6 Adaptado. Risco de recorréncia dos carcinomas diferenciados de tireoide de
acordo com o consenso de 2015 da ATA (3).

Baixo Risco Risco Intermediario Alto Risco

Qualquer um dos seguintes Qualquer um dos seguintes
presentes:

PTC com todos os
seguintes requisitos: presentes:

Sem metastases locais  Invasdo microscopica nos tecidos ~ L
. C Invasdo macroscopica do tumor
ou distantes moles peri tireoidianos

Metastases de linfonodos cervicais

Todo tumor ou focos metastaticos avidos de ~ .
, . . . Resseccdo tumoral incompleta
macroscopico foi i0odo-131 no pescogo na varredura .
. . \ ~ com doenga residual
ressecado poOs-tratamento feita apos a ablacao

do remanescente da tireoide

Tumor com histologia agressiva
(histologias agressivas incluem
células altas, células insulares,

) N . carcinoma de células colunares , P
Sem invasao de tecidos s , . ’ Metastases a distancia
. carcinoma de células de Hiirthle,
loco-regionais N . ..
cancer folicular de tireoide,
variante de hobnail) ou invasao
vascular
O tumor ndo tem
histologia agressiva
(carcinoma de c¢lulas  Classificacdo de linfonodos N1 ou . . L. ,
. . . Tiroglobulina sérica pos-
altas, insular, colunar, > 5 NI patologico com todos os L . ,
. . ) . operatoria sugestiva de metastases
carcinoma de células de  linfonodos envolvidos <3 cm na .
.. R . . . N a distancia
Hiirthle, cancer folicular maior dimensao
de tireoide, variante de
hobnail)

Microcarcinoma multifocal papilar  Classificacido de linfonodos N1
Sem invasio vascular de tireoide com extensdo patologico com qualquer
extratireoidiana e mutacdo BRAF  linfonodo metastatico >3 cm na

V600E (se conhecido) maior dimensao
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ANEXO 7 Continuacao. Adaptado risco de recorréncia dos carcinomas diferenciados de
tireoide de acordo com o consenso de 2015 da ATA (3).

Baixo Risco Risco Intermediario Alto Risco
PTC com todos os Qualquer um dos seguintes Qualquer um dos seguintes
seguintes requisitos: presentes: presentes:

Sem captacao de lodo-
131 fora do leito da
tireoide na varredura
pOs-tratamento, caso
feito

Classificacaode
linfonodos NO ou <5
micrometastases
patoldgicas N1 (<0,2 cm
na maior dimensao)

Variante folicular
encapsulada
intratireoidiana de
cancer papilar de
tireoide

Cancer folicular de
tireoide intratireoidiano
bem diferenciado com
invasdo capsular e
nenhuma ou minima (<4
focos) invasdo vascular

Microcarcinoma
intratireoidiano, papilar,
unifocal ou multifocal,
incluindo mutagao
BRAF V600E (se
conhecido)

Cancer folicular de tireoide com
invasao vascular extensa (> 4
focos de invasao vascular)
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ANEXO 8 Adaptado tipo de resposta de acordo com o consenso da ATA 2015 (3).

Resposta as
defini¢oes de
terapia com base
na terapia inicial

Terapia Inicial

Tireoidectomia total e
abla¢ao com radioiodo

Tireoidectomia
total sem ablacio Lobectomia
com radioiodo

Tg nado estimulada <0,2

N . Tg estavel, ndo
Tg ndo estimulada & v

i <
ng /mL * 20,2 ng / mL * estimulada *30 ng/
mL
ou ou e
Resposta Tg estimula(ia <lng/mL Tg estimulac}ka <2ng ' Anti-T,g
Excelente / mL indetectavel
e e e
Anti-Tg indetectavel  Anti-Tg indetectavel Imagem Negativa
e e
Imagem Negativa Imagem Negativa
~ . ~ . Tg estavel, ndo
> >
Tg ndo estimulada> 1 ng/ Tg ndo estimulada estimulada >30 ng /
mL * 5ng/mL * «
mL
ou ou ou
Tg estimulada> 10ng/  Tg estimulada> 10 1 Tgao long9 df)
mL * ng/mL * tempo com niveis
semelhantes de TSH
Resposta
Bioquimica ou ou ou
Incompleta 1 Tg ao longo do
1 Anti-Tg tempo com niveis T Anti-Tg
semelhantes de TSH
e ou e
Imagem Negativa 1 Anti-Tg Imagem Negativa
e

Imagem Negativa
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ANEXO 9 Continuagao. Adaptado tipo de resposta de acordo com os consensos da ATA

2015 (3).

Resposta as
definicoes de
terapia com base
na terapia inicial

Terapia Inicial

Tireoidectomia total e
ablacido com radioiodo

Tireoidectomia
total sem ablacao
com radioiodo

Lobectomia

Evidéncia estrutural ou

Evidéncia estrutural

Evidéncia estrutural

Resposta . ou funcional de ou funcional de
funcional de doenga,
Estrutural . doenga, doenga,
independentemente de . .
Incompleta Te ou Anti-T independentemente independentemente
£ & de Tg ou Anti-Tg  de Tg ou Anti-Tg
Achados inespecificos . Ach,ados . ACh,adOS
em estudos de imagem inespecificos em inespecificos em
estudos de imagem estudos de imagem
ou ou ou
Niveis de Anti-Tg
Captacao fraca na regido  Captacao fraca na .est'avgs ou
o o~ . diminuindo na
da tireoide na varredura regido da tireoide na .
de RAI varredura de RAI ~ 2"5¢7¢12 de doenca
estrutural ou
funcional
R ¢ ou ou
esposta Tg ndo estimulada 0,2-1 Tg ndo estimulada
Indeterminada
ng/mL * 0,2-5ng / mL *
ou or
Tg estimulada 1-10ng/ Tg estimulada 2-10
mL * ng / mL *
ou ou

Niveis de Anti-Tg
estaveis ou diminuindo
na auséncia de doenga
estrutural ou funcional

Niveis de Anti-Tg
estaveis ou
diminuindo na

auséncia de doenca

estrutural ou
funcional

RALI: iodo radioativo; Tg: tireoglobulina; Anti-Tg: anticorpo tireoglobulina; TSH:

hormonio estimulador da tireoide; T Aumento

* Na auséncia de anti-Tg interferente.
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ANEXO 10 Adaptado. Indicagdes de PAAF de acordo com os consensos de 2015 da ATA
3).

Classificacao
de risco ao
ultrassom

Caracteristicas ao ultrassom Recomendacao

Nodulo hipoecoico solido ou
hipoecdico solido componente de um
nddulo parcialmente cistico com um
ou mais dos seguintes recursos:
margens irregulares (infiltrativas, PAAF se >1 cm
microlobuladas), microcalcificagdes, -
mais altas do que largas forma,
calcificagdes de borda com pequeno
extrusivo componente de tecido mole,
evidéncia de invasdo extra-tireoidiana.

Alta

Nodulo sélido hipoecoico com

margens regulares, sem
o microcalcificagdes, invasao extra-
Intermediaria

Recomendado PAAF se >1
tircoidiana, ou diametro mais alto do cm
que largo.

Nodulo solido isoecoico ou
hiperecoico, ou nddulo parcialmente
cistico com areas solidas, sem

. . . ~ Recomendado PAAF se

Baixa microcalcificagdo, margens ~15 cm

irregulares, ou invasao extra- -
tireoidiana, ou diametro mais alto do
que largo.

. . , . Recomendado PAAF se

Muito Baixa Noédulo Espongiforme
>2.0 cm
Benigno

Noédulo puramente cistico.

Nao realizar Biopsia.



ANEXO 11 TCLE.

Termo de Conszentimento Livre ¢ Esclarecide
Comité de Etica em Pezquiza — CEP
ISCMSF e FCAISCSP
Titulo da pesquisa: Analise comparativa de microRMA expressos em matenal obtdo por
pun¢ao aspirativa com agulha fina (PAAF) de nodules tirecideanos e sangue penfénco & sua

aplicacio como teste molecular diagnostco

Objetivo do estudo: o objetivo deste estudo € descobrir um pequenc gene (mucreRNA) no
zangue & nas celulas da tweoide (obhidaz afraves de uma bopsiz) do paciente que possa
identificar um cancer de tireoide. Com 1sto pretendemos melhorar a 1dentificagio de um
cincer de tirecide o mals rapido possivel para dipunuir o nomero de courglas

desnecessanas da hreoide.

Eu, . paciente ou responsavel legal por (nome

paciente) . Ja hania recebudo
explicagdes sobre a coleta de celulas da munha tirecide (FAAF) ja que foi um exame
pedido pelo meu endocrinologista ou cirwrgido de cabeca & pescogo. A pesquisadora me

informon, gue no mesmo momento desse exame, sera collndo um pouce de do sangus do
meu brago. Fu mformado que a coleta do sangue nio oferece nsco a saude. Este
procediments sera realizado em wma sala de atendimento, com senngas & agulhas
descartavers, para garanfir minha segpuwranca e a pnvacidade. Sera retirado wma quanbdade
muito pequenza de sangue (Jml) & apos o mesmo & armazenado em um tubo de vidro
indrvidual. O umico desconforto € uma 1 picada da agulha, como em um exame de sangue
commm, mas pode ccormer formacio de uma mancha roxa no local da pungdo. Fm
informado que o material do sangue e da PAAF serdo guardados em um firizer no Instituto
de Pesquisa da Santa Casa e serdo estudados, pela pesquisadora responsavel, no laboratono
do Inztiato de Pesquusa da Santa Casa de S53c Paulo.

Fuw mformado tambem, que o propno paciente, os pals ou responsavels terio a
qualquer momento as informagdes sobre possivels nscos e beneficios da pesquiza, & que
poderamos entrar em confato com o pesgmsador responsavel para que ndo figue nenhuma
divida, e que a qualguer momento poderel desistir da parficipagio no estudo sem que haja
prefuizc ao ratamento na Institiicdo em que esta acompanhando.

O pesqgmsador responsavel me onentou que o resuliado do exame sera confidencial

e que em nenhum meomento ¢ nome do paciente 113 aparecer.
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ANEXO 12 Continuag¢ao TCLE.

Fui informado também que nio terel custos pessoals am nenhuma fase do estudo,
wncluindo exames e consultas. Também nio receberer beneficios em dinhero pela minha
pariicipagdo. Se existir qualguer despesa adicional, ela sera pagzo pelo crpamento da
DPesquIza.

(O pnncipal investigador @ a Dra Carolina Ferraz — CRM 118 856 - que pode ser
encontrada no Departamento de Mediema, que fica na Ena Doutor Cesane Motta
Jamer, 61 - Vila Buarque, 530 Paulo - SP, 01221-020 , nos telefones: (113 2176-7300
ou (11) 99388-1800 e pelo Email: carolina ferraz.endocnnologiairzmail . com. Se en
tiver alguma comsideragic ou duvida sobre a ética da pesquisa, podersl enfrar
contato com o Comité de Etica em Pesqumiza (CEF) — Bua: Santa Isabel, 305 — 4o andar

—Fome: (11} 21 76-T689 — E-manl: cepsciidsantacasasp.orz. br

Declaro que, apos convementemente esclarecido e ter entendido o que me fon

explicado, consinto em participar da presente pesquisa.

530 Paulo,_ de de

Assinatura do paciente ou responsavel legal

Dra. Carolina Ferraz da Silva - CEM 118856 — pesquisadora responsavel

DADOS DE IDENTIFICACAO DO PARTICIPANTE DA PESQUISA OU
RESPONSAVEL LEGAL:
HNome do pacients ou responsavel legal:

MNatareza {grau de parentesco, tutor, curador, ete):

Documento de identidade n . Sexo:{ )M ( )F
Data de Nascimento: = e

Endereco:

Baure Cidade CEP:

Telafone: ), recado: )

-

1*. Via prontuano / 2*. Via paciente ou responsavel
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ANEXO 13 Parecer Comité de Etica

SANTA CASA DE _ ~~ Plabaforma
MISERICORDIA DE SAO asil

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP
DADOS DA EMENDA

Titulo da Pesquisa: Anilise comparativa de painel de miRMA expressos em material obtido por pung3o
aspirativa com agulha fina (PAAF) de modulos tirecideanos e sangue perférico e sua
aplicagio como teste molecular diagnostico

Pesquisador: Carclina Femaz

Area Temdtica:

Versao: 7

CAAE: 384584147 0000.5470

Instituigdo Proponente: INCT-HPV/Faculdade de Ciéncias Médicas Santa Casa de Misericdrdia de

Patrocinador Principal: Financiaments Prépria

DADDS DO PARECER
Himero do Parecer: 2.454.0168

Apresentagio do Projeto:

Apresentadog do projeto ndo mudou

Cbjetivo da Pesquisa:

Ohjetivo da pesquisa continua o mesmo

Avaliagao dos Riscos e Beneficios:

Riscos & beneficios nac mudaram

Comentarios e Consideragbes sobre a Pesquisa:

Mao ha comentarios

Consideragies sobre os Termos de apresentagio obrigatoria:
Termos obrigatdrios ndo foram alterados

Conclusdes ou Pendéncias & Lista de Inadequagtes:
Aprovada a exters30 de tempo de projeto e a indus3o do pesquisador Gustavo Bittar Cunha

Consideragtes Finais a critério do CEP:
Aprovada a extensio de tempo de projeto e a indus3o do pesquisador Gustavo Bittar Cunha

Este parecer foi elaborado baseado nos doecumentos abaixo relacionados:

Endersgo;  FuS Marques oe i, 331

Balmo: VILA BUARGUE CEP: 01223001
UF: 5P Municiplo:  SAQ PALLO
Telafona: (11)2175-1318 Fax (11121767653 E-mall: CEPSC{SANIECasasD O T
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MISERICORDIA DE SAO

Contnuaglic do Parcer: 3,454,516

ANEXO 14 Continuacéo Parecer Comité de Etica

Qo

Mecessita Apreciagio da COMNEP:

MNao

SAOQ PAULOD, 15 de Julho de 2018

Assinado por:
José Cassio de Moraes
[Coordenador]a))

Enderego: L= Mangues oe I, 381

Balmo: VILA BUARCIUE
UF: 5P

Tedafona: (1121751818

CEP: 01223001

Municiplo:  SAC PALLO
Fax ([11)2176-7658

E-mall: CEpsCffsantacasaspongor

Tipo Documenio Arquivo Postagem Austor Situagdo
Informaches Basicas| PE_INFORMACOES_BASICAS 584412 0S/07/2019 Arsito
do Projelo E1.pdf 18:22-30
TCLE/ Termos de  |toe wi.pdf 2901215 Aceito
Assentimento / 22:03:32
Justificativa de
Auséncia
Cuiros termo de compromisso carol. pdf 112014 Aceito

15:26:15
Cutros autorzacan cansl_pdf 112014 Aceito
15:25:43
Clutros orcamento Carol_pdf 10/11/2014 Aceito
15:25:10
Projeto Detalhado [ | projeto miRMA. pdf 271024 Aceito
Brochura 16:31:48
|nvestigador
Folha de Rosto FR plataforma Brasil assinada.pdf 2702014 Aceito
16:26:27
Situagdo do Parecer:
Aprovado
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9 RESUMO

Introducdo: O diagnéstico de nodulos tireoidianos vem aumentando a cada dia. A
puncdo aspirativa por agulha fina (PAAF) continua sendo o método de escolha para
excluir malignidade. Sabe-se que aproximadamente 20-30% das amostras de PAAF
demonstram citologia indeterminada, sendo apenas 20% destes serdo diagnosticados
como malignos ap0s tireoidectomia. Assim, buscando por ferramentas que melhorem a
precisdo da citologia, encontrou-se nos microRNAs (miRs) resultados que sustentam
estes, como um novo adjuvante na abordagem de doengas oncoldgicas. Os miRs atuam
como reguladores negativos de oncogenes e genes de supressdo tumoral, influenciando
diretamente na fisiopatogenia dos tumores malignos. Neste sentindo, a ideia de utiliza-
los como marcador diagnoéstico, e adicionando-os as ferramentas clinicas atualmente
existentes, podemos ter também informagdes mais precisas em relagdo ao prognostico da
doencga. Objetivo: Definir um painel de miRNA para avaliar amostras de PAAF e sangue
periférico, capaz de diferenciar nddulos benignos de malignos com maior acuracia e
predizer melhor o prognostico do paciente com carcinoma diferenciado de tireoide
(CDT). Método: Avaliagdo prospectiva de 102 amostras de PAAF e 41 de sangue
periférico, através de técnicas RT-qPCR para expressao dos miR-221, -222, -146b-5p, -
139, -145 e -484. Posteriormente foram comparadas a expressdo destes em relagdo
amostras malignas e benignas, e em relacdo as ferramentas clinicas atuais que sdo
utilizadas para determinar fatores prognosticos, como o risco de recorréncia (RR), tipo de
reposta (TR) e risco de morte (RM). Resultados: Em amostras de PAAF os miR-221, -
146b-5p e -484 apresentaram significancia para diagnosticar nodulos malignos, sendo
apenas a expressao do miR-146b-5p com resultados significativos em amostras séricas.
Tanto o aumento do miR-222, quanto do miR-146b-5p, esteve relacionado com maior
RR quando avaliados em amostras de PAAF. Ja para amostras séricas, somente o miR-
146b-5p se relacionou com lesdes com maior RR. Considerando a avaliagdo de todo o
painel, a avaliagdo da associacdo dos miRs estudados, se mostrou com acuracia de
77,05% em amostras de PAAF e 79,05% em amostras séricas. Conclusao: Com a
utilizacao do painel proposto, poderiamos ter evitado 14 das 20 cirurgias realizadas em
pacientes com citologia indeterminada, nimero que representa uma redugao de 70% na
indicacao de tireoidectomias que apds o procedimento se mostraram desnecessarias.
Além disso, associagdo da expressao dos miRs com pior progndstico, principalmente para
o miR- 146b-5p, mostra que este pode ser usado como possivel marcador de recorréncia
da doenca e em alguns casos, auxiliando na estratificagdo de risco e consequentemente
na defini¢do de metas de TSH e terapias adjuvantes no seguimento dos DTCs.

Palavras-Chave: microRNA, nodulos tireoidianos, PAAF
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10 ABSTRACT

Introduction: The diagnosis of thyroid nodules is increasing the 80’s. Fine needle
aspiration biopsy (FNAB) remains the method of choice to exclude malignancy. It is
known that approximately 20-30% of FNA samples demonstrate indeterminate cytology,
and only 20% of these will be diagnosed as malignant after thyroidectomy. Thus,
searching for tools that could improve the accuracy of cytology, the microRNAs (miRs)
emerged as possible markers. miRs act as negative regulators of oncogenes and tumor
suppression genes, directly influencing the pathophysiology of malignant tumors. In this
sense, the idea of using them as a diagnostic marker, and adding them to the currently
existing clinical tools, we could also have more accurate information regarding the
prognosis of the disease. Objective: To define a miR panel to evaluate FNAB and
peripheral blood samples, able to differentiate benign from malignant nodules with high
accuracy and able in predicting the prognosis of patients with differentiated thyroid
carcinoma. Method: Prospective evaluation of 102 samples of FNAB and 41 of
peripheral blood, through RT-qPCR techniques for expression of miR-221, -222, -146b-
5p, -139, -145 and -484 was performed. Subsequently, their expression was compared in
relation to malignant and benign samples, and in relation to current clinical tools that are
used to determine prognostic factors, such as risk of recurrence (RR), type of response
(TR) and risk of death (RM) . Results: in FNA samples, miR-221, -146b-5p and -484
were significant in diagnosing malignant nodules. However, in blood samples, only miR-
146b-5p showed differential expression. Both, the increase in miR-222 and miR-146b-5p
were related to higher RR when evaluated in FNA samples. In serum samples, only miR-
146b-5p correlated with higher RR. Considering the evaluation of the entire panel, the
evaluation of the association of the studied miRs was shown to be 77.05% accurate in
FNA samples and 79.05% in serum samples. Conclusion: With the use of the proposed
panel, we could have avoided 14 of the 20 surgeries performed in the patients with
indeterminate cytology, a number that represents a 70% reduction in the indication of
thyroidectomies that after the procedure proved to be unnecessary. In addition, the
association of miRs expression with worse prognosis, especially for miR-146b-5p, shows
that this can be used as a possible marker of disease recurrence and, in some cases,
assisting in risk stratification and, consequently, in defining goals. of TSH and other
therapies in the follow-up of CTDs patients.

Keywords: microRNA, thyroid nodules, FNAB,
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