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Resumo

Santana NO. Perfil clinico e molecular dos carcinomas de células de Hiirthle da
tireoide [tese]. S&o Paulo: Faculdade de Medicina, Universidade de S&o Paulo;
20109.

INTRODUGCAO: A caracterizacdo gendmica dos carcinomas de células de
Hurthle da tireoide (CCHSs) estd em progressao. Estudos recentes identificam
alteracdes cromossdmicas e mutacdes de DNA mitocondrial, além de distinto
padrdo de expressdo génica das vias PI3K-AKT-mTOR e Wnt/B-catenina,
particularmente em CCHs extensamente invasivos. Entretanto, as potenciais
mutacdes condutoras ou as responsaveis pelo fenotipo rico em mitocondrias
nao estdo completamente definidas. OBJETIVOS: caracterizar clinicamente os
pacientes e avaliar o perfil molecular dos CCHs por meio de sequenciamento
paralelo em larga escala e correlaciona-lo com as caracteristicas clinicas,
histologicas e desfechos. METODOS: Avaliac&o retrospectiva de 52 CCHs e 49
adenomas de células de Hirthle (ACHs). Analisaram-se dados clinicos,
histolégicos, exames de ultrassonografia de tireoide e desfechos. Realizou-se o
sequenciamento do DNA extraido de 40 CCHs e 10 ACHSs por painel de 97
genes das vias MAPK, PI3K-AKT-mTOR, Wnt/B-catenina e Notch e outros,
como promotor do TERT e TP53. Os programas Lofreq, Mutect e Lancet
identificaram variantes somaticas, e os achados foram revisados no “Integrative
Genomics Viewer”. As alteragdes genéticas identificadas foram avaliadas no
banco de dados COSMIC70, e potenciais efeitos deletérios por ferramentas de
predicdo “in silico”. Os dados clinicos, histolégicos e desfechos dos CCHs
foram correlacionados com o perfil molecular. RESULTADOS: A idade média
dos pacientes com CCHs foi de 57,3 * 14,5 anos, com predominio do sexo
feminino (82,7%). Os nodulos malignos foram significativamente maiores que
os benignos (47,4 + 25,7 mm vs. 28,6 + 19,5 mm, p<0,001). Achados
ultrassonograficos suspeitos foram infrequentes nos CCHs (sélido 54,2%,
hipoecoico 37,5%, macrocalcificagbes 12,5%, microcalcificacoes 8,3%,
contornos irregulares 4,2%, altura > largura 16,7% e vascularizagcédo
predominante central 52,6%). Os carcinomas eram extensamente invasivos em

61,5%. Metéastases linfonodais ocorreram em 9,6% e a distancia em 13,5%.



Em seguimento médio de 92,7 meses, recorréncia e/ou persisténcia ocorreram
em 17,3% e Obito pela doenca em 3,8%. Houve variantes sométicas em 47,5%
dos CCHs (190 SNPs e 5 inserc¢des/delegdes). A via Wnt/B-catenina foi a mais
frequentemente alterada (30%), seguida das vias MAPK (27,5%) e PI3K-AKT-
MTOR (25%). Os genes com maior nimero de alteracbes foram FAT1 e APC
(12 e 18 mutacdes, respectivamente) em 17,5% dos casos. Ocorreram
mutacbes de NRAS em 7,5%, HRAS e KRAS em um CCH cada. Nao foram
identificadas mutacdes de BRAF e TP53, e as duas muta¢des do promotor do
TERT foram distintas das C228T e C250T. MutacBes foram mais numerosas
nos carcinomas extensamente invasivos. Nao houve associacdo significativa
entre perfil mutacional e dados clinicos e histopatol6gicos. CONCLUSAQO: O
perfil clinico dos pacientes com CCHs demonstrou idade média avancada e
predominio do sexo feminino. Na ultrassonografia, predominaram nodulos
sélidos, nao-hipoecoicos, sem calcificacbes, com contornos regulares, halo
periférico e vascularizagdo predominantemente central. Apesar de a maior
parte dos casos ter sido extensamente invasiva, metastases linfonodais e a
distancia foram infrequentes, assim como recorréncia ou persisténcia de
doenca. No sequenciamento paralelo em larga escala, observaram-se diversas
mutacdes destacando-se a via Wnt/B-catenina e seus genes FAT1 e APC. Nao
houve associacao do perfil mutacional com caracteristicas clinicas, histolégicas

e desfechos.

Descritores:  Nodulo da glandula tireoide; Neoplasias da glandula tireoide;
Células oxifilas; Ultrassonografia; Citologia; Transducdo de sinais;

Sequenciamento de nucleotideos em larga escala; Via de sinalizacdo Wnt.



Abstract

Santana NO. Clinical and molecular profile of Hirthle cell thyroid carcinomas
[thesis]. Sdo Paulo: “Faculdade de Medicina, Universidade de Sao Paulo”;
20109.

BACKGROUND: Genomic characterization of thyroid Hurthle cell carcinomas
(HCCs) has evolved recently. Studies have identified recurrent driver mutations,
chromosomal alterations and mitochondrial DNA mutations. PISK-AKT-mTOR
and Wnt/B-catenin pathways present distinct expression pattern, particularly in
widely invasive HCCs. However, potential novel driver mutations or alterations
responsible for mitochondrion-rich cells are not fully defined. OBJECTIVES: To
clinically characterize patients with HCCs; to assess molecular profile of HCCs
through next generation sequencing and to correlate it with clinical, pathologic
characteristics and outcomes. METHODS: Retrospective assessment of 52
HCCs and 49 Hurthle cell adenomas (HCAs). Clinical, histological, ultrasound
and outcome data were analyzed. Extracted DNA from 40 HCCs and 10 HCAs
was sequenced through a 97-gene panel targeting MAPK, PISK-AKT-mTOR,
Wnt/B-catenin and Notch pathways and other genes, such as a TERT promoter
and TP53. Variant callers Lofreq, Mutect and Lancet identified somatic variants,
which were reviewed using Integrative Genomics Viewer. Genetic alterations
were evaluated in COSMIC70 database and potential deleterious effects were
assessed by in silico prediction tools. Clinical, histological and outcome data
from HCCs were correlated with molecular profile. RESULTS: Mean age of
patients with HCC was 57.3 + 14.5 years, with a predominance of females
(82.7%). Malignant nodules were significantly larger than the benign ones (47.4
+25.7 mmvs. 28.6 £ 19.5 mm, p <0.001). Suspicious ultrasound features were
infrequent in HCCs (solid 54.2%, hypoechoic 37.5%, coarse calcifications
12.5%, microcalcifications 8.3%, irregular contours 4.2%, taller-than-wide shape
16.7%, central vascularization 52.6%). HCCs were widely invasive in 61.5% of
cases. Lymph node metastasis occurred in 9.6% and distant metastasis in
13.5%. At mean follow-up of 92.7 months, disease relapsed or persisted in

17.3%, and cancer-related death occurred in 3.8%. Somatic variants were



identified in 47.5% of HCCs (190 SNPs and 5 insertions/deletions). Wnt/[3-
catenin was the most frequently altered pathway (30%), followed by MAPK
(27.5%) and PI3K-AKT-mTOR (25%) pathways. FAT1 and APC were the most
frequently mutated genes (12 and 18 mutations, respectively) in 17.5% of
cases. NRAS mutations were present in 7.5% of HCCs, HRAS and KRAS in
one HCC each. No BRAF or TP53 mutation was found, and there were two
mutations in TERT promoter, different from C228T and C250T. Although
mutations were more numerous in extensively invasive HCCs, no significant
association was found between mutational profile and clinical, pathologic
characteristics or outcomes. CONCLUSION: HCC clinical profile demonstrated
advanced age at diagnosis and female predominance. Ultrasound showed
mostly solid, regular, non-hypoechoic nodules with peripheral halo and central
vascularization and without calcifications. Most HCCs were widely invasive, but
persistent disease, recurrence, lymph node and distant metastasis were
uncommon. HCC molecular profile depicted several mutations, mainly in Wnt/[3-
catenin pathway, particularly in FAT1 and APC genes. There was no
association between mutational profile and clinical, pathologic characteristics

and outcomes.

Descriptors:  Thyroid nodule; Thyroid neoplasms;  Oxyphil cells;
Ultrasonography; Cytology; Signal transduction; High-throughput nucleotide

sequencing; Wnt signaling pathway.



1. Introducéo

Nédulos de tireoide sdo definidos como lesdes radiologicamente
distintas do parénquima adjacente, e sua frequéncia pode variar de 19 a 67%
nos exames de ultrassonografia de tireoide'2. Os carcinomas de tireoide
representam 7 a 15% dos nddulos tireoidianos?3, sendo que os diferenciados
correspondem a cerca de 90% das neoplasias malignas da glandula. O
carcinoma papilifero de tireoide é o subtipo mais frequente, enquanto 0s
carcinomas de células de Hurthle correspondem a 3 a 4% das malignidades
tireoidianas®.

Um nddulo é classificado como tumor de células de Hirthle quando ha
mais de 75% de células de Hurthle — também chamadas de oncociticas ou
oxifilicas — na andlise histologica, sem caracteristicas nucleares de carcinoma
papilifero®. As células de Hurthle foram descritas pela primeira vez em 1898 por
Askanazy® e sdo derivadas das células foliculares da tireoide. Essas células
apresentam citoplasma abundante, finamente granular, eosinofilico, rico em
mitocdndrias — por vezes dilatadas e com formacBes vacuolares — além de

nucléolo proeminente e baixa relacao nucleo/citoplasma (Figura 1).
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Figura 1 — Fotomicrografia de células de Hurthle (coloracdo hematoxilina eosina em aumento
de 40x)



Além dos adenomas e carcinomas, as células de Hirthle estédo
presentes em outras patologias tireoidianas, como bdécio nodular, doenca de
Graves e tireoidite de Hashimoto, e em tireoides expostas a irradiagéo cervical.
Neste contexto de doencas benignas de tireoide, consideram-se as células de
Hurthle resultado da senescéncia celular. No entanto, atualmente se sabe que
essas células derivam de processo metaplasico em reposta ao estresse celular.
Atribui-se 0 acumulo de mitocondrias a mutagcbes no DNA mitocondrial, como
forma de adaptacdo a uma fosforilagdo oxidativa defeituosa’®.

Em adenomas de células de Hurthle, ndo ocorre invasdo capsular nem
vascular. Por outro lado, os carcinomas de células de Hurthle s&o
subclassificados em minima ou extensamente invasivos, de acordo com a
extensdo da invasdo capsular (Figura 2) elou vascular (Figura 3). Os
carcinomas minimamente invasivos sdo tumores encapsulados com focos
microscopicos de invasao capsular ou com menos de quatro focos de invasao
vascular, enquanto os extensamente invasivos apresentam quatro focos ou
mais de invasdo vascular, invasdo macroscopica da cépsula tumoral ou

invasao extratireoidiana® 10,

Figura 2 — Fotomicrografia de invasdo capsular de carcinoma de células de Hurthle (coloracdo
hematoxilina eosina em aumento de 10x)
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Figura 3 — Fotomicrografia de invasdo vascular de carcinoma de células de Hurthle (coloragao
hematoxilina eosina em aumento de 40x)

Todas as neoplasias de células de Hurthle foram inicialmente
classificadas malignas, mas foi demonstrado em seguida que a presenca de
invasdo determina a malignidade!l!. Embora os carcinomas de células de
Hurthle tenham sido considerados por um longo periodo subtipos dos
carcinomas foliculares da tireoide, recentemente os carcinomas de células de
Hurthle foram categorizados como entidade distinta pela Organizagdo Mundial
da Salde (OMS)®, ja que apresentam comportamento clinico distinto'212 e

perfil genético singulari®14.15,

1.1. Aspectos clinicos das neoplasias de células de Hurthle

Devido a baixa frequéncia dos tumores de células de Hirthle, ha poucos
estudos, com resultados heterogéneos acerca das suas caracteristicas clinicas
e ultrassonograficas.

Sexo masculino e idade avancada estdo associados a maior frequéncia
de carcinoma de células de Hirthle entre pacientes com citologias de padrdo
folicular com células oncociticas!®. A probabilidade de malignidade em

pacientes com mais de 45 anos e lesdes maiores que 1,5 cm com tal citologia



chega a 65%?'’. Apesar de os estudos apresentarem nimero limitado de
pacientes, o achado de carcinoma de células de Hirthle esta consistentemente
associado a maior dimenséo do nédulo e idade mais avancada®®!8-22, Quando
comparados a outros carcinomas diferenciados de tireoide numa série de 3.311
pacientes, os carcinomas de células de Hurthle sdo mais comuns entre homens
e pacientes com idade mais avancada, sdo maiores e apresentam
estadiamento mais avangado??.

N&o ha associacdo entre concentracdes mais elevadas de TSH e
carcinomas de células de Hurthle, ao contrario do descrito em carcinomas
papiliferos de tireoide?324,

Algumas caracteristicas  ultrassonograficas sdo classicamente
associadas a maior risco de malignidade, particularmente nos carcinomas
papiliferos de tireoide, e incluem nddulos soélidos, hipoecoicos, com margens
irregulares, microcalcificacdes, altura maior que largura e vascularizacao
predominantemente centralt?>28, Entretanto, poucos sdo o0s estudos
envolvendo as neoplasias de células de Hurthle. Alguns indicaram o tamanho
do tumor acima de 1,5 cm, presenca de hipoecogenicidade na ultrassonografia
e idade acima de 45 anos como preditores de malignidade nas neoplasias de
células de Hurthle, embora esses achados ndo tenham sido uniformes em
todas as populacdes estudadas!’2%-31,

O diagndéstico citoldégico também representa um desafio, pois a maioria
dos resultados séo indeterminados para malignidade. O valor preditivo positivo
para malignidade do achado de células de Hirthle na analise citolégica varia de
15% a 45%, sendo ainda mais baixo na presenca de tireoidite de Hashimoto
(9’5%)16,19,32.

Mesmo com o advento dos testes moleculares para auxiliar no
diagnéstico de citologias Bethesda 1ll e IV, os atualmente disponiveis néo
apresentam desempenho satisfatorio para o diagnostico diferencial das
neoplasias de células de Hurthle33*-28, Um novo teste gendmico traz avangos
em analise de transcriptoma, sequenciamento de RNA nuclear e mitocondrial,
namero de copias, perda de heterozigose e aprimoramento das ferramentas de
bioinformatica®®, enquanto a terceira versdo do Thyroseq apresenta alta

sensibilidade para lesdes oncociticas ao incluir analise do nimero de copias®®.



No entanto, ambos ainda demonstram baixa especificidade nesse cenario, pois
quase metade dos adenomas de células de Hurthle obtém resultado falso-
positivo36-38,

Dessa forma, a diferenciacdo mais precisa entre carcinomas e
adenomas de células de Hurthle ainda depende da identificacdo histopatolégica
de invasdo da capsula tumoral ou invasdo vascular ou do diagnéstico de
metastases®.

Os carcinomas de células de Hurthle minimamente invasivos tém
demonstrado comportamento menos agressivo quando comparados aos
extensamente invasivos, sem persisténcia ou recorréncia durante o
seguimento®®. De uma forma geral, a invasdo vascular extensa (= 4 focos) é
um preditor independente de recorréncia em carcinomas diferenciados de
tireoide, sendo o risco de recorréncia de 42% entre 0S casos com invasao
extensa e de apenas 1% entre 0s pacientes com invasdo vascular minima ou
ausente®®. Num estudo envolvendo apenas carcinomas de células de Hurthle, a
invasdo vascular extensa foi o preditor de recorréncia mais consistente.
Nenhum dos pacientes com invasdo vascular minima ou ausente apresentou
recorréncia em cinco anos de seguimento, enquanto os casos com 2 4 focos de
invasao vascular tém sobrevida livre de recorréncia de 20% no mesmo
periodo*©.

O tratamento dos carcinomas de células de Huirthle consiste em
tireoidectomia e terapia ablativa com 13!, tal como os demais carcinomas
diferenciados de tireoide. Entretanto, o carcinoma de células de Hiurthle
apresenta habitualmente menor capacidade de concentracdo do 131 134142 ¢
gue compromete seu potencial de resposta ao tratamento adjuvante com iodo
radioativo. Numa revisao de literatura incluindo 342 pacientes com carcinoma
de células de Hurthle, observa-se recorréncia em 31,4% dos casos e
mortalidade especifica de 21%, variando de 3,2% a 50% conforme o centro

avaliado?3.



1.2 Vias de sinalizacao intracelular e cancer de tireoide

1.2.1. Via MAPK

As alteragGes moleculares que levam ao desenvolvimento do adenoma
ou carcinoma de células de Hirthle ainda ndo sdo amplamente conhecidas.

Os carcinomas papiliferos sdo os mais extensamente avaliados até o
momento e tém seu perfil molecular amplamente estudado no consorcio
internacional do Atlas do Genoma do Cancer#¢. As principais alteracdes
moleculares observadas envolvem principalmente a ativacdo da via MAPK
(Figura 4), relacionada a resposta celular a sinais de crescimento e proliferacdo
e a falha nos mecanismos de apoptose celular. A mutacdo p.V600E do gene
BRAF é a alteracdo genética mais frequente, presente em 30 a 80% dos

casos*’48,
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Figura 4 — A via de sinalizacéo intracelular MAPK. Esta via é fisiologicamente ativada pela
ligacdo de fatores de crescimento aos receptores tirosina quinase (RTKs), como o RET,
resultando em dimerizacao do receptor e ativagao por autofosforilagcdo dos residuos de tirosina
do dominio intracelular. O receptor ativado, por meio de vérias proteinas adaptadoras, leva a
ativagdo da RAS, presente na face interna da membrana plasmatica. A RAS ativada se liga a
proteinas RAF (principalmente a BRAF), e esta, entdo, fosforila e ativa MEK (“mitogen-
activated protein kinase/ERK kinase”), que, por sua vez, ativa ERK (“extracellular-signal
regulated kinase”). ERK se transloca ao nucleo, onde regula a transcricdo de genes
relacionados a diferenciacdo, proliferacdo celular e apoptose. No carcinoma diferenciado de
tireoide, podem ocorrer alteracbes em diversos pontos desta via, por alteragcdes nos genes
BRAF, RAS e RET. Adaptado de Nikiforov, 20094°



Outras alteracdes moleculares relacionadas aos carcinomas papiliferos
de tireoide sdo as mutacdes ativadoras e pontuais do proto-oncogene RAS,
qgue incluem as isoformas HRAS, KRAS e NRAS, e ocorrem em menos de 10%
dos carcinomas papiliferos classicos, mas podem estar presentes em até 43%
dos casos de carcinomas papiliferos de variante folicular®. Os rearranjos
intracromoss6micos RET/PTC 1 e 3 estdo associados ao carcinoma papilifero,
especialmente em populacéo previamente exposta a radiacdo ionizante®!.

Apesar de 80% das alteragcbes moleculares dos carcinomas papiliferos
estarem concentradas em quatro genes (BRAF, NRAS, HRAS e RET), os
demais eventos genéticos estao distribuidos entre mais de 30 genes com baixa

frequéncia de mutagdes, a chamada “cauda comprida”®%2 (Figura 5).
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Figura 5 — Prevaléncia dos genes relacionados ao carcinoma papilifero de tireoide. Os genes
BRAF, NRAS, HRAS e RET acumulam mais de 80% das mutacBes somaticas e fusdes
génicas. As demais alteragdes moleculares estdo distribuidas entre mais de 30 genes, na
“cauda comprida”. Adaptado de Riesco-Eizaguirre e colaboradora, 20164°

Em relagdo aos carcinomas foliculares de tireoide, as mutacdes dos
genes RAS séo as mais frequentes, presentes em 22 a 49% dos casos. Estas
alteracdes do RAS também sé&o ativadoras da via de sinalizagéo intracelular da
via MAPK e séo consideradas eventos precoces da tumorigénese, pois séo
também observadas em 23 a 48% dos adenomas foliculares. Outra alteracao

molecular associada ao carcinoma folicular de tireoide € o rearranjo

PAX8/PPARYy, que corresponde a translocagcéo do dominio que se liga ao DNA



do gene PAX8 com os dominios A-F do gene PPARy. Nikiforova et al.53
demonstram que este rearranjo estad presente em cerca de 40% dos
carcinomas e 4% dos adenomas foliculares.

Cabe ressaltar que, apesar de ser amplamente conhecido que as
mutacOes de RAS, BRAF e o rearranjo RET/PTC sao mutuamente exclusivos
em carcinomas papiliferos, ha evidéncias de coexisténcia dessas alteracdes
em casos avanc¢ados e associacdo com pior progndstico*’:%4.

As mutacdes dos genes RAS sao pouco frequentes nos carcinomas de
células de Hurthle'?1415 enquanto os rearranjos RET/PTC e PAX8/PPARy néo
foram descritos nesses carcinomas?®.

Sabe-se que mutagdes em pontos distintos da via MAPK levam a
diferentes padrbes de sinalizacdo intracelular, expressdao génica e
caracteristicas clinicas nos carcinomas papiliferos. A mutacdo p.V600E do
BRAF, frequente nas variantes classica e de células altas, gera ativacao
intensa da proteina BRAF em mon6mero, irresponsiva ao efeito de
retroalimentacdo negativa do ERK/MAPK, o que inibe a expressao de genes
envolvidos na captacdo e metabolismo do iodo e, consequentemente, pode
levar a refratariedade ao tratamento com iodo radioativo. Por outro lado,
mutacbes do RAS e rearranjos dos genes dos receptores tirosina quinase,
como RET e NTRK, encontrados nas variantes classica e folicular do papilifero,
mantém a susceptibilidade a retroalimentacdo negativa do ERK e a expressao
adequada dos genes relacionados ao metabolismo do iodo, com maior avidez
pelo iodo radioativo**%2, Entretanto, a associacdo de tais alteracdes
moleculares com pior prognéstico € controversa. Possivelmente a presenca de
outras alteracbes moleculares concomitantes a mutacdo de BRAF, como
mutacdo do promotor do gene TERT (“telomerase reverse transcriptase”), seja
responsavel pelo pior prognéstico dos carcinomas papiliferos®>%. Nos
carcinomas de células de Hurthle, sdo descritas muta¢cdes do BRAF em apenas
7% dos casos analisados, além de 12% dos casos com hiperexpressao desse
gene associada a duplicacdo do cromossomo 7415 enquanto mutacdes do
promotor do TERT ocorrem em 22% dos casos de carcinomas de células de

Harthle, predominantemente nos extensamente invasivos4.



1.2.2. Via PIBK/AKT/mTOR

A ativacdo anOmala da via fosfatidilinositol-3-quinase/serina-treonina
quinase (PI3K/AKT) apresenta um papel relevante na tumorigénese tireoidiana,
especialmente em carcinomas foliculares e anaplasicos. Ha diversos “drivers”
ativadores desta via descritos em tumores de tireoide: mutacbes ou
amplificacdo do gene PIK3CA, mutacdes do RAS ou PTEN, rearranjos
RET/PTC ou PAX8/PPARy, amplificagcdo dos genes PIK3CB, PDK1 e AKT,
além de silenciamento epigenético do PTEN por metilagdo. O rearranjo
RET/PTC, as mutacdes de RAS ou de genes dos receptores tirosina quinase
podem ativar tanto a via PISK/AKT como a MAPK®’.

A atuacdo da via PI3K/AKT em neoplasias de tireoide foi descoberta
pela associacao entre a Sindrome de Cowden, causada por mutacdes no gene
PTEN, e adenomas e carcinomas foliculares de tireoide®®.

A proteina alvo da rapamicina em mamiferos (mMTOR), por sua vez,
modula fungbes celulares relacionadas ao seu crescimento e proliferacao,
como sintese de proteinas, nucleotideos e lipidios, além de inibicdo da
autofagia. A mTOR tem papel importante na carcinogénese, e pode ser ativada

por AKT na sua forma fosforilada (Figura 6)>7:59:60,
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Crescimento, proliferagao celular e apoptose

Figura 6 — Esquema simplificado da via PISK/AKT/mTOR e MAPK na carcinogénese
tireoidiana. O receptor tirosina quinase (RTK) é ativado por fatores de crescimento, ou
constitutivamente se houver rearranjo RET/PTC. A proteina RAS pode ativar ambas as vias,
enquanto PTEN é um regulador negativo da via PI3K-AKT. AKT fosforilada ativa mTOR, outra
via de sinalizag&o intracelular com papel relevante na carcinogénese

Conforme estudo recente, mutacdes das vias MAPK e PIK3/AKT/mTOR
sdo encontradas em 55% dos carcinomas de células de Hurthle, sendo que
20% dos casos apresentam no minimo um receptor tirosina quinase mutado?4.
Além disso, ha elevada expressdo de mTOR em carcinomas de células de
Harthlelo,

1.2.3. Via Notch
A via Notch é uma via altamente conservada entre as espécies e esta
envolvida nos processos de desenvolvimento de células embrionarias,

diferenciacao, proliferacao celulares e apoptose. Os componentes da via Notch
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incluem proteinas transmembrana, e sua sinalizacdo abrange a interacéo
intercelular®?.

O papel da via Notch na carcinogénese foi inicialmente descrito em
melanomas e envolve o miR-146a%62 (Figura 7). Os micro-RNAs sé&o
moléculas de RNA néo-codificantes, que regulam a expressao génica em nivel
pos-transcricional, podendo funcionar como supressores tumorais ou
oncogenes.

Estudo in vitro mostra que a via Notch pode ser ativada pela via MAPK,
uma das mais importantes na tumorigénese tireoidiana®. Este estudo envolve
células de carcinomas papiliferos de tireoide e demonstra que a ativacdo da via
MAPK por meio dos oncogenes RET/PTC3 ou BRAFT179A é capaz de ativar a
sinalizagdo da via Notch. Por outro lado, o bloqueio desta via com inibidores de
X-secretase ou RNA interferente para NOTCHL1 reduz a proliferacdo de células

de carcinomas papiliferos®.
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Figura 7 — A via Notch. No melanoma, a via Notch pode contribuir para a carcinogénese por
meio da desregulacdo da atividade de um microRNA (miR-146a). A ativacdo oncogénica da via
MAPK, como a gerada por muta¢gBes do BRAF ou NRAS, e o fator de transcricdo MYC levam &
regulacdo positiva do miR-146a. O precursor do miR-146a, particularmente o que apresenta
um polimorfismo de nucleotideo Unico (SNP) com o alelo G na posicdo 40, regula
negativamente a proteina NUMB, a qual quando ativada suprime a atividade da NOTCH.
Portanto, quando NUMB ¢€ inibida pelo miR-146a, hd aumento da atividade de NOTCH, o que
leva a maior proliferacdo celular. Adaptado de Garraway®?
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1.2.4. Via Wnt/B-catenina

A via Wnt/B-catenina estd envolvida no crescimento e proliferacédo
celulares, e sua ativagao constitutiva foi descrita em diversas neoplasias, como
o carcinoma colorretal e de mama. A B-catenina, ativada pelo Wnt, transloca-se
para o nucleo e aumenta a transcricdo de proto-oncogenes. Em carcinomas de
tireoide, as formas conhecidas de ativacdo dessa via incluem a via PI3K/AKT
por meio da inativacdo da glicogénio sintase quinase 3 (GSK3), responséavel
pela degradacdo da p-catenina, ou por mutacdes ativadoras do gene
codificador da B-catenina, o CTNNB1%. A B-catenina apresenta papel
consideravel nos carcinomas pouco diferenciados e anaplasicos®*%’, o que

indica uma potencial importancia desta via na agressividade tumoral (Figura 8).
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Figura 8 — A via Wnt/B-catenina e a carcinogénese tireoidiana. Inicialmente, os receptores
tirosina quinase (RTK) ativados levam & ativacdo da proteina RAS e, subsequentemente, da
PI3K. A PI3K ativada converte a fosfatidilinositol-4,5-bisfosfato (PIP2) em fosfatidilinositol-3,4,5-
trifosfato (PIP3). A PIP3, por sua vez, ativa a proteina quinase dependente de fosfoinositideos-
1 (PDKZ1), que se liga & AKT, levando & sua fosforilagéo (P) e ativacdo. A AKT fosforilada entra
no nucleo, onde induz a expressdo de oncogenes, e no citoplasma ativa outras vias de
sinalizacdo, como a via Wnt/B-catenina. A AKT fosforilada inativa a glicogénio sintase quinase
3B (GSK3B). A GSK3B normalmente inibe a B-catenina, ou seja, a AKT ativada retira o efeito
supressor da GSK3[ sobre a -catenina, permitindo que esta entre no nucleo e promova a
expressdo de oncogenes. Adaptado de Xing®8
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1.3. Alteracdes moleculares especificas dos carcinomas de células de

Hurthle

Os carcinomas de células de Hurthle apresentam carga mutacional
elevada de 2,6/Mb, especialmente se comparados aos carcinomas papiliferos
de tireoide, com apenas 0,41/Mb415,

Alteracbes cromossbmicas tém se mostrado evento recorrente nos
carcinomas de células de Hurthle. Corver et al.®® demonstram haploidizacdo
quase completa do genoma, com retencdo ou endorreduplicacdo do
cromossomo 7. A hipbétese aventada pelos autores é de que a producéo
deficiente de energia pelas mitocondrias nos carcinomas de Hurthle leva a uma
segregacdo mitética desbalanceada, o que acaba gerando a haploidiza¢do da
célula apos vérios ciclos de divisdo celular. Como células haploides necessitam
de menor quantidade de energia, teriam vantagem na sua replicacdo e seriam
selecionadas a medida que o tumor progredisse. Andlises genémicas mais
recentes corroboram a relevancia das alteracdbes cromossomicas nos
carcinomas de células de Hurthle. Ganly et al.'* observam que carcinomas
extensamente invasivos sdo em sua maioria polissdbmicos com duplicacdo
universal do cromossomo 7 e, ocasionalmente, apresentam também duplicacéo
dos cromossomos 5 e 12. Os demais cromossomos apresentam-se haploides
ou com dissomia uniparental*4. Gopal et al.*®, por sua vez, caracterizam trés
padrdes de distribuicdo de ploidia entre os carcinomas de células de Hurthle: 1)
haploidia quase total, 2) ploidia silenciosa, incluindo tumores diploides, e 3)
ploidia complexa, podendo apresentar duplicacdo de todo o genoma. Esse
estudo associa a ampla perda de heterozigose com pior prognéstico, sendo
esta forte preditora de recorréncias e metastases a distancia®®.

Como as células de Hurthle sdo ricas em mitocdndrias, parte dos
estudos investigam alteracbes de genes relacionados ao metabolismo
mitocondrial. Em casos familiares de tumores oncociticos de tireoide, ha um
locus predisponente ao carcinoma de células de Hurthle no cromossomo
19p13.2, o TCO (“Thyroid tumour with Cell Oxyphilia”)’°, regido cromossdmica
gue compreende diversos genes envolvidos com o metabolismo mitocondrial.
Bonora et al.”! estudam sangue periférico de oito familias com tumores

oncociticos de tireoide e identificam variantes germinativas no gene do
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transportador de membrana mitocondrial, TIMM44. Além disso, mutacfes do
gene NDUFA13 (previamente chamado de GRIM19), localizado no locus TCO,
também sdo identificadas em 15% dos carcinomas esporadicos de células de
Harthle2,

Mutacbes de DNA mitocondrial também s&o relacionadas a
tumorigénese de neoplasias de células de Hirthle. Gasparre et al.”® identificam
mutac¢des em genes de subunidades do complexo | da cadeia de transporte de
elétrons mitocondrial nos tumores oncociticos. Os estudos de analise gendmica
integrada de carcinomas de células de Huorthle incluem exoma,
sequenciamento de DNA mitocondrial e analise da variacdo do namero de
cOpias, entre outras técnicas, e evidenciam frequentes mutacdes de DNA
mitocondrial envolvendo subunidades do complexo I, mas sem relacdo com
agressividade dos carcinomas. Entretanto, mutaces de DNA mitocondrial
também sdo observadas em adenomas, sugerindo que eventos adicionais
seriam necessarios para a progressao tumoral'415,

No que se refere a alteragcbes do DNA gendmico, os carcinomas de
células de Hurthle apresentam heterogeneidade de genes mutados. Estudo do
exoma de dois casos de carcinoma de células de Hurthle identifica mutacdes
do gene MEN1, com perda de funcdo associada a perda de heterozigose. A
analise subsequente de outros 72 carcinomas demonstra mutacdes deste gene
em 4% dos casos. Nenhum desses pacientes apresenta quadro clinico de
neoplasia endécrina multipla tipo 174. Mutacdes recorrentes em genes das vias
MAPK e PI3K-AKT-mTOR, vias de dano/reparo do DNA e vias relacionadas a
modificacdes epigenéticas sdo descritas em estudos de andlise exdmica, com
maior frequéncia de mutacBes dos seguintes genes: ERBB2 (11%), NRAS
(9%), TP53 (12%), ATM (10%), CDKN1A (7%) e KMT2D (7%)'*'5. Observa-se
também maior frequéncia de mutacdes na regidao promotora de TERT (22 a
27%), mutacdes de DAXX, que € um gene relacionado a alongamento
telomérico (17%), e outros genes, como NF1 (17%) e EIF1AX (11%)*,

Finalmente, a analise de expressao génica de carcinomas de células de
Hurthle demonstra perfil transcricional distinto nos carcinomas extensamente

invasivos quando comparados com adenomas e carcinomas minimamente
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invasivos, destacando-se a ativacdo das vias PISK-AKT-mTOR e Wnt/B-
catenina®®.

A heterogeneidade de achados e o conhecimento limitado de potenciais
mutacdes “driver” e do envolvimento de vias de sinalizag&o intracelular nos
carcinomas de células de Hirthle requer estudo molecular mais detalhado.
Ampliar o entendimento sobre as mutacfes relacionadas ao carcinoma de
células de Hurthle poderia ndo somente otimizar o diagnostico pré-operatorio
de nodulos de tireoide com citologia indeterminada, como também permitir a
identificacdo dos casos mais agressivos e auxiliar o desenvolvimento de novas
estratégias terapéuticas visando alvos moleculares especificos nos carcinomas

de células de Hurthle refratarios a iodoterapia.

1.4. Sequenciamento paralelo em larga escala

O sequenciamento paralelo em larga escala permite sequenciar
simultaneamente milhdes de fragmentos de DNA e tem auxiliado na
compreensdo do perfil genético de diversos tumores, inclusive de tireoide®>:°2,
Dada a complexidade e heterogeneidade da carcinogénese, 0 sequenciamento
em larga escala se mostra particularmente util, pois tem potencial de identificar
qualquer mutacdo somatica dentro do painel, independentemente da
frequéncia alélica, desde que atinja a cobertura adequada. Diversas alteracdes

genéticas podem ser avaliadas.
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2. Objetivos

Os objetivos deste estudo foram:

1. Caracterizar clinicamente os pacientes com carcinomas de células de
Hurthle da tireoide;

2. ldentificar alteracbes de genes relacionados a tumorigénese dos
carcinomas de células de Huirthle por meio de painel de
sequenciamento paralelo em larga escala;

3. Relacionar as alteragbes moleculares identificadas com caracteristicas
clinicas, histologicas e desfechos dos pacientes com carcinomas de

células de Hurthle.
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3. Materiais e métodos

3.1. Selecao de pacientes

Foram selecionados retrospectivamente casos de carcinomas e
adenomas de células de Hurthle submetidos a tireoidectomia no Hospital das
Clinicas da Faculdade de Medicina da Universidade de S&o Paulo ou no
Instituto do Cancer do Estado de S&o Paulo no periodo de 1998 a 2017. Os
dados clinicos, laboratoriais, ultrassonograficos, citolégicos e histopatologicos

foram avaliados por meio de reviséo de prontuarios, quando disponiveis.

O material tumoral conservado em parafina de nove casos externos de
neoplasias de células de Hurthle foi obtido com a colaboracdo do Hospital

Aleméo Oswaldo Cruz de Séo Paulo e da Universidade Federal de Sergipe.

3.1.1. Consideracdes éticas

O estudo foi conduzido de acordo com os principios éticos e orientacdes
contidas na declaracdo de Helsinki e segundo os termos descritos pela Portaria
196/96 do Conselho Nacional de Saude.

O projeto foi aprovado pela Comissdo de Etica em Pesquisa da
Faculdade de Medicina da Universidade de Sao Paulo (CAAE n°
57784616.0.0000.0065, parecer da Plataforma Brasil n°® 1.856.535). O termo de
consentimento livre e esclarecido (TCLE) foi aplicado nos pacientes ainda em
tratamento no nosso servico (Anexo A). Como se tratava de pesquisa
retrospectiva envolvendo levantamento de prontuarios e amostras parafinadas,
de acordo com o capitulo 1V.8 da resolucdo 466/12, o TCLE foi dispensado nas
seguintes circunstancias: obito do paciente, individuos que ndo acompanhavam
mais em nosso servico ou com cadastro desatualizado, impossibilitando sua
localizagé&o.

As informacgOes foram apresentadas de forma coletiva, sem qualquer

prejuizo para os individuos envolvidos, especialmente no que diz respeito a
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mencdo de nomes dos pacientes envolvidos. A confidencialidade dos
resultados obtidos foi garantida a todos os pacientes envolvidos neste estudo.

Essa pesquisa foi desenvolvida com o apoio dos recursos financeiros da
FAPESP (processo 2015/14819-7).

3.2. Avaliacdo clinica, ultrassonogréfica, citolégica e histopatoldgica
dos tumores de células de Hurthle

Os seguintes dados foram avaliados nos casos de carcinomas e
adenomas de células de Hurthle:

e Sexo;

e |dade ao diagnéstico;

e Funcéo tireoidiana e anticorpos antitireoidianos pré-operatorios;
e Caracteristicas ultrassonograficas pré-operatérias;

e Tamanho do tumor no exame anatomopatoldgico.

Nos casos de carcinoma de células de Hurthle, foram levantadas as

caracteristicas abaixo:

e Tipo de cirurgia;

e Multicentricidade;

e Extensdo da invaséo da capsula tumoral,

e Presenca de invasao vascular e/ou linfatica;

e Presenca de extensao extratireoidiana;

e Coexisténcia de outros carcinomas ou nodulos coloides;

e Dosagem de tireoglobulina e anticorpo antitireoglublina pos-
operatorios;

e Estadiamento segundo a “American Joint Committee on Cancer”
(AJCC)/TNM (82 edicao)’>;

e Risco de recorréncia segundo a “American Thyroid Association”
(ATA)Y

e Presenca de metastases linfonodais ou a distancia ao diagnostico e

durante o seguimento;
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e Tratamento com [3%;
e Resultado da pesquisa de corpo inteiro apos iodoterapia;

e Resposta ao tratamento de acordo com a classificacdo da ATA?.

As concentracdes séricas de TSH foram determinadas por ensaios
comerciais de fluoroimunoensaio (AutoDELFIA®, Upsala, Turku, Finlandia) até
2012, e eletroquimioluminescéncia (Roche Diagnostics GmbH, Mannheim,
Alemanha) a partir de entdo. Os valores seéricos de anti-TPO e
antitireoglobulina foram obtidos por ensaios comerciais de fluoroimunoensaio
indireto  (AutoDELFIA ®, Upsala, Turku, Finlandia) até 2012, e
guimioluminescéncia (Access, Beckman Coulter, Fullerton, EUA) a partir de
entdo. A dosagem da tireoglobulina sérica foi realizada por ensaio
imunoquimioluminométrico DC até 2012 e imunoquimioluminométrico DX a

partir de entao.

Imagens de ultrassonografia de tireoide no modo-B pré-operatorias
estavam disponiveis em 53 casos (24 carcinomas e 29 adenomas de células
de Hurthle), enquanto imagens do estudo de Doppler em 39 casos. Dois
radiologistas experientes realizaram uma revisao simples-cego das imagens, e,
no caso de discordancia, um terceiro radiologista as revisou. As seguintes
caracteristicas foram avaliadas: tamanho, ecogenicidade, aspecto sélido e/ou
cistico, calcificacdes, contornos, presenca de halo hipoecoico periférico, padrao
de vascularizacdo e presenca de outros nddulos ou linfonodos atipicos. As
dimensdes do nddulo foram aferidas, a fim de avaliar se a altura era maior que
a largura. A ecogenicidade do nédulo foi determinada pela comparagcao com o
parénquima tireoidiano normal. As margens foram classificadas como regulares
ou irregulares. Microcalcificagdes foram definidas como focos hiperecoicos, de
até 1 mm sem sombra acustica, enquanto as macrocalcificacdes como focos >
1 mm com sombra acustica posterior’®. O padrédo de vascularizagéo foi definido
como periférico, se houvesse predominio de vascularizacdo perinodular, ou
central, caso predominasse vascularizagdo intranodular. Analisamos o
desempenho diagnéstico das seguintes caracteristicas ultrassonograficas
suspeitas: hipoecogenicidade, aspecto sélido, contornos irregulares, auséncia

de halo hipoecoico, micro ou macrocalcificacdes, altura > largura e
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vascularizacdo central. Aléem disso, os nédulos foram classificados de acordo
com o “Thyroid Imaging, Reporting and Data System” (TI-RADS)’’. Dessa
forma, também foi avaliado o desempenho diagndstico das categorias TI-RADS

4 e 5, que correspondem a nédulos de moderada a alta suspeicao.

Foram levantados os resultados da citologia aspirativa dos carcinomas e
adenomas de células de Hirthle. Em casos com puncdo de mais de um nédulo,
foi selecionada a analise citologica da lesdo correspondente a neoplasia de
células de Hurthle no exame anatomopatolégico. Como a avaliacao foi baseada
em informagbes de prontuario, classificamos os casos de acordo com o0s
padrbes descritos nos relatorios citoldgicos: bdcio adenomatoso, padréo
folicular e padréo folicular com células de Hurthle. O sistema Bethesda nao foi

utilizado nos laudos.

Os carcinomas foram classificados conforme dois sistemas. O
estadiamento segundo a AJCC em sua 82 edicdo, que permite estimar a
sobrevida dos pacientes com carcinoma diferenciado de tireoide, e se baseia
no sistema TNM (Tabela 1)’ e a classificacdo da ATA, que prediz o risco tanto
de recorréncia como de persisténcia do carcinoma diferenciado de tireoide?.
Como a estratificacdo de risco da ATA nao diferencia carcinomas de células de
Hurthle, optamos por seguir os parametros apresentados para 0s carcinomas

foliculares (Tabela 2).

Tabela 1 — Classificagdo TNM do carcinoma diferenciado de tireoide de acordo com
AJCC, 82 edicdo

Definicdo

TO Sem evidéncia de tumor primario

T1 Tumor intratireoidiano < 2 cm no maior diametro
T1la: tumor intratireoidiano < 1 cm no maior didmetro
T1b: tumor intratireoidiano > 1 cm e < 2 cm no maior didmetro
T2  Tumor intratireoidiano > 2 cm e < 4 cm no maior diametro
T3  T3a:tumor intratireoidiano > 4 cm no maior didmetro
T3b: tumor de qualquer tamanho com extensdo extratireoidiana grosseira invadindo
apenas musculos cervicais (esternohioideo, esternotireoideo, tirohioideo e omoioideo)
T4  T4a: tumor de qualquer tamanho com extensdo extratireoidiana grosseira invadindo
tecido subcutaneo, laringe, traqueia, esdéfago ou nervo laringeo recorrente
T4b: tumor de qualquer tamanho com extensdo extratireoidiana grosseira invadindo
fascia pré-vertebral ou envolvendo artéria carotida ou vasos mediastinais

continua
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Tabela 1 - Classificacdo TNM do carcinoma diferenciado de tireoide de acordo com
AJCC, 82 edicdo

NO Sem metéastases linfonodais regionais
NOa: um ou mais linfonodos benignos confirmados pela citologia ou histopatologia
NOb: sem evidéncia clinica ou radioldgica de metastases linfonodais locorregionais
N1 Metéastases em linfonodos regionais
Nla: Metastases em niveis VI ou VIl (pré-traqueal, paratraqueal, pré-laringeo ou
mediastinal superior). Uni ou bilateral
N1b: Metastases em niveis |, II, lll, IV, V ou retro-faringeo. Uni, bi ou contralateral
MO Sem metastases a distancia

M1 Presenca de metastases a distancia

Pacientes < 55 anos ao diagnéstico

I Qualquer T Qualquer N MO
Il Qualquer T Qualquer N M1
Pacientes 2 55 anos ao diagnéstico
I T1 NO/NX MO
T2 NO/NX MO
Il T1 N1 MO
T2 N1 MO
T3a/T3b Qualquer N MO
11 T4a Qualquer N MO
IVA T4b Qualquer N MO
IVB Qualquer T Qualquer N M1

Adaptado de Tuttle e colaboradores™

A classificacdo como minima ou extensamente invasivo dos carcinomas
de células de Hirthle foi revista por patologista experiente. Consideraram-se
minimamente invasivos os tumores encapsulados com focos microscépicos de
invasao capsular ou com menos de quatro focos de invasdo vascular e como
extensamente invasivos, 0s carcinomas com quatro focos ou mais de invaséo

vascular, invasao extensa da cdpsula tumoral ou invasao extratireoidiana.
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Tabela 2 — Estratificacdo de risco dos carcinomas de células de Hurthle baseada nas

diretrizes da ATA

Risco

Definicao

Baixo

Intermediario

Alto

Carcinoma intratireoidiano com invasédo capsular e
menos de quatro focos de invasdo vascular

Invaséo microscopica de tecidos moles
peritireoidianos

Captacéo de 1'3! fora do leito tireoidiano

N1 clinicamente manifesto ou mais de cinco
linfonodos < 3 cm acometidos a histopatologia
Carcinoma com extensa invasao vascular (mais de
guatro focos de invasao vascular)

Invasdo macroscoépica de tecidos peritireoidianos
Resseccéao incompleta

Metastases a distancia

Tireoglobulina pos-operatoria sugestiva de
metastases a distancia

N1 com linfonodo metastatico > 3 cm

Adaptado de Haugen e colaboradores?

A avaliacdo da resposta ao tratamento também foi baseada nos critérios
estabelecidos pela ATA! (Tabela 3).

Tabela 3 — Classificacdo da resposta ao tratamento do carcinoma diferenciado de

tireoide segundo a ATA

Resposta

Definicao

Excelente

Indeterminada

Bioquimica
incompleta

Imagem negativa e

Tireoglobulina (Tg) sob supressao < 0,2 ng/mL ou
Tg estimulada < 1,0 ng/mL

Achados radioldgicos inespecificos

Captacao ténue no leito tireoidiano na pesquisa de
corpo inteiro com 1131

Tg sob supresséao detectavel, mas < 1 ng/mL

Tg estimulada detectavel, mas < 10 ng/mL ou
Anticorpo antitireoglobulina estavel ou em queda
Imagem negativa e

Tg sob supresséo = 1,0 ng/mL ou

Tg estimulada = 10 ng/mL ou

Anticorpo antitireoglobulina em ascensao

Estrutural incompleta Evidéncia de doenca estrutural

Adaptado de Haugen e colaboradores?
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Relacionamos as seguintes caracteristicas clinico-patologicas com perfil

mutacional: grau de invasdo (minima ou extensamente invasivo), metastases

linfonodais ou a distdncia no diagndstico e seguimento, recorréncia e/ou

persisténcia de doenca e resposta ao tratamento (excelente/indeterminada ou

bioquimica/estrutural incompleta) no primeiro ano e na Ultima avaliacédo

ambulatorial.

3.3.

Sequenciamento paralelo em larga escala

De maneira simplificada, esta técnica consiste em quatro etapas

principais (Figura 9):

Preparo da biblioteca: o DNA é fragmentado aleatoriamente e ligado a
sequéncias adaptadoras nas extremidades 5’ e 3’ (Figura 9A);

Geracdo de “clusters” (clones): cada fragmento de DNA ligado é
amplificado em agrupamentos distintos por ligacdo em ponte (Figura
9B);

Sequenciamento: as bases sado incorporadas sequencialmente e
imagens sdo obtidas a partir da emisséo de fluorescéncia de cada base
incorporada (Figura 9C);

Alinhamento e andlise de dados: os fragmentos amplificados sé&o
alinhados a uma sequéncia de referéncia por “software” de
bioinforméatica. A partir deste alinhamento, sdo identificadas as
diferencas em relacdo ao genoma de referéncia (Figura 9D) e se utilizam
ferramentas de bioinformatica para processar, mapear, alinhar e analisar

os dados’é.
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A. Preparo da biblioteca B. Amplificacéo clonal

DMNA gendmico

Fragmentacdo | || || | [

Adaptadores
- - Ciclos de
amplificacéo

l Ligagao em ponte
Sequenciamento - ‘ ‘ ‘
biblioteca | I

I
| | | | |

Clones

“Flowcell”

C. Sequenciamento D. Alinhamento e analise dos dados

%
I I|| € (-] -
ATGGCATTGCAATTTGACAT
| Il TGGCATTGCAATTTG

GCATTGCAATTTGAC
Fragmentos | AGATGGTATTG
- GATGGCATTGCAA
. amplificados ATGGCATTGCAATT
Ciclos de AGATGGCATTGCAATTTG
amplificacéo
em ponte
Imagem
C . digital
| Exportacio dos dados (?:f”e‘;ré”nacge AGATGGTATTGCAATTTGACAT
Fragmento 1: ATGGCATTGCAATTTGACAT
Fragmento 2: TGGCATTGCAATTTG
Fragmento 3: AGATGGTATTTG

Fragmento 4: GATGGCATTGCAA

Figura 9 — Esquema das quatro etapas envolvidas no sequenciamento paralelo em larga
escala. A) preparo da biblioteca: a biblioteca é preparada por meio da fragmentagdo do DNA
gendmico e ligacdo dos adaptadores especificos para cada amostra em ambos os lados dos
fragmentos. B) geracdo de clones: a biblioteca é depositada sobre a “flowcell”, e os fragmentos
séo hibridizados em sua superficie. Cada fragmento é clonado por meio da amplificacdo em
ponte. C) sequenciamento: reagentes de sequenciamento, inclusive nucleotideos marcados
com fluorescéncia, sdo adicionados, e a primeira base incorporada. A emissdo da fluorescéncia
de cada base incorporada em cada clone na “flowcell” é captada. O comprimento de onda
emitido e sua intensidade sdo usados para identificar a base. Este ciclo é repetido “n” vezes
para gerar a leitura de “n” bases. D) alinhamento e andlise de dados: fragmentos amplificados
sdo alinhados de acordo com uma sequéncia de referéncia por meio de “software” de
bioinformética. Apés o alinhamento, as diferencas entre o genoma de referéncia e os
fragmentos amplificados recém-sequenciados podem ser identificadas. Adaptado de lllumina

Inc.”®
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3.3.1. Extracdo do DNA gendémico de amostras conservadas em parafina

A partir de amostras de tumores conservados em parafina, realizamos a
extracdo de DNA bem-sucedida de 40 carcinomas e 10 adenomas de células
de Hurthle. Foram obtidas quatro seccbes de 10 um dos tumores e de seus
respectivos tecidos tireoidianos normais, que foram armazenadas
separadamente em microtubos de 1,5 mL. A extracdo do DNA gendmico foi
realizada por meio do kit “QlAamp® DNA FFPE Tissue” (Qiagen, Dusseldorf,
Alemanha) no Laboratorio de Endocrinologia Celular e Molecular (LIM 25) da
Disciplina de Endocrinologia da Faculdade de Medicina da Universidade de

Sao Paulo.

No processo de extracdo, foi adicionado 1 mL de xilol em cada
microtubo contendo os cortes de material parafinado, seguido por agitagcdo em
vortex por 15 segundos. Realizou-se a centrifugacdo em velocidade maxima
por dois minutos em temperatura ambiente (15 a 25°C) e, posteriormente, foi
retirado o sobrenadante. Foi misturado 1 mL de etanol absoluto ao precipitado
e realizada a agitacdo em vortex, a fim de extrair o xilol residual. Apos
centrifugagcdo em velocidade maxima por dois minutos em temperatura
ambiente, o sobrenadante e o etanol residual foram removidos. Os microtubos
abertos foram mantidos a 37°C por 10 minutos ou até todo o etanol evaporar. O
precipitado foi ressuspendido com 200 L de solucdo-tampao ATL e 25 pL de
proteinase K, seguido por agitacdo em voértex. Os microtubos foram incubados
a 56°C durante a noite com agitacdo em banho-maria. Foi realizada
centrifugacéo para retirar as goticulas da tampa, e em seguida incubacédo a
90°C em termobloco por uma hora, com o objetivo de reverter parcialmente as
modificacdes causadas pelo formol nos acidos nucleicos. Em seguida, foram
adicionados 200 pL de solucédo-tampdo AL e 200 pL de etanol absoluto,
agitando em vortex e centrifugando por dois minutos apés. Um volume de 700
puL do conteudo do microtubo foi cuidadosamente transferido para a coluna de
eluicdo (“QIAamp MinElute column”) sem tocar as bordas do tubo e, entdo,
centrifugado a 9.000 rpm por um minuto e, em seguida, o volume presente no
tubo coletor foi desprezado. O tubo coletor foi desprezado e substituido por um

novo. Este processo de centrifugacédo e descarte do tubo coletor e seu
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conteudo foi repetido mais duas vezes apos adicdo de 500 uL de solugao-
tampao AW2 em cada. As amostras foram, entdo, centrifugadas por quatro
minutos a 14.000 rpm e transferidas para novos microtubos, onde foram
adicionados 40 pyL de solugdo-tampao ATE, incubados por 10 minutos em
temperatura ambiente, e realizou-se a centrifugacdo por quatro minutos a

14.000 rpm. As amostras finais foram armazenadas a -20°C.

3.3.2. Andlise quantitativa e qualitativa do DNA extraido

A analise quantitativa do DNA extraido foi realizada com o “Qubit®
dsDNA High Sensitivity assay” (Life Technologies, Carlsbad, CA, EUA). Este
ensaio apresenta alta sensibilidade para fita dupla de DNA e sua acuracia se
mantém ao analisar concentracdes baixas de amostras extraidas de material
parafinado (10 pg/uL a 100 ng/uL). Para sua execugao, foram misturados 1 a
20 uL da amostra de DNA extraido com o reagente concentrado do ensaio e a
solucédo-tampéo de diluicdo. Em seguida, a leitura foi gerada pelo fluorémetro
Qubit®. Os contaminantes comuns em amostras provenientes de parafina,
como sais, nucleotideos livres, solventes, detergentes e proteinas, sdo bem
tolerados por este Kkit.

As amostras que, apos quantificacdo pelo Qubit®, obtiveram massa de
DNA minima de 10 ng foram consideradas elegiveis para a préxima etapa de
andlise de qualidade realizada com o kit Agilent NGS FFPE QC (Agilent
Technologies, Santa Clara, CA, EUA).

Como o DNA obtido a partir de tecidos parafinados geralmente é
fragmentado, com ligacdes cruzadas com proteinas e alta propor¢cdo de DNA
de fita simples, pode ocorrer dificuldade no preparo da biblioteca relacionada a
processos de ligacdo dos adaptadores e amplificacdo. Dessa forma, apds a
quantificacdo pelo Qubit®, fez-se necesséario avaliar a qualidade funcional do
DNA extraido por meio do kit Agilent NGS FFPE QC antes deste preparo. Este
kit utiliza reacdo em cadeia da polimerase quantitativa (QPCR) para avaliar a
integridade do DNA e quantificar com acuracia os fragmentos amplificaveis,

determinando modificagBes necessarias no protocolo de preparo da biblioteca.
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A gPCR avalia o parametro Cq (ciclo limiar), que representa a
quantidade de ciclos de amplificacdo necessarios para gerar um sinal
fluorescente pré-definido. A partir do Cqg, a quantidade de DNA amplificado é
estimada, baseando-se numa curva padrao gerada a partir de concentracdes
conhecidas de DNA. O valor de Cqg é inversamente proporcional a
concentracdo de DNA amplificado. Amostras de DNA fragmentado extraido de
material parafinado e de DNA intacto de referéncia sdo amplificadas utilizando
dois tipos de “primers”: “Primer Set” A, que produz “amplicons” com 48 pares
de bases, e “Primer Set” B, que gera “amplicons” com 123 pares de bases do
mesmo locus. Em seguida, a diferenca do Cq (ACq) determinada pelo “Primer
Set” A e B nas amostras (ACgamostra = Cgs — Cga) € na referéncia (ACqreferéncia =
Cgs — Cqga) € registrada. O escore normatizado de integridade do DNA (AACq)
para cada amostra de DNA extraido é calculado subtraindo o valor de ACq da

amostra do valor da referéncia: AACq = ACQamostra - ACQreferéncia.

O volume necessério de cada amostra para o preparo da biblioteca pelo
SureSelectXT HS (Agilent Technologies, Santa Clara, CA, EUA) depende do
AACq. Amostras com AACq < 1 devem ser manejadas como amostras nao-
parafinadas, utilizando a concentracdo encontrada no Qubit para calcular o
volume necessario. Amostras com AACq > 1 devem ter seu volume definido de
acordo com a quantificacdo do gPCR e exigem aumento do produto de
sequenciamento. Por exemplo, caso o produto necesséario gerado pelo
sequenciamento de DNA intacto para obter determinada cobertura seja 100
Mb, uma amostra proveniente de DNA fragmentado extraido de material
conservado em parafina com AACq de 2,5 requer um produto de
sequenciamento de 300 Mb (aumento de 3x em relacdo a demanda basal do
DNA intacto) para atingir a mesma cobertura. A maior parte das nossas
amostras apresentou AACq menor que 2,0. As amostras reprovadas nessa
fase de andlise qualitativa pela auséncia de amplificacdo no qPCR
apresentavam massa > 10 ng, entdo supomos que o resultado desfavoravel
dessas amostras estava relacionado a outros fatores que comprometeram mais
acentuadamente a qualidade do DNA desses casos, cOmo a conservacao em
parafina ou a possivel fixacdo em formol inadequada ap0s a retirada cirargica

da peca (Tabela 4).
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ApoOs essas analises quantitativa e qualitativa do DNA extraido, 43 casos
de carcinomas de células de Hirthle pareados com seus tecidos normais e 10
adenomas ndao-pareados foram elegiveis para a fase de preparo das
bibliotecas para o0 sequenciamento, atingindo o maximo de 96 amostras

comportadas pela “flowcell”.

Tabela 4 — Aumento recomendado do produto do sequenciamento para amostras de
DNA extraidas de material conservado em parafina de acordo com o valor de AACq
obtido pela gPCR

AACq Recomendacédo quanto ao produto do sequenciamento
<0,5 Sem indicagdo de sequenciamento extra
0,5a2 Aumento de 1,5 a 2 vezes
Entre 2 e 3,5 Aumento de 3 vezes
Entre 3,5e 5 Aumento de 4 a 5 vezes
>5 Aumento de 6 a 10 vezes
Auséncia de

L Excluséo do sequenciamento
amplificacéo

Adaptado de lllumina Inc”®

3.3.3. Preparo das bibliotecas

O protocolo “SureSelect XT HS Target Enrichment System” (Agilent
Technologies, Santa Clara, CA, EUA) foi utilizado para o preparo das
bibliotecas. Para cada amostra de DNA sequenciada, uma respectiva biblioteca
foi preparada. Inicialmente, uma quantidade de 10 ng de DNA foi segmentado
mecanicamente por ultra-sonicacdo pelo equipamento Covaris (Covaris Inc,
Woburn, MA, EUA), gerando fragmentos de 150 a 200 pb. As etapas seguintes
foram realizadas em termociclador (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA,
EUA).

Foi realizado o reparo das extremidades dos fragmentos de DNA e
adenilagéo das extremidades 3’, possibilitando a ligagdo dos adaptadores, que
sao oligonucleotideos complementares as sequéncias presentes na superficie

da “flowcell” (superficie de sequenciamento). Os adaptadores foram, entéo,
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incorporados a cada extremidade dos fragmentos e, em seguida, os indexes
(sequéncias especificas de 8 pb adicionadas a todos os fragmentos de uma
determinada amostra a fim de identifica-la dentro do “pool” de amostras

sequenciadas) foram adicionados.

Em seguida, foi realizada a etapa de hibridizacdo e captura, em que
foram adicionadas as sondas biotiniladas complementares dos genes
selecionados para o painel aos fragmentos de DNA das amostras. A captura
das regibes de interesse hibridizadas ocorreu por meio da ligacdo entre a

sonda biotinilada e a estreptavidina acoplada a “beads” (granulos) magnéticos.

A analise qualitativa do DNA das bibliotecas foi realizada no
equipamento TapeStation 2200, com o kit D1000 Screen Tape System (Agilent
Technologies, Santa Clara, CA, EUA). A quantificacdo de cada biblioteca
isoladamente foi obtida por gPCR, utilizando o Agilent QPCR NGS Library
Quantification Kit (Agilent Technologies, Santa Clara, CA, EUA).

As bibliotecas foram entdo normalizadas e organizadas em “pools”, para
gue apresentassem concentracdes equimolares antes de serem sequenciadas.
Os célculos envolvidos nesta etapa consideraram as concentracdes

encontradas no gPCR e o tamanho final das bibliotecas.

3.3.4. Painel e sequenciamento

Para a construcdo do painel para sequenciamento, foram selecionados
97 genes de vias de sinalizagdo intracelular ativadas nos carcinomas de células
de Hurthle e de vias relacionadas a outros carcinomas diferenciados de
tireoide, incluindo genes ativadores e repressores ja estudados em outros tipos
de neoplasias, além de genes relacionados a fungédo das células foliculares

tireoidianas (Quadro 1).

O sequenciamento foi realizado no Laboratério de Sequenciamento em
Larga Escala (SELA) em sequenciador NextSeq (lllumina Inc, San Diego, CA,
EUA), que faz parte da Rede PREMIUM da FMUSP e foi financiado com
recursos de Equipamentos Multiusuarios da FAPESP (processo 2014/50137-5).



31

Os

sequenciamento. Os oligonucleotideos complementares da superficie de

‘pools” equimolares das amostras foram inseridos para o
sequenciamento (“flowcell”) se ligaram aos adaptadores das extremidades dos
fragmentos de DNA. Em seguida, estes fragmentos foram amplificados por
meio de PCR, sendo que no primeiro ciclo de amplificacdo em fase solida, o
adaptador da extremidade livre do fragmento encontrou seu oligonucleotideo
complementar na “flowcell”, formando uma estrutura em ponte, dando inicio a
amplificagdo. A cada ciclo, a reacdo de PCR foi iniciada utilizando a
extremidade 3’ livre do oligonucleotideo como “primer”. Cada fragmento de
DNA ligado foi amplificado em ponte diversas vezes por PCR. Ao final desta
etapa, foram gerados clones (“clusters”) de fragmentos de DNA idénticos ao

original, ligados covalentemente a superficie da “flowcell”.

Quadro 1 - Lista dos genes selecionados para o painel de sequenciamento em
larga escala dos carcinomas e adenomas de ceélulas de Hurthle e respectivas
vias de sinalizacao intracelular

_ Via PI3K-AKT- Via _ Outras
Via MAPK Via Wnt/B-catenina )
mTOR Notch vias
ALK MAP2K1 | AGAP2 PIK3R4 | FBXW7 | AMER1 FzZD1 DICER1
BRAF  MAP2K2 | AKT1 PIK3R5 | MIR146A | APC GNAS KEAP1
CCDC6 MAPK1 |AKT2  PTEN | MYC AXIN1  GSk3g | MEN1
EGFR MAPK3 |FOxO1 RHEB |NOTCHL I Ayin2  HNF1a | NDUFALS
EML4  MET INPPSD  RICTOR | NOTM2 | conp1 Jak2 (GRIM19)
NUMB SLC5A5
ERBB2 NCOA4 |IRS1 SRC CDK4 LRP5
Promotor
ETV6  NRAS IRS2 STK11 CKla LRP6 TERT
FGFR1 NTRK1 |IRS4 TSc1 CSNK1D PPP2RI1A | 1ymmaa
FGFR2 NTRK3 | MTOR TSC2 CSNK1E RNF43 TP53
FGFR3 PAX8 NFKB1 CTNNB1 SFRP1 TRIM62
FLT3  PDGFRA | PDPK1 CYLD TCF4 (DEAR1)
FLT4 PDGFRB | PIK3CA DKK1 ZNRF3 TSHR
HRAS PPARG | PIK3CG DVL1 TWIST1
KDR RET PIK3R1 DVL2
KIT ROS1 FAT1
KRAS FLCN
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Em seguida, nucleotideos marcados com fluoroforos foram adicionados,
e as bases incorporadas sequencialmente, gerando imagens de toda a
superficie da “flowcell”. Os comprimentos de onda sao especificos para cada
fluoréforo e foram captados por um leitor de fluorescéncia a medida que cada
base foi incorporada. Os comprimentos de onda e a intensidade da emisséo
foram utilizados para identificar cada base. As sequéncias de bases dos
“clusters” aderidos a superficie da “flowcell” foram, entdo, identificadas e

mapeadas.

Ap6s finalizagdo dessa leitura, esses primeiros fragmentos
sequenciados foram removidos, e a outra extremidade do fragmento se ligou a
“flowcell”, possibilitando o sequenciamento do mesmo fragmento no sentido
reverso (segundo “read”) seguindo todas as fases supracitadas, a fim de
esclarecer possiveis alinhamentos ambiguos. Este processo configura o

sequenciamento “paired-end”.

Os dados gerados pelo sequenciamento foram transferidos e

armazenados na plataforma virtual “BaseSpace” da Illumina.

3.4. Bioinformética

O sequenciamento em larga escala produz uma vasta quantidade de
dados, que sdo processados por uma cadeia de programas (“pipelines”), a fim
de identificar a patogenicidade das variantes encontradas. Para tanto,
contamos com ferramentas de bioinformética que permitiram essa analise a
partir dos dados armazenados no “BaseSpace”. As analises de bioinformatica
descritas a seguir foram realizadas com o apoio e orientacdo do pesquisador

colaborador Dr. Antonio Lerario da Universidade de Michigan.

Inicialmente, foi realizada desmultiplexagem, que consiste na separagéo
das sequéncias de cada paciente dentro dos “pools” de sequenciamento,
baseando-se na sequéncia dos indexes. Em seguida, os dados brutos do
sequenciamento (arquivos FASTQ) foram alinhados a versdo hgl9+decoy do
genoma humano por meio do “software Burrows-Wheeler Aligner” (BWA)®. Foi

analisada a qualidade do realinhamento e recalibragem em torno dos indels
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usando o “Genome Analysis Toolkit” (GATK) (versdao 3.2.2,
broadinstitute.org/gatk). O programa FastQC

(https://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/fastgc/) foi utilizado para

verificagéo da qualidade das bibliotecas.

hY

A cobertura do sequenciamento equivale a quantidade de vezes que
cada base foi sequenciada. O “software” Qualimap?®! analisou essa cobertura,

enquanto o NGSCheckMate®?, o pareamento das amostras (tumor/normal).

O “software” biobambam2 (ferramenta bamsort) ordenou as sequéncias
de acordo com as coordenadas gendmicas, ou seja, a localizagdo desde a
primeira base do cromossomo 1 até a ultima base do cromossomo X ou Y,
comprimindo os dados em arquivos do formato BAM. Estes arquivos
armazenaram informacdes de onde cada fragmento se encaixava no genoma,

além de “mismatches” e pequenas delecdes ou insercoes.

A etapa de chamada das variantes (“variant call”’) caracterizou as
variantes encontradas. Os dados foram armazenados em um arquivo VCF para
cada amostra, contendo todas as variantes identificadas e suas respectivas
posicdes, além de uma série de dados estatisticos a respeito de cada variante.
O “software” ANNOVAR gerou, a partir desses arquivos, tabelas com
informacgdes a respeito das variantes detectadas (se intrénicas ou exonicas,
qual a troca de aminoacido encontrada), além de outros dados, como
frequéncia da variante na populacéo, predicdo de patogenicidade e presenca
em bancos de dados clinicos de tumores®. Para selecdo das variantes
somaticas, utilizamos trés “softwares”: Lofreq, MuTect e Lancet, que identificam
essas alteracbes por meio de filtros estatisticos que distinguem mutacdes reais
de artefatos’®8-8, Foram selecionadas as mutagcGes de ponto, insercdes ou
dele¢bes que foram chamadas por dois ou trés desses softwares, a fim de
eliminar os artefatos. Todas as alteracdes selecionadas foram visualizadas e
revisadas manualmente utilizando o Integrative Genomics Viewer (IGV), e
foram consideradas vélidas aquelas com frequéncia alélica = 5% e com

frequéncia no 1.000 Genomes < 0,5%°%7.


https://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/fastqc/

34

Além disso, utilizamos o “software” Pisces, que realiza chamada de
variantes nos tumores sem pareamento com tecido normal. Foram pesquisadas
nos adenomas as mutacdes dos seguintes genes: FAT1, APC, KRAS, HRAS,
NRAS, BRAF, promotor do TERT, TP53, PTEN, MEN1 e TSHR. Para tanto,
buscamos tanto as mutacdes encontradas em nossa propria analise pareada

como também as previamente descritas como “drivers”.

A cobertura média obtida em nossas amostras foi de 1.111 x.
Selecionamos as amostras tumorais com cobertura maior que 50 x (n=36).
Entretanto, por se tratar de neoplasia rara e pela dificuldade inerente a
extragcdo de DNA armazenado em parafina, foram mantidas quatro amostras de
carcinomas com cobertura < 50 x que apresentaram mutacdes identificadas por
dois programas de chamadas de variantes, incluindo uma mutacdo conhecida
de NRAS. Excluimos trés amostras de carcinomas com cobertura muito baixa
(< 10 x) que nao apresentaram mutagbes no sequenciamento, sendo todos
estes casos extensamente invasivos, um deles com metéstases linfonodais e
outro com metastases linfonodais e a distancia que evoluiu a oObito pela

neoplasia.

As alteracdes selecionadas foram classificadas de acordo com sua
patogenicidade nas seguintes categorias: 1) mutag¢des “drivers” conhecidas e
descritas em carcinomas diferenciados de tireoide, particularmente mutacdes
do RAS; 2) mutagBes somaticas descritas em outras malignidades no banco de
dados COSMIC708; 3) mutagbes “frameshift” ou coédon de parada; 4)
polimorfismos de nucleotideo Unico preditos como deletérios por meio de
ferramentas de predicdo “in silico” (Polyphen, Mutation Taster, PROVEAN e
FATHMM score 2 0,7)8-92 e 5) demais alteragdes.

3.5. Anédlise estatistica

As analises estatisticas dos dados clinicos foram realizadas pelo
programa IBM SPSS Statistics for Windows, Version 24.0 (IBM Corp., Armonk,

NY, EUA). Foi considerado estatisticamente significativo um valor de p < 0,05.
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As variaveis categoricas foram apresentadas por valores absolutos e
relativos (frequéncias), e as comparacdes entre elas foram realizadas por teste
chi-quadrado de Pearson ou teste exato de Fisher.

As variaveis continuas foram apresentadas por média + desvio padrédo
(DP) ou mediana (intervalo interquartil). Quando houve distribuicdo normal, as
comparacdes entre as variaveis numéricas foram realizadas por teste “T-
student” e “one-way” ANOVA, e quando apresentaram distribuicdo n&o-normal,

foram realizados os testes Mann-Whitney U, Wilcoxon e Kruskal-Wallis.

O desempenho diagndstico da ultrassonografia de tireoide
(sensibilidade, especificidade, razdo de verossimilhanca positiva e negativa e
acuracia) foi avaliado. A definicAo de resultados verdadeiro-positivo,
verdadeiro-negativo, falso-positivo e falso-negativo foi baseada no diagnostico

histolégico (maligno vs. benigno).
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4. Resultados

4.1. Caracteristicas clinicas dos tumores de células de Hirthle

4.1.1. Caracteristicas clinicas e laboratoriais de carcinomas e adenomas

de células de Hirthle

Foram analisados os dados clinicos de 52 pacientes com diagndstico de
carcinoma e 49 de adenoma de células de Hurthle. Ndo foram identificadas
diferencas significativas em relacdo as caracteristicas clinicas e laboratoriais

entre os grupos (Tabela 5).

Tabela 5 — Caracteristicas clinicas e laboratoriais de carcinomas e adenomas
de células de Hurthle

Carcinomas Adenomas

Caracteristicas (n=52) (n=49) p-valor
Idade ao diagndstico (anos) 57,3+145 552+13,3 0,468
Idade = 55 anos (%) 30 (57,7) 26 (53,1) 0,640
Sexo feminino (%) 43 (82,7) 40 (81,6) 0,889
TSH pré-operatorio (uU/mL) 19+15 20+£1,2 0,647
Presenca de anti-TPO (%) 3(11,1) 4(12,5) 0,869
Presenca de anti-tireoglobulina (%) 7 (26,9) 6 (18,2) 0,421

4.1.2. Ultrassonografia de tireoide e citologia de carcinomas e adenomas

de células de Hurthle

As imagens da ultrassonografia de tireoide pré-operatorias de 24
carcinomas e 29 adenomas de células de Hurthle estavam disponiveis para

revisao. Nao houve diferengas significativas entre os grupos (Tabela 6).
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Tabela 6 — Caracteristicas ultrassonograficas de carcinomas e adenomas de
células de Hurthle

Caracteristicas ultrassonograficas* Carci_nomas Aderlomas
(n=24) (n=29)
Hipoecogenicidade (%) 9 (37,5) 6 (22,2)
N6dulo sélido (%) 13 (54,2) 12 (44.,4)
Contornos irregulares (%) 1(4,2) 3(11,1)
Auséncia de halo hipoecoico (%) 5 (20,8) 11 (40,7)
Microcalcificagcbes (%) 2(8,3) 3(11,1)
Macrocalcificacdes (%) 3(12,5) 2 (7,4)
Altura > largura (%) 4 (16,7) 8 (29,6)
;/::t(i;:ag/j)agao central ou predominio 10 (52,6) 12 (60,0)
TI-RADS (%)
2 5 (20,8) 4 (14,8)
3 5 (20,8) 10 (37,0)
4 12 (50,0) 10 (37,0)
5 2 (8,3) 3(11,1)

* ndo houve diferenca estatistica entre os grupos

Avaliamos o desempenho diagnéstico das  caracteristicas
ultrassonogréficas para diferenciar carcinomas de adenomas de células de
Hurthle. Hipoecogenicidade e presenca de macrocalcificacdes apresentaram as
razdes de verossimilhanca mais elevadas. Entretanto, a especificidade da
hipoecogenicidade foi de apenas 77,8%. Além disso, apesar da alta
especificidade, as macrocalcificacdes foram observadas em apenas 12,5% dos
carcinomas de células de Hurthle. Nenhuma carateristica analisada apresentou

acuracia adequada para descartar a malignidade (Tabela 7).

Ao analisar a performance diagnéstica do TI-RADS em neoplasias de
células de Hirthle, houve 58% dos carcinomas classificados como TI-RADS 4
ou 5, enquanto 48% dos adenomas obtiveram essas classificagbes (Tabela 6).
Portanto, as categorias TI-RADS 4 ou 5 apresentaram especificidade de

apenas 51,8% com razéo de verossimilhanca positiva de 1,2 (Tabela 7).



Tabela 7 — Desempenho das caracteristicas ultrassonograficas dos nddulos no diagndstico de carcinomas de células de Hiirthle

.- Sensibilidade Especificidade RV positiva RV negativa Acurécia
Caracteristicas (IC 95%) p(|c: 95%%) (|cp 95%) (IC 9g5%) (IC 95%)
Nodulo solido 54,2% 55,6% 1,22 0,83 54,9%
(32,8-74,5) (35,3-74,5) (0,7-2,1) (0,5-1,4) (40,3-68,9)
Hipoecogenicidade 37,5% 77,8% 1,69 0,8 58,8%
(18,8-59,4) (57,7-91,4) (0,7-4,1) (0,6-1,2) (44,2-72,4)
Contornos irregulares 4,2% 88,9% 0,37 1,08 49%
(0,1-21,1) (70,8-97,6) (0,04-3,4) (0,9-1,3) (34,7-63,4)
Auséncia de halo hipoecoico 20,8% 59,3% 0,51 1,34 41,2%
(7,1-42,1) (38,8-77,6) (0,2-1,3) (0,9-1,9) (27,6-55,8)
Microcalcificagdes 8,3% 88,9% 0,75 1,03 51%
(1,0-27,0) (70,8-97,6) (0,2-4,1) (0,9-1,2) (36,6-65,2)
Macrocalcificagbes 12,5% 92,6% 1,69 0,94 54,9%
(2,7-32,4) (75,7-99,1) (0,3-9,3) (0,8-1,1) (40,3-68,9)
Altura > Largura 16,7% 70,4% 0,56 1,18 45,1%
(4,7-37,4) (49,8-86,2) (0,2-1,6) (0,9-1,6) (31,1-59,7)
Vascularizacéo central 50% 36,8% 0,8 1,4 43,6%
(27,2-72,8) (16,3-61,6) (0,4-1,4) (0,7-2,8) (27,8-60,4)
TI-RAD 4 ou 5 58,3% 51,9% 1,2 0,8 54,9%
(36,6-77,9) (31,9-71,3) (0,7-2,0) (0,4-1,5) (40,3-68,9)

IC 95%: intervalo de confianga; RV: raz&o de verossimilhanca.
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Os resultados das analises citologicas pré-operatérias estavam
disponiveis em prontuérios de 38 casos de carcinoma e 30 de adenomas de
células de Hurthle. O padréo folicular com células de Hurthle foi predominante,
mas ndo houve diferenca significativa nos diagndsticos citolégicos entre os
tumores benignos e malignos (Tabela 8). O diagndstico citolégico de padrao
folicular ou padréo folicular com células de Hirthle foi sensivel para o
diagnéstico dos carcinomas de células de Hirthle (sensibilidade de 86,8%),
mas sua especificidade foi de apenas 3,3%.

Tabela 8 — Padrao citolégico de carcinomas e adenomas de Hiirthle

Citoloaia Carcinomas Adenomas _valor
g (n=38) (n=30) P
Bocio adenomatoso 4 (10,5%) 1 (3,3%) 0,156
Padrao folicular 9 (23,7%) 12 (40%) 0,231
Padréo folicular com células 24 (63,1%) 17 (56,6%) 0,587
de Hurthle
Material insuficiente 1(2,7%) - -

4.1.3. Exame anatomopatoldgico de carcinomas e adenomas de células de
Hurthle

Os carcinomas de células de Hirthle foram significativamente maiores
gue os adenomas na histopatologia (Tabela 9), e sua dimensao variou de 7 mm
a 120 mm, enquanto os adenomas variaram de 5 a 85 mm. Nodulos = 4 cm
apresentaram risco aumentado de malignidade (razdo de chances 3,67; IC
95% 1,58 a 8,52). Nao houve diferenca entre adenomas e carcinomas em
relacdo a coexisténcia de bdcio, tireoidite ou carcinoma papilifero (Tabela 9).
Todos os carcinomas de células de Hurthle eram unifocais, e 61,5%
extensamente invasivos. Invasao vascular foi identificada em 77% dos
carcinomas, engquanto a extensao extratireoidiana em apenas 7,7% dos casos.
Apenas um paciente com carcinoma de 5 cm extensamente invasivo foi tratado
com lobectomia devido a complicagbes cirargicas e evoluiu com resposta

excelente. Metéstases linfonodais e a distancia foram detectadas em 9,6% e
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13,5% dos casos, respectivamente. Um dos casos de carcinoma com
metéstases linfonodais ao diagndstico tinha também carcinoma pouco

diferenciado de tireoide em outro nédulo.

Tabela 9 — Apresentacdo histopatolégica de carcinomas e adenomas de
células de Hurthle

Caracteristica Carcinomas Adenomas

histopatolégica (n=52) (n=49) p-valor
Tamanho (mm) 47,4 + 25,7 28,6 £+ 19,5 <0,001
Tamanho = 4 cm (%) 30 (58,8) 12 (26,1) <0,001
Bocio concomitante (%) 26 (52,0) 20 (40,8) 0,265
Tireoidite concomitante (%) 8 (16,0) 8 (16,3) 0,965
Carcinoma papilifero 9 (17,6) 10 (20,4) 0,725

concomitante (%)

De acordo com a 82 edicdo da classificagcdo da AJCC/TNM, houve
predominio de apresentacdo inicial como T3a. A maioria dos casos foi
classificada como estadio |, particularmente devido ao ponto de corte de idade

dessa nova edicgéo, e alto risco de recorréncia pela ATA (Tabela 10).

Tabela 10 — Estadiamento inicial dos carcinomas de células de Hdurthle
segundo AJCC/TNM, 82 edicdo’®, e o sistema de estratificacdo de risco pela
ATAL

Classificacao n (%)

Estadiamento AJCC/TNM

Tla 4 (7,7%)

T1b 4 (7,7%)
T2 15 (34,9%)

T3a 28 (53,8%)

continua
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Tabela 10 — Estadiamento inicial dos carcinomas de células de Hirthle
segundo AJCC/TNM, 82 edicéo ’®, e o sistema de estratificacédo de risco pela
ATA L

T3b 1 (2,3%)
T4 -
NO 50 (96,1%)
N1 3 (5,8%)
MO 48 (92,3%)
M1 4 (7,7%)
Estadio | 33 (63,5%)
Estadio Il 15 (28,8%)
Estadio IlI -
Estadio IVA -
Estadio IVB 4 (7,7%)
Risco de recorréncia ATA
Risco Baixo 17 (32,7%)
Risco intermediario 5 (9,6%)
Alto risco 30 (57,7%)

4.1.4. Resposta ao tratamento dos carcinomas de células de Hurthle

A terapia adjuvante com 1*3! foi administrada a 74,5% dos pacientes.

Houve nove pacientes com pesquisa de corpo inteiro pos-dose positivas.

Apenas trés pacientes apresentaram anticorpo antitireoglobulina positivo
no pos-operatério, nenhum deles com evidéncia de metastases. A média da

dosagem de tireoglobulina mais recente foi de 86,8 + 432,6 ng/mL.

Apés um ano do tratamento, 14% dos pacientes apresentaram resposta
estrutural incompleta. Ao término do seguimento médio de 92,7 meses, 17,3%
dos pacientes apresentaram doenca recorrente ou persistente, sendo que

todos esses casos foram classificados como alto risco de recorréncia pela ATA.
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Em toda a coorte de carcinomas de células de Hirthle, houve cinco
Obitos durante o acompanhamento, sendo apenas dois deles relacionados a
malignidade, e ambos apresentavam carcinomas de células de Hurthle

extensamente invasivos (Figura 10).

Estrutural Obito pe_la
incompleta " nheoplasia

2 (4%)

Excelente
34 (70%)

Figura 10 — Resposta ao tratamento de carcinomas de células de Hirthle

4.1.5. Carcinomas extensamente vs. minimamente invasivos

Em relacdo as caracteristicas clinicas, houve diferengca apenas no
tamanho do tumor ao comparar carcinomas de células de Hirthle
extensamente e minimamente invasivos (Tabela 11). E importante ressaltar

que um dos casos metastaticos era minimamente invasivo.
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Tabela 11 — Caracteristicas clinicas de pacientes portadores de carcinomas de
células de Hurthle extensa e minimamente invasivos

Extensamente Minimamente

Caracteristicas invasivos invasivo p-valor
(n=33) (n=21)

Idade ao diagnéstico (anos) 58,5 + 15,6 54,6 £12,7 0,367
Idade = 55 anos ao 10 (52,6) 0.638
diagnostico (%) 19(59.4)

Tamanho (mm) 53,3+27,5 37,9+£201 0,029
Tamanho = 4 cm (%) 20 (62,5) 10 (55,6) 0,630
Persisténcia e/ou recorréncia 8 (25.9) 1(5,3) 0,066
(%)

Metéastases linfonodais (%) 5(16,1) - 0,065
Metéstases a distancia (%) 6 (19,4) 1(5.3) 0,163

4.2. Caracteristicas moleculares dos tumores de células de Hurthle

Analisamos 40 carcinomas e 10 adenomas de células de Hurthle
sequenciados. Alteracbes genéticas foram identificadas em 19 (47,5%) dos
carcinomas de células de Hurthle, sendo 57,5% deles extensamente invasivos.
Ao total, identificamos 190 SNPs e cinco insercbes ou delecdes nos
carcinomas pareados. Dentre os SNPs encontrados, havia 181 ndo-sinbnimos,
oito sem-sentido e um sinbnimo (Anexo B). Entre os casos sequenciados com
mutacfes, 0s carcinomas extensamente invasivos apresentaram mediana de
11 mutagbes por tumor (minimo de uma e maximo de 88), enquanto os
minimamente tinham uma mediana de apenas 1,5, variando de uma a cinco

mutagdes por tumor (p=0,105).

Foram identificadas mutagbes em 72 genes nos carcinomas de células de
Hurthle, sendo que a maior parte dessas mutacbes envolvia a via Wnt/B-
catenina (Figura 11), seguida pelas vias MAPK e PI3K-AKT-mTOR (Figura 12).
Apesar de mutacbes de todas as vias terem sido encontradas mais
frequentemente entre os carcinomas extensamente invasivos, nao houve

diferenca significativa entre os grupos (Tabela 12).
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Figura 12 — Frequéncia de casos apresentando mutacdes em genes das vias MAPK e PI3K-AKT-mTOR
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Tabela 12 — Distribuicdo das mutagdes somaticas conforme via de sinalizacéo
intracelular de carcinomas de células de Hirthle extensamente e minimamente
invasivos

Extensamente Minimamente

: . . ; Total
invasivos invasivos
Via/Gene
Casos Mutacdes Casos Mutacgdes Casos Mutacdes
(n=23) (n=174) (n=17) (n=21) (n=40) (n=195)
Wnt/B-catenina / 64 5 9 12 73
(30,4%) (36,8%) (29,4%) (42,9%) (30,0%) (37,4%)
EAT1 5 10 2 2 7 12
(21,7%) (5,7%) (11,8%) (9,5%) (17,5%) (6,2%)
APC 5 15 2 3 7 18
(21,7%) (8,6%) (11,8%) (14,3%) (17,5%) (9,2%)
MAPK 6 40 5 5 11 45
(26,0%) (23,0%) (29,4%) (23,8%) (27,5%) (23,1%)
PI3K-AKT- 7 41 3 6 10 47
MTOR (30,4%) (23,6%) (17,6%) (28,6%) (25,0%) (24,1%)
Notch 4 11 i i 4 11
(17,4%) (6,3%) (10,0%) (5,6%)
. 4 18 1 1 5 19
Outras vias

(17,4%)  (10,3%)  (5,9%) (4,8%) (12,5%) (9,7%)

As mutacles foram estratificadas conforme sua patogenicidade (Quadro
2). Houve predominio dos genes das vias Wnt/pB-catenina e PISK-AKT-mTOR
no grupo de mutagdes descritas no banco de dados COSMIC70. Mutagbes
“frameshift”, c6don de parada e as preditas como deletérias pelas ferramentas
“in silico” foram frequentes na via Wnt/B-catenina e entre os carcinomas de

células de Hurthle extensamente invasivos (Figura 13).

Quadro 2 — Distribuicdo dos genes de acordo com as vias de sinalizacdo e o
grau de patogenicidade das mutacdes encontradas

. Via Wnt/ . Via PI3K- . Outros
Patogenicidade B-catenina Via MAPK AKT-mTOR Via Notch genes
S onnecidos da. HRAS

carcinogénese ) KRAS ) ) )
cinog NRAS
tireoidiana
Grupo 2: mutacoes APC AKT2
e ritas e | GSK3B KDR IRS4 ] ]
COSMICT70 HNF1A FGFR3 MTOR
LRP6 PIK3CG

continua
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Quadro 2 — Distribuicdo dos genes de acordo com as vias de sinalizagéo e o

grau de patogenicidade das mutacdes encontradas

Grupo 3: mutacdes
“frameshift” ou
codon de parada

Grupo 4: genes com
SNPs preditos
como deletérios por
quatro ferramentas
“in silico”

Grupo 4: genes com
SNPs preditos
como deletérios por
trés ferramentas “in
silico”

Grupo 4: genes com
SNPs preditos
como deletérios por
duas ferramentas
“in silico”

Grupo 4: genes com
SNPs preditos
como deletérios por
uma ferramenta “in
silico”

Grupo 5: demais
mutacgdes

APC
AXIN2
CSNK1D
FAT1
JAK2
LRP6

APC
AXIN2
FAT1
LRP5
SFRP1
ZNRF3

APC
AXIN2
CSNK1D
CSNK1E
CYLD
DVL1
DvVL2
FAT1
LRPS

AMER1
APCCSNK1Al
CSNK1E
CTNNB1
CYLD

DvL1

FAT1

GNAS

LRP5
PPP2R1A

APC
AXIN2
FAT1
GNAS
LRPS
ZNRF3

AMER1
AXIN1
DKK1
FZD1

ALK

CCDC6
ERBB2
FGFR3
KDR
KIT
NTRK1
NTRKS3

ALK
FLT4
KDR

KIT

MET
PDGFRB

KDR

KIT
MAP2K2
PDGFRA
RET
ROS1

ALK
ETV6
FGFR3
FLT4
KDR
MET
PDGFRA
RET

FGFR3
FLT4
KDR
KIT

AGAP2

AGAP2
MTOR
PIK3SCA
PTEN

AGAP2
FOXO1
IRS2
MTOR
PIK3R4
TSC1

AGAP2
AKT2
IRS1
MTOR
PIK3CG
RICTOR
STK11

AGAP2
AKT2
IRS2
NFKB1
PIK3R4

AGAP2
IRS1
PIK3R4
PIK3R5
MTOR

FBXW7
NOTCH2

NOTCH1
NOTCH2

NOTCH2

NOTCH2
NUMB

MIR146A

TIMM44

KEAP1
NDUFA13
TIMM44

KEAP1

DICER1
KEAP1

DICER1
SLC5A5
TRIM62

Promotor
do TERT
TSHR
SLC5A5

* Ferramentas “in silico”: Polyphen, Mutation Taster, PROVEAN e FATHMM score > 0,7.
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Figura 13 — Representacdo grafica das mutacdes dos grupos 1 a 4 e do promotor do TERT identificadas nos carcinomas de
células de Hurthle da tireoide. A frequéncia se refere ao numero de casos com mutacdo em determinado gene. As mutacdes
foram classificadas de acordo com o grau de patogenicidade. Em vermelho (grupo 1): mutacdes “drivers” descritas em
carcinomas de tireoide; em azul (grupo 2): mutacbes somaticas descritas em outras malignidades (COSMIC70); em laranja
(grupo 3): mutagdes “frameshift” ou codon de parada; em verde (grupo 4): SNP deletério de acordo com ferramentas de
predicdo “in silico”; em amarelo: mutacdes de regido promotora do gene TERT (as demais muta¢cbes do grupo 5 ndo estao
representadas nesta figura). EXT: carcinomas de células de Hirthle extensamente invasivos; MIN: carcinomas de células de
Hurthle minimamente invasivos
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FAT1 e APC foram os genes mais frequentemente alterados (Figura 13).
Identificaram-se 12 mutacdes somaticas do gene FAT1 em sete carcinomas,
sendo cinco deles extensamente invasivos. Uma dessas mutagfes era codon
de parada, e nove preditas como deletérias pelas ferramentas “in silico”. Todas
essas mutacdes se localizavam nos dominios caderina ou citoplasmatico,
sendo que uma delas (p.R1268Q), detectada em trés carcinomas da nossa
coorte, foi descrita previamente em glioblastoma multiforme®® (Tabela 13).
Houve trés variantes somaticas do FAT1 encontradas em seis outros
carcinomas, que tinham sido previamente descritas como polimorfismos
germinativos no banco de dados populacional 1.000 Genomes (rs77834784,
rs3796648 e rs2304867), 0 que sugere gque estes sejam eventos passageiros.
Além disso, foram identificadas 18 mutacbes do gene APC em 7 (17,5%)
carcinomas, sendo cinco deles extensamente invasivos. Duas dessas
mutacOes (p.R805Q e p.E1064*) foram descritas em carcinomas colorretais
(Tabela 13). Houve cinco casos (quatro extensamente invasivos) que
apresentaram simultaneamente mutacbes de FAT1 e APC (Figura 13).
Nenhum dos casos apresentou mutacdo isolada de APC. O esquema da
localizagdo das mutagdes encontradas em FAT1 e APC foram representadas
nas figuras 14 e 15, respectivamente.

Tabela 13 — Muta¢cBes somaticas dos genes APC e FAT1 encontradas nos
carcinomas de células de Hiirthle da tireoide e suas caracteristicas

Gene Exon POSA'Q"?‘O Mutacéo Tr_oca} d.e Dominio Patogenicidade
gendmica aminoacido

APC
11 112154688 c.C959T p.S320L - Deletérioab.cd
11 112154943 c¢.G1214A p.R405Q - Deletérioabd
12 112157655 ¢.G1375A p.D459N - Deletérioabd
13 112162822 c.G1426A p.A476T Repeticoes Deletérioabd

armadillo

continua
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Tabela 13 — MutacGes somaticas dos genes APC e FAT1 encontradas nos
carcinomas de células de Hirthle da tireoide e suas caracteristicas

APC 17

17

17

17

17

17

17

17

17

17

FAT1

10

10

10

14

19

25

112173593

112173683

112173705

112174481

112176353

112176986

112178319

112178879

112178919

112179531

187628139

187557908

187557879

187549821

187542752

187541042

187539996

187532836

187525086

187517814

c.C2302A

c.G2392A

c.G2414A

c.G3190T

c.G5062A

c.G5695A

c.C7028T

c.C7588T

c.G7628A

€.C8240T

c.G2843A

c.G3803A

c.G3832A

c.G4420A

€.C4988T

€.C6698T

c.G7744A

c.C9557T

c.G10594A

c.G12880A

p.H768N

p.D798N

p.R805Q

p.E1064*

p.D1688N

p.E1899K

p.S2343F

p.R2530W

p.R2543K

p.P2747L

p.WO48*

p.R1268Q

p.D1278N

p.E1474K

p.A1663V

p.T2233|

p.V2582M

p.P3186L

p.D3532N

p.G4294R

Ligacéao P-
catenina

Regulacéo da
B-catenina

Regulacéo da
B-catenina

Dominio basico

Ligacdo a EB1

Caderina 8

Caderina 11

Caderina 11

Caderina 13

Caderina 14

Caderina 20

Caderina 23

Caderina 29

Caderina 32

Citoplasmatico

Deletérioabc

Deletérioab.cde

COSM1432203¢

COSM3428825¢

Deletériob-cd

DeletérioPc

Deletérioabcd

Deletérioabcd

Deletériob.cd

Deletérioc

Cédon de
parada

COSM5946179f

Deletérioab-cd

Deletérioar

Deletérioabd

Deletérioard

Deletérioard

Deletérioar

Deletério?

Deletériob.cd

Preditores “in silico”: a, PROVEAN; b, Mutation Taster; c, FATHMM score; d, Polyphen; e, identificado em
carcinoma de cdlon; f, identificado em glioblastoma multiforme °3; COSM: nimero do registro da mutacao
somatica no COSMIC70 (the Catalogue Of Somatic Mutations In Cancer)
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< R1268Q
€ D1278N
€ E1474K
< A1663V
€ 12233l

< V2582M
< P3186L
< D3532N
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caderinas (34) : intracitoplasmatico

laminina G
repeticoes
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Figura 14 — Localizacdo esquematica das mutacdes de FAT1 de acordo com
0s dominios proteicos
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Figura 15 — Localizacdo esquematica das mutacdes de APC de acordo com 0s
dominios proteicos

Foram detectados dois carcinomas de células de Hirthle com a mutacao
p.Q61R de NRAS, e um com a mutacdo p.Q61K do mesmo gene. Um
carcinoma de células de Hurthle apresentou a mutagdo p.N54E de HRAS e
outro a p.G12C de KRAS.

N&o foram identificadas mutagcdes nos genes BRAF, TP53 ou AKTL.
Observaram-se mutacfes somaticas de AKT2 em 10% dos carcinomas de

células de Hurthle. Houve duas mutacdes da regido promotora de TERT
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(cr5:1295594 G>A, cr5:1295494 A>G) em dois casos de carcinomas de células
de Hurthle, sendo que ambos eram extensamente invasivos, mas evoluiram
com resposta excelente ao tratamento. Dois carcinomas apresentaram
mutacdes no gene do cotransportador de sddio/iodeto, SLC5A5, porém nao
eram metastaticos. Houve um carcinoma minimamente invasivo com mutacao
no PTEN (p.L281F) (Figura 13).

Em relacdo aos adenomas, identificamos dois casos com a mutagcao
p.Q61R de NRAS, outro com mutagdo do APC (p.P2747L), a qual havia sido
identificada em dois carcinomas dessa casuistica, e um terceiro caso, com
mutacdo de FAT1 (p.11127V). Porém, esta nao foi identificada em nenhum dos
nossos casos de carcinoma de células de Hurthle. Estas mutacdes de APC e
FAT1 foram preditas como deletérias em apenas uma ferramenta de predicao

“in silico”.

4.2.1. Relacéao entre perfis clinico e molecular

Nenhuma associacdo significativa entre o perfil molecular e os
desfechos foi observada. N&o foram identificadas mutacbes em carcinomas
com metastases linfonodais. Apenas um paciente com metastases a distancia
refratarias a 1*3! (EXT8, Figura 13), apresentou mutacdo no gene ROS1 da via
MAPK. Este foi o0 Unico individuo com doenca persistente e,
consequentemente, resposta incompleta ao tratamento, que teve mutacgdo

identificada no tumor primario.
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5. Discussao

A apresentagdo clinica predominante de carcinomas de células de
Hurthle foi de pacientes do sexo feminino com idade mais avangada. Os
nodulos malignos eram maiores, mas sem caracteristicas ultrassonograficas ou
citolégicas que os distinguissem dos adenomas de células de Hurthle. Houve
mutacdes recorrentes nas vias Wnt/pB-catenina, MAPK e PI3K-AKT-mTOR nos
carcinomas de células de Hurthle, particularmente dos genes FAT1 e APC,

envolvidos na via Wnt.

5.1. Perfil clinico e ultrassonogréfico dos carcinomas de células de
Hurthle

Os carcinomas de células de Hurthle eram ndédulos significativamente
maiores que 0s adenomas e, exceto por esta caracteristica, ndo houve
diferenca na apresentacéo das lesbes benignas e malignas que permitisse um
diagnéstico pré-operatério adequado. Estudos evidenciam a correlacdo entre
tamanho do tumor e risco de malignidade nas lesGes oncociticas. Tamanho
tumoral > 4 cm é um preditor independente de malignidade, conforme achados
de estudo anterior envolvendo 330 tumores de células de Hurthle, 61 deles
malignos®2. Em nossa casuistica, lesdes maiores que 4 cm apresentaram maior
risco de malignidade. Entretanto, ao contrario de relato da literatura de que
todas as lesdes de células de Hurthle < 2 cm séo benignas e todas > 6 cm séo
malignas?1?°, encontramos lesGes benignas de até 8,5 cm e a menor maligna

tinha 0,7 cm.

As caracteristicas ultrassonograficas analisadas nesse estudo também
nao demonstraram capacidade de diferenciar lesbes oncociticas malignas de
benignas®. Neoplasias de células de Hurthle podem apresentar uma ampla
variedade de achados ultrassonograficos!’-2%-31.94-97 e hipoecogenicidade é

preditora de malignidade nessas lesdes®. Ito et al.®> observam que ndédulos
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sélidos, arredondados e hipoecoicos e nodulos sélidos com contornos
irregulares ou microcalcificacdes representam 83% dos carcinomas de células
de Hurthle e 78% dos adenomas, mas tais apresentacdes ultrassonogréficas
sdo preditoras independentes de malignidade em pacientes com padréo
citolégico folicular com células de Hurthle2. Por outro lado, nédulos ovalados,
nao-hipoecoicos, com halo periférico foram padrées recorrentes entre 0s
carcinomas de células de Hirthle no presente estudo, sendo observadas tais

caracteristicas nas frequéncias de 83,3%, 62,5% e 79,2%, respectivamente.

Os aspectos ultrassonograficos dos carcinomas foliculares também
diferem dos observados nos carcinomas papiliferos de tireoide. Os achados
mais frequentes nas ultrassonografias de carcinomas foliculares sdo: nédulos
sélidos (82,6%), ovalados (72,7%), isoecoicos (65,2%), com halo hipoecoico
(86,6%) e auséncia de calcificacbes (82,6%)%8. Supde-se que o halo periférico
corresponda a capsula ou pseudocapsula do tumor, o que pode ser identificado
tanto em carcinomas como em adenomas de células de Hurthle®*%. Ao
contrario do padrdo previamente descrito dos carcinomas foliculares?,
degeneracéo cistica (45,8%) e macrocalcificacbes (12,5%) foram observadas
em nossos casos de carcinomas de células de Hirthle. Lee et al.%¢ identificam
componente cistico em 50% e macrocalcificagbes em 20% dos tumores de
células de Hurthle, sem diferenca significativa entre as lesdes benignas e
malignas, apesar de haver apenas trés carcinomas em sua casuistica. Em
relacdo a vascularizacdo, nosso estudo demonstrou predominio do padréo
central tanto nos carcinomas (52,6%) como nos adenomas de células de
Hurthle (60%). Além disso, a classificacdo TI-RADS em nossa amostra nao foi
capaz de distinguir adequadamente as lesées malignas, achado semelhante ao

reportado em estudo coreano que avalia lesdes foliculares®®.

A analise citologica dos nossos casos nao foi capaz de identificar
adequadamente os nddulos malignos, visto que 87% dos carcinomas e 97%
dos adenomas foram diagnosticados como padrao folicular ou padrao folicular
com células de Hirthle (Bethesda V). Estudos anteriores reportam baixo valor
preditivo positivo para malignidade do padréo citologico folicular com células de
Harthle, entre 15 e 45%'%1°, que reduz para 9,5% na presenca de tireoidite de
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Hashimoto33. Portanto, outros aspectos pré-operatérios tém que ser avaliados,

a fim de permitir um diagnéstico apropriado da malignidade.

A avaliacdo clinica e ultrassonografica desses pacientes apresentou
algumas limitacGes devido ao seu carater retrospectivo. Analisamos apenas
casos de neoplasias de células de Hirthle confirmados pela histopatologia, em
vez de todos os nédulos com padrdo folicular com células de Hurthle pela
citologia. Apesar da raridade desse tumor e de esta série ter incluido uma
quantidade maior de casos de carcinomas de células de Hurthle quando
comparada a outras casuisticas, o numero de casos ainda foi limitado para

identificar diferencgas significativas entre lesdes malignas e benignas.

5.2. Perfil molecular dos carcinomas de células de Hiirthle

Apesar do recente avanco do conhecimento sobre as bases moleculares
dos carcinomas de células de Hirthle, mutacbes condutoras (“drivers”) e
alteracdes gendbmicas responsaveis pelo fenotipo rico em mitocéndrias das

células oncociticas ainda ndo foram completamente elucidadas.

MutacBes somaticas frequentemente associadas a carcinomas
diferenciados de tireoide sdo incomuns nos carcinomas de células de Hurthle.
De acordo com o Atlas do Genoma do Céancer, mutacbes do BRAF estdo
presentes em até 60% dos carcinomas papiliferos®>1%, No entanto, ndo foi
detectada nenhuma mutacdo do BRAF em nossos casos de carcinomas de
células de Hirthle. Gopal et al.*®> identificam dois casos de carcinoma de
células de Hurthle primario com mutagdo de BRAF, enquanto Ganly et al.*4
confirmam nosso achado negativo em relacdo a esse gene. Por outro lado,
mutacbes do RAS foram observadas em 5 (12,5%) dos nossos carcinomas
sequenciados, uma frequéncia similar a detectada nos papiliferos®?, mas bem
menor que a observada em carcinomas foliculares (49%)%. Contudo,
demonstramos que a via MAPK de fato é relevante nos carcinomas de células
de Hidrthle, visto que 27,5% dos nossos casos apresentavam mutacdes de
genes desta via, sendo os mais frequentes: ALK (10%), FGFR3 (10%), KDR
(10%), KIT (7,5%), NRAS (7,5%), FLT4 (5%) e MET (5%).
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Considerando que carcinomas de ceélulas de Hurthle extensamente
invasivos apresentam aumento da expressdo de genes das vias Wnt/B-
catenina e PI3K-AKT-mTOR?, observamos, em nossa casuistica, 30% dos
carcinomas com mutacfes em genes da via Wnt/B-catenina (58,3% destes
extensamente invasivos) e 25% com mutacdes na via PI3K-AKT-mTOR (70%

extensamente invasivos).

5.2.1. O gene FAT1 como possivel “driver” do carcinoma de células de

Hurthle

A via Wnt/B-catenina, conforme os dados expostos, esta associada a
carcinogénese dos tumores de Hirthle e engloba genes cujas alteracdes
podem ser “drivers” dessa neoplasia, ndo so ativando a via Wnt, como também
controlando o crescimento celular por meio da interacdo com o complexo |
mitocondrial®®1°t, Mutagbes “driver” conferem vantagem ao crescimento clonal
das células neoplasicas e sdo os focos primordiais de terapias-alvo'®2. O
principal gene candidato em nossa casuistica foi o FAT1.

O FAT1 é um gene longo que se localiza na regido 4g35.2 e codifica
uma caderina, proteina transmembrana presente em tecidos epiteliais, que
apresenta mais de 4.500 residuos de aminoacidos. As fungbes da proteina
FAT1 incluem adeséo, polaridade e migracédo celulares, além de participacao
em vias de sinalizagdo intracelular, como Wnt/B-catenina e Hippo%103, FAT1
ativa o complexo Ena/VASP, promovendo polimerizagdo da actina e a
mobilidade celular, interage com Scribble na via Hippo, gerando fosforilagéo de
YAP1 e inibicdo do crescimento celular, e também regula negativamente a
translocacao nuclear da B-catenina, restringindo a via Wnt e o crescimento
celular®3104.105 A proteina transmembrana do alelo selvagem do FAT1 se liga
a P-catenina, enquanto a proteina FAT1 truncada ndo consegue deter a P-
catenina na membrana celular, permitindo a migracdo da R-catenina ao nicleo
e a ativacdo da via Wnt, o que favorece proliferacdo celular®® (Figura 16).
Dados do Atlas do Genoma do Cancer mostram maior ativagéo da via Wnt em

casos com reduzida expressédo do FAT1%,
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Polimerizagéo da actina

l Scribble Fosforilacio YAP1
Movimentacao celular l
% Inibicio do crescimento celular

Controle da fungdo mitocondrial

Figura 16 — Funcoes celulares do FAT1

O papel do FAT1 na carcinogénese ainda ndo foi completamente
elucidado, visto que ha descri¢cdes de sua acao tanto como supressor quanto
como oncogene!®. A funcdo de supressdo tumoral do FAT1 “in vitro” é
evidenciada pelo fato de que a inativagcdo de FAT1 acarreta um crescimento
acelerado de células neoplasicas, mas essa perda de funcdo de FATL1 leva a
ativacdo da via Wnt/B-catenina de forma heterogénea entre diferentes
linhagens celulares®®. Em neoplasias de mama invasivas, ha menor expresséo
de FAT1%07108 enquanto a leucemia linfoblastica aguda tem hiperexpressédo e
associa¢3do com pior progndsticol®. O processamento aberrante da proteina
FAT1 ocorre em células de melanomas!!® e mutacdes de ponto em neoplasias

pancreaticas e espinocelulares de cabeca e pescogo?3:103,
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A proteina FAT1 enddgena se liga a p-catenina e suprime o crescimento
e a proliferacdo celulares®. A mutacdo p.G4294R do FAT1 que identificamos
num caso de carcinoma de células de Hurthle se localizava no dominio
intracitoplasmatico, que é responsavel pela ligacgdo com a [-catenina.
Entretanto, as evidéncias acerca da ativacdo da [-catenina apos reducéo da
expressdo do FAT1 em células provenientes de carcinomas espinocelulares de
cabeca e pescoco sdo controversas!®®1!! indicando que os mecanismos pelos
quais as mutacbes do FAT1 comprometem a funcéo proteica sdo variados e
ainda parcialmente desconhecidos. Em neoplasias de cabeca e pescoco, a
perda de fungcédo do FAT1 néo afeta a proliferacdo, mas aumenta a migragao e
invasdo celulares'®®. Quase todas as mutacdes do FAT1 em nossa amostra se
localizavam nos dominios extracelulares (caderinas), e essa por¢ao da proteina
normal parece ser suficiente para suprimir a mobilidade celulart®. Ganly et al.*
observam mutacfes de ponto do FAT1 em 7% dos carcinomas de células de
Hurthle (ndo foram especificadas as localiza¢des), menos frequentes do que
em nossa casuistica (17,5%), o que sugere heterogeneidade dos eventos
genéticos determinantes desta neoplasia. O Atlas do Genoma do Cancer néo
reporta mutacdes inativadoras do FAT1 em neoplasias diferenciadas de
tireoide, mas avaliam apenas carcinomas papiliferos e foliculares®?,

Outro aspecto importante da proteina transmembrana FAT1 é o controle
da funcdo mitocondrial por meio do seu dominio intracelular, que limita a
atividade dos complexos I e Il. Estudo “in vivo” observa aumento da expressao
de FAT1 em células musculares lisas, apds lesdo vascular, contribuindo para
conter o crescimento celular na fase de reparacdo do dano. Fragmentos da
proteina FAT1 séo localizados na mitocondria dessas células, limitando os
complexos | e Il na membrana interna da mitocondria. Células musculares lisas
com “knockout” de FAT1 apresentam maior proliferagdo, consumo de oxigénio
mais elevado e niveis mais altos de aspartato. No entanto, essa vantagem no
crescimento destas células “knockout” é significativamente reduzida apos
inibicdo do complexo I, 0 que ndo ocorre nas celulas normais, indicando que o
aumento da proliferacéo celular gerado pela perda de funcdo do FAT1 depende

da respiragdo mitocondriall%:112,
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Além disso, o papel do FAT1 na carcinogénese é sugerido por meio da
andlise pormenorizada da delecdo cromossdmica 4935 documentada em
véarias neoplasias, como glioblastoma, carcinoma de ovario e espinocelular de
cabeca e pescoco, em que ocorre ativacao da via Wnt apesar de néo existirem
mutacBes nos componentes classicos da via, como APC, CTNNB1, AXIN1 e
AXIN213-116 Em carcinomas colorretais, quando as mutagcdes mais frequentes
dos genes APC, AXIN1, AXIN2, TCF4 e CTNNBL1 estdo ausentes, ha mutacdes
do FAT1 ativando a via®:.

Mutacbes e reduzida expressao do FAT1l em carcinomas
espinocelulares de cabeca e pescoco se associam a metastases linfonodais,
permeacdo vascular linfatica, maior recorréncia e pior sobrevida livre de
progressdo de doenca, enquanto tamanho tumoral, estadio TNM e sobrevida
global ndo estdo relacionados'®. Por outro lado, mutagées do FAT1 se
associam a melhor prognéstico em carcinomas espinocelulares de cabeca e
pescoco negativos para o papilomavirus humano, glioma e neoplasias de
ovario®116.117 'g que parece ocorrer nos carcinomas de células de Hirthle, uma
vez que nenhum dos nossos casos com mutacdes do FAT1 apresentou

desfechos desfavoraveis.

Apesar de termos detectado uma mutacdo do FAT1 num caso de
adenoma de células de Hurthle, outros potenciais “drivers” para essa neoplasia,
como mutacdes do RAS e do DNA mitocondrial, também séo identificados em
adenomas'#*®, Tal achado sugere que provavelmente sdo necessarios eventos
genéticos adicionais para permitir a progressado tumoral. Além disso, como o
aumento da proliferacdo celular gerada pela perda de funcdo do FAT1 depende
da atividade mitocondrial®l, supomos que este gene pode estar envolvido no
fendtipo rico em mitocondrias das ceélulas oncociticas. Até o momento, 0s
estudos “in vitro” acerca do papel do FAT1 na carcinogénese ndo envolveram
tumores de células de Huirthle, entdo a interface entre a alteracdo funcional de
FAT1 com o excesso de mitocondrias ndo foi explorada, e este estudo pode
suscitar novas pesquisas nesse ambito.

Portanto, apesar de o gene FAT1 ainda né&o ter sido extensamente

investigado nos carcinomas de células de Hurthle, sua associacdo com a via
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Whnt/B-catenina, metabolismo mitocondrial, migracdo e invasdo celulares
reforcam a hipotese de que esse gene pode constituir relevante “driver’ nessa

neoplasia.

5.2.2. Outros potenciais “drivers” do carcinoma de células de Hirthle e
impacto prognhostico

O gene APC é um supressor tumoral que controla a via Wnt/B-catenina,
e suas mutacdes ocorrem principalmente em carcinomas colorretais!!8, Este foi
0 gene com maior niumero de mutacées em nossos carcinomas de células de
Harthle. O gene APC esta mutado em carcinomas papiliferos variante
cribiforme de portadores da Polipose Adenomatosa Familiar (PAF)'°. A regido
na qual se concentram mais de 65% das mutacdes somaticas e 23% das
germinativas do gene APC em carcinomas colorretais esta entre os cdédons
1296 e 1513 no éxon 15, que se situa no dominio de repeticbes de 20
aminoacidos, onde ocorre ligacdo e regulagcdo da B-cateninal®1?, Entretanto,
nao identificamos nenhuma mutacdo nessa regido em nossas amostras. Cabe
ressaltar que as mutacbes do gene APC fora dessa regido de interesse
também sdo mais comuns em portadores de PAF com carcinoma papilifero
concomitante quando comparados aos pacientes com a sindrome sem tumor
tireoidiano!!®. Além disso, em casos de PAF com carcinoma papilifero
frequentemente coexistiam mutagées do APC e o rearranjo RET/PTC1'%,
sugerindo que a perda de funcdo do APC poderia ser evento inicial, mas
isoladamente insuficiente na carcinogénese tireoidiana. Em nosso estudo,
nenhum dos casos apresentou mutacdo isolada do APC e houve cinco
carcinomas com mutac¢des concomitantes de APC e FAT1.

Mutacbes do gene APC sado conhecidas por ativarem a via Wnt/B-
catenina, principalmente nos carcinomas colorretais'®, Apesar de nado haver
descricdo de mutacdes do APC em estudos gendmicos prévios de carcinomas
de células de Hurthle*>74 as mutacbes que detectamos apresentaram
potencial de patogenicidade consideravel. A (nica excecdo foi a mutagdo
p.P2747L, identificada tanto em carcinoma como em adenoma na nossa

amostra, predita como deletéria apenas pelo FATHMM score. Esta mutacao se
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encontra no dominio de ligagédo a “end-binding protein” EB1, o qual se conecta
a outras estruturas celulares, como microtibulos. Em ratos portadores de
versao truncada da Apc, sem o sitio de ligacdo a EB1, ndo h4d aumento do risco
de neoplasias gastrointestinais'?2.

As mutacbes de outros genes da via Wnt/p-catenina que foram
reportadas em nossa casuistica (AXIN2, DVL2, LRP5, LRP6, AMER1,
CSNK1D, DVL1, GNAS e ZNRF3) ndo sao descritas nos demais estudos
gendmicos envolvendo carcinomas de células de Hurthle141574,

O gene AGAP2 tem acado antiapoptética por meio da ativacdo do PI3K
nuclear e esta hiperexpresso em algumas neoplasias, como do sistema
nervoso central®. Em estudo de transcriptoma de casos de neoplasias de
tireoide do Atlas do Genoma do Cancer, a expressdao de AGAP2 nao tem
impacto prognéstico'?3, e a frequéncia de mutagcbes de ponto deste gene em
cancer de tireoide no banco de dados COSMIC70 é menor que 1%%. O AGAP2
foi o gene da via PI3K-AKT-mTOR mais frequentemente mutado em nossos
casos de carcinomas de células de Hurthle. Entretanto, ndo h& descricdo de
mutacdes deste gene nos estudos gendmicos recentes envolvendo carcinomas
de células de Hurthle#15, Por outro lado, estudo de hibridizacdo gendmica
mostra que h& notavel amplificacdo do cromossomo 12, onde se localiza o
AGAP2, em carcinomas de células de Hurthle©.

As mutacBes do gene MTOR foram identificadas em 12,5% dos casos
de carcinomas da nossa amostra. Entretanto, a analise de 507 carcinomas
diferenciados de tireoide no atlas do genoma do cancer néo revelou nenhuma
mutacdo desse gene, enquanto houve apenas 1,2% (1/84) de carcinomas
pouco diferenciados de tireoide e 6,1% (2/33) de anaplasicos com mutacfes de
MTOR'?4, Suspeita-se que mutacbes de MTOR possam contribuir com
agressividade tumoral, induzindo invasdo e metastases!?*. Apesar de os
tumores que apresentaram muta¢gfes de MTOR em nossa casuistica ndo terem

evoluido com metastases, todos eram extensamente invasivos.

Houve dois casos com mutacdo de splicing de SLC5A5, sendo um deles
hipermutado, mas nenhum tinha metastases. A menor expressao de SLC5A5

em carcinomas papiliferos, foliculares e pouco diferenciados de tireoide se
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associa a agressividade tumoral e pior prognéstico!?>. Até o momento, nédo
foram descritas outras mutacdes de SLC5A5 em carcinomas de células de

Hurthlel4.15,

Ao contrario do que se verifica em analises genémicas dos carcinomas
de células de Hurthle'*'®, mutacGes em genes associados a comportamento
tumoral agressivo, como C228T e C250T da regido promotora de TERT ou do
TP53, ndo foram identificadas em nossos casos. Observamos duas novas
mutacbes da regido promotora de TERT em carcinomas extensamente
invasivos sem evolucéo desfavoravel. E possivel que as mutagdes do TP53 e
do promotor do TERT (C228T e C250T) sejam mutagdes “driver’ de estagios
avancados dos carcinomas de células de Hurthle, uma vez que ha evidéncias
apontando para evolucdo convergente envolvendo esses genes. Ao analisar a
arvore filogenética de alguns casos recorrentes ou metastaticos de carcinomas
de células de Hurthle, observam-se muta¢des independentes do promotor do
TERT e do TP53 em linhagens distintas da neoplasia, sugerindo origem nao-

clonal desses eventos?®.

Portanto, o perfil genético que encontramos, com mutacfes recorrentes
de FAT1 sem mutacdes sabidamente relacionadas a pior progndstico poderia
explicar o desfecho geral favoravel da nossa coorte. Apesar do predominio de
carcinomas de células de Hurthle extensamente invasivos, durante um
seguimento de aproximadamente sete anos, houve doenca recorrente ou
persistente em 17%, resposta estrutural incompleta em 14%, metastases
linfonodais em 9,6%, a distancia em 13,5% dos casos e mortalidade de apenas
3,8%. A mortalidade média por carcinomas de células de Hurthle é descrita
como sendo maior que 20%, mas varia entre os centros*3, inclusive estudo

japonés observa evolugdo favoravel semelhante a nossa, mostrando

mortalidade de apenas 3,2%?*26.

Como os outros relatos sobre a caracterizacdo gendmica de carcinomas
de células de Hurthle'415, este estudo foi limitado pelo tamanho da amostra. No
entanto, tanto carcinomas extensamente como minimamente invasivos foram
representados, e as mutacdes mais relevantes foram investigadas em

adenomas. Restringimos a nossa analise a tumores primarios com foco na
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identificacdo de mutacdes “driver” de carcinomas de células de Hurthle.
Portanto, afirmagdes sobre a aquisicdo de novas mutacbes favorecendo a

disseminagédo metastéatica ndo foram possiveis.
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6. Conclusodes

As caracteristicas clinicas e os padrbes ultrassonografico e citoldgico
dos carcinomas de células de Hurthle se assemelharam ao dos adenomas,

exceto pelo tamanho tumoral, significativamente maior nos tumores malignos.

A evolucdo da coorte de carcinomas foi favoravel, com menores
frequéncias de metastases e mortalidade que as descritas na literatura, além

do predominio de resposta excelente ao tratamento.

No sequenciamento paralelo em larga escala dos carcinomas de células
de Hurthle, observaram-se diversas mutacdes em genes das vias com aumento
de expressdo reportado previamente nestes carcinomas: Wnt/B-catenina,
MAPK e PI3K-AKT-mTOR, sendo APC e FAT1 os genes mais frequentemente
mutados, tendo este ultimo diversas func¢des celulares, inclusive controle da
atividade mitocondrial. Nao houve mutacbes em BRAF, e a frequéncia de
mutacBes do RAS foi semelhante a relatada em carcinomas papiliferos, mas
inferior & dos carcinomas foliculares. MutacBes habitualmente associadas a
pior prognéstico em carcinomas diferenciados de tireoide, como as C228T e
C250T da regiao promotora de TERT e mutacbes de TP53, ndo foram
encontradas. Além disso, ndo houve associacdo entre o perfil mutacional e as

caracteristicas clinicas, histolégicas e desfechos.
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7. Sugestdes para trabalhos futuros

Os eventos genéticos envolvidos na tumorigénese dos carcinomas de
células de Hurthle sdo heterogéneos e ainda ndo foram completamente
elucidados. Os achados acerca dos genes mais frequentemente envolvidos em
nossa casuistica podem gerar estudos funcionais que esclarecam o papel
dessas mutacdes nas neoplasias oncociticas. O FAT1, um dos principais
achados do nosso estudo, € um gene ainda pouco explorado no contexto do
carcinoma de células de Hurthle, e seu papel nessa neoplasia com fendétipo rico

em mitocondrias requer investigacao mais ampla.

Ampliar a casuistica e realizar andlises gendémicas mais extensas,
inclusive com andlise dos tecidos tumorais metastaticos, poderiam auxiliar na
compreensao da genética desse subtipo singular de carcinoma diferenciado de

tireoide.
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8. Anexos

Anexo A — Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

HOSPITAL DAS CLINICAS DA FACULDADE DE MEDICINA DA UNIVERSIDADE
DE SAO PAULO-HCFMUSP

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

DADOS DE IDENTIFICACAO DO SUJEITO DA PESQUISA OU RESPONSAVEL

LEGAL
L N OME . e e e e rr b
DOCUMENTO DE IDENTIDADE NO @ ..o SEXO: Mo F o
DATA NASCIMENTO: ........ [....... l......
ENDEREQCO ..o NO APTO: ...,
BAIRRO: ... CIDADE ...
CEP: ., TELEFONE: DDD (............ )RR
2. RESPONSAVEL LEGAL ..ottt ieies ettt es st seseseneas
NATUREZA (grau de parentesco, tutor, CUrador €1C.) ..........occvrrrrrieeereeniiiiiieieeeeeee s
DOCUMENTO DE IDENTIDADE :......coovitiiiiiieieeeeeeeeeiiens SEXO: Mo Fo
DATA NASCIMENTO.: ...... l....... l......
ENDERECO: ..o NO s APTO: i
BAIRRO: ..o, CIDADE: ...t
(01 =1 = H TELEFONE: DDD (............ )ttt

Rubrica do participante da pesquisa ou responsével

Rubrica do pesquisador:
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DADOS SOBRE A PESQUISA

1.TITULO DO PROTOCOLO DE PESQUISA: “SEQUENCIAMENTO DE NOVA
GERAGCAO PARA DETECCAO DE MUTAGOES EM CARCINOMAS DE CELULAS
DE HURTHLE DA TIREOIDE”

2.PESQUISADOR : Debora Lucia Seguro Danilovic
CARGO/FUNCAO: Médica-assistente
INSCRICAO CONSELHO REGIONAL N° 100676

UNIDADE DO HCFMUSP: Unidade de Tireoide, Disciplina de Endocrinologia e
Metabologia

3. AVALIACAO DO RISCO DA PESQUISA:
RISCO MINIMO X RISCO MEDIO m
RISCO BAIXO o RISCO MAIOR m
4. DURACAO DA PESQUISA : 24 meses

1 — Desenho do estudo e objetivo: O carcinoma de células de Hurthle é considerado
uma variante dos carcinomas foliculares com comportamento clinico diferenciado.
Apenas uma pequena parte destes tumores tem alteragdo molecular conhecida.
Identificar estas alteracdes poderia melhorar o diagndstico pré-operatorio de nodulos
de tireoide, identificar os casos de pior evolucdo e permitir 0 desenvolvimento de
tratamentos genéticos. Os objetivos deste trabalho sao identificar alteracdes de
genes relacionados ao desenvolvimento de tumores de células de Hirthle da tireoide
e relacionar as alteracdes encontradas com caracteristicas dos pacientes;

2 — Descricao dos procedimentos que serdo realizados, com seus propositos e
identificacdo dos que forem experimentais e néo rotineiros: Para poder participar
deste estudo, vocé precisa ser um adulto submetido & remocédo da tireoide pela
presenca de nédulo. Apés a explicacdo de todos os procedimentos, vocé podera
decidir se quer ou ndo participar. Caso vocé deseje participar do estudo, toda a
avaliacdo sera feita a partir de pequenas amostras de sua tireoide, ja removida na
cirurgia;

3 — Relagdo dos procedimentos rotineiros e como sao realizados: A coleta de
amostras de tecidos de sua tireoide sera em material da cirurgia armazenado no
arquivo do servico de Anatomia Patoldgica do Hospital;

4 — Descricdo dos desconfortos e riscos esperados nos procedimentos dos itens
2 e 3: Como a coleta de material sera feita apo6s a remocao cirurgica de sua tireoide,
nao havera qualquer desconforto ou risco adicional;
5 — Beneficios para o participante: Trata-se de um estudo experimental. Com a
avaliacdo de seu tumor de tireoide, sera possivel avaliar as alteracdes de genes que
poderiam causar sua doenca. Somente no final do estudo poderemos concluir quais
serdo os genes envolvidos na formagéo do cancer de tireoide;

Rubrica do participante da pesquisa ou responsavel

Rubrica do pesquisador:
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6 — Relacdo de procedimentos alternativos que possam ser vantajosos, pelos
quais o0 paciente pode optar: Sua participacdo no estudo € voluntaria. Caso vocé
ndo deseje participar do estudo, ndo havera qualquer modificacdo no seu atendimento
médico no Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da Universidade de Séo
Paulo ou no Instituto do Cancer do Estado de Sao Paulo;

7 — Garantia de acesso: em qualquer etapa do estudo, vocé ter4 acesso aos
profissionais responsaveis pela pesquisa para esclarecimento de eventuais davidas. O
principal investigador € a Dra. Debora Lucia Seguro Danilovic, que pode ser
encontrada na Faculdade de Medicina da Universidade de S&o Paulo, telefones: 3061-
8456 ou 3061-7467. Se vocé tiver alguma consideracdo ou duvida sobre a ética da
pesquisa, entre em contato com o Comité de Etica em Pesquisa (CEP) — Rua Ovidio
Pires de Campos, 225 — 5° andar — tel: 3069-6442 ramais 16, 17, 18 ou 20, e-mail:
cappesq@hcnet.usp.br;

8 — Garantias de plena liberdade de recusar-se a participar ou retirar o seu
consentimento: E garantida a liberdade da retirada de consentimento a qualquer
momento e deixar de participar do estudo, sem qualquer prejuizo a continuidade de
seu tratamento na Instituicao;
9 — Direito de confidencialidade: As informacdes obtidas serdo analisadas em
conjunto com outros pacientes, ndo sendo divulgada a identificacdo de nenhum
paciente;

10 — Garantia de que o participante recebera informacfes atualizadas: Tera direito
de ser mantido atualizado sobre os resultados parciais e finais da pesquisa;
11 — Despesas, compensacdes e indenizagdes: ndo ha despesas pessoais para o
participante em qualquer fase do estudo, incluindo exames e consultas. Também né&o
h&d compensacdo financeira relacionada a sua participagdo. Se existir qualquer
despesa adicional, ela sera absorvida pelo orcamento da pesquisa. O paciente tem
direito a solicitar indenizagdo em caso de danos comprovadamente decorrentes da
participacdo na pesquisa;

12 - Compromisso do pesquisador de utilizar os dados e o material coletado em
outras pesquisas apenas com autorizacdo do paciente: Da amostra de tumor
cedida pelo (a) Sr (a) sera extraido DNA (material genético) que podera ser utilizado
em outras pesquisas que também tenham o objetivo de estudar pacientes com
nédulos na tireoide. Para que seu material genético possa ser armazenado e usado
em outras pesquisas € necessaria sua autorizacdo. Por favor, informe abaixo se ha
necessidade de consulta-lo(a) para autorizar o uso do seu material biolégico em outras
pesquisas cientificas futuras.

Ha necessidade de consulta-lo para autorizar o uso deste material coletado em
outras pesquisas cientificas?

(.....) SIM. Eu quero ser consultado para autorizar ou ndo cada pesquisa futura com o
meu material.

(....) NAO. Eu dispenso a autorizacéo para cada pesquisa e estou informado(a) que a
Comissédo de Andlise de Projetos de Pesquisa do Hospital das Clinicas (CAPPesq) ir4
examinar a nova pesquisa e decidir sobre a utilizacdo ou ndo do material que eu estou
cedendo.

Rubrica do participante da pesquisa ou responsével

Rubrica do pesquisador:
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Se o (a) Sr (a). concordar em disponibilizar este material para outras futuras pesquisas
cientificas ele sera armazenado no Biorrepositério do Laboratério de Endocrinologia
Celular e Molecular (LIM/25) da Faculdade de Medicina — Universidade de S&o Paulo,
permanecendo sob a responsabilidade institucional da Dra. Debora Lucia Seguro
Danilovic.

O prazo de armazenamento do seu material biolégico no Biorrepositério do Laborat6rio
de Endocrinologia Celular e Molecular (LIM/25) sera de acordo com o cronograma da
pesquisa, sendo que o prazo maximo é de 10 anos.

Acredito ter sido suficientemente informado a respeito das informacdes que li ou que
foram lidas para mim, descrevendo o projeto de pesquisa “Sequenciamento de nova
geracao para detecgdo de mutagdes em carcinomas de células de Hurthle da tireoide”

Eu discuti as informagfes acima com o Pesquisador Responsavel, Dra. Debora Lucia
Seguro Danilovic sobre a minha decisdo em participar nesse estudo. Ficaram claros
para mim os propdsitos do estudo, os procedimentos a serem realizados, seus
desconfortos e riscos e as garantias de confidencialidade e de esclarecimentos
permanentes. Concordo voluntariamente em participar deste estudo, e poderei retirar 0
meu consentimento a qualquer momento, antes ou durante 0 mesmo, sem
penalidades ou prejuizo ou perda de qualquer beneficio que eu possa ter adquirido, ou
no meu atendimento neste Servigo. Assino este termo de consentimento e recebo uma
via rubricada pelo pesquisador.

Data / /

Assinatura do paciente/representante legal

Data / /

Assinatura da testemunha para pacientes analfabetos, semi-analfabetos ou portadores
de deficiéncia auditiva ou visual.

(Somente para o responsavel do projeto)

Declaro que obtive de forma apropriada e voluntaria o Consentimento Livre e
Esclarecido deste paciente ou representante legal para a participacdo neste estudo.

Data / /

Assinatura do responsavel pelo estudo
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Anexo B — Variantes somaticas identificadas nos carcinomas de células de Hirthle chamadas por dois ou trés
programas de chamada de variantes

Cromos- Posicéo Refe- Alte- Funcéo Tipo de L
Gene somo Casos | Programas genﬁrgnica réncia | ragdo gege va[r)iante Troca de aminoacido
AGAP2 | 12 EXT4 | Lofreq 58131556 - T éxon Insercéo AGAP2:NM_001122772:exonl:c.473_474insA:p.Arg158fs
Mutect frameshift
EXT2 | Lofreq 58131527 G A éxon SNP néo- | AGAP2:NM_001122772:exonl1:c.C503T:p.Serl168Phe
Mutect sinbnimo
EXT1 | Lofreq 58125237 C T éxon SNP ndo- | AGAP2:NM_001122772:exon10:c.G2057A:p.Arg686GIn,
EXT3 | Mutect sindbnimo | AGAP2:NM_014770:exon10:c.G1049A:p.Arg350GIn
EXT1 | Lancet 58124704 C T éxon SNP ndo- | AGAP2:NM_001122772:exon11:c.G2178A:p.Met726lle,
Lofreq sindbnimo | AGAP2:NM _014770:exon11:c.G1170A:p.Met390lle
EXT1 | Lancet 58124693 C T éxon SNP ndo- | AGAP2:NM_001122772:exon11:c.G2189A:p.Arg730GIn,
Lofreq sindbnimo | AGAP2:NM_014770:exonl11:c.G1181A:p.Arg394GIn
EXT1 | Lofreq 58128124 T C éxon SNP ndo- | AGAP2:NM_001122772:exon4:c.A1379G:p.Glu460Gly,
Mutect sindbnimo | AGAP2:NM_014770:exon4:c.A371G:p.Glu124Gly
EXT1 | Lancet 58126193 G T éxon SNP ndo- | AGAP2:NM_001122772:exon7:c.C1787A:p.Ala596Asp,
Lofreq sinbnimo | AGAP2:NM_014770:exon7:c.C779A:p.Ala260Asp
EXT6 | Lofreq 58121328 G A éxon SNP AGAP2:NM_014770:exonl16:c.C1827T:p.lle609lle,
Mutect sinbnimo | AGAP2:NM_001122772:exonl17:c.C2895T:p.lle965Ile
EXT2 | Lofreq 58120890 G A éxon SNP ndo- | AGAP2:NM_014770:exon17:c.C2135T:p.Ala712Val,
Mutect sinbnimo | AGAP2:NM_001122772:exon18:c.C3203T:p.Alal068Val
MIN2 | Lofreq 58120962 A G éxon SNP ndo- | AGAP2:NM_014770:exon17:c.T2063C:p.Leu688Pro,
Mutect sinbnimo | AGAP2:NM_001122772:exon18:¢.T3131C:p.Leul044Pro
EXT2 | Lancet 58120478 G A éxon SNP ndo- | AGAP2:NM_014770:exon18:¢c.C2368T:p.His790Tyr,
Lofreq sinbnimo | AGAP2:NM_001122772:exon19:c.C3436T:p.His1146Tyr
Mutect
AKT2 19 EXT1 | Lancet 40748466 G A éxon SNP nao- | AKT2:NM_001243028:exon4:c.C230T:p.Ala77Val,
Lofreq sindnimo | AKT2:NM_001330511:exon4:c.C416T:p.Alal39Val,
AKT2:NM_001243027:exon5:c.C230T:p.Ala77Val,
AKT2:NM_001626:exon5:c.C416T:p.Ala139Val
MIN2 | Lofreq 40748467 C T éxon SNP nado- | AKT2:NM_001243028:exon4:c.G229A:p.Ala77Thr,
Mutect sindnimo | AKT2:NM_001330511:exon4:c.G415A:p.Alal39Thr,

AKT2:NM_001243027:exon5:c.G229A:p.Ala77Thr,
AKT2:NM_001626:exon5:c.G415A:p.Alal39Thr
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EXT1 | Lofreq 40741909 éxon SNP ndo- | AKT2:NM_001330511:ex0n9:c.C934T:p.His312Tyr,
Mutect sindnimo | AKT2:NM_001243028:exon10:¢c.C877T:p.His293Tyr,
AKT2:NM_001243027:exon11:c.C877T:p.His293Tyr,
AKT2:NM_001626:ex0n11:c.C1063T:p.His355Tyr
EXT2 | Lancet 40741857 éxon SNP ndo- | AKT2:NM_001330511:ex0n9:c.C986T:p.Thr329Met,
EXT6 | Lofreq sinbnimo | AKT2:NM_001243028:exon10:c.C929T:p.Thr310Met,
AKT2:NM_001243027:exonl11:c.C929T:p.Thr310Met,
AKT2:NM_001626:exon11:c.C1115T:p.Thr372Met
ALK EXT1 | Lancet 30143374 éxon SNP néo- | ALK:NM_004304:exonl:c.G152T:p.Arg51Met
Lofreq sinénimo
Mutect
EXT3 | Lancet 29416563 éxon Stop ALK:NM_004304:exon29:c.C4390T:p.Arg1464X
Lofreq codon
EXT2 | Lofreq 29416094 éxon SNP néo- | ALK:NM_004304:exon29:c.C4859T:p.Pro1620Leu
Mutect sinbnimo
EXT9 | Lofreq 29606654 éxon SNP néo- | ALK:NM_004304:exon5:c.G1226A:p.Ser409Asn
Mutect sindnimo
AMER1 EXT1 | Lancet 63411030 éxon SNP ndo- | AMER1:NM_152424:exon2:c.G2137T:p.Asp713Tyr
Lofreq sinbnimo
Mutect
MIN1 | Lancet 63410222 éxon SNP ndo- | AMER1:NM_152424:exon2:c.G2945T:p.Arg982Met
Mutect sindnimo
APC EXT9 | Lofreq 112162822 éxon SNP néo- | APC:NM_001127511:exon10:c.G1372A:p.Ala458Thr,
Mutect sinbnimo | APC:NM_000038:exon12:c.G1426A:p.Ala476Thr,
APC:NM_001127510:exon13:c.G1426A:p.Ala476Thr
EXT1 | Lofreq 112173593 éxon SNP ndo- | APC:NM_001127511:exon14:c.C2248A:p.His750Asn,
Mutect sinénimo | APC:NM_000038:exon16:c.C2302A:p.His768Asn,
APC:NM 001127510:exonl17:c.C2302A:p.His768Asn
EXT2 | Lancet 112178319 éxon SNP ndo- | APC:NM_001127511:exon14:c.C6974T:p.Ser2325Phe,
Lofreq sindnimo | APC:NM_000038:exon16:c.C7028T:p.Ser2343Phe,
Mutect APC:NM_001127510:exon17:c.C7028T:p.Ser2343Phe
EXT4 | Lancet 112178879 éxon SNP nado- | APC:NM_001127511:exon14:c.C7534T:p.Arg2512Trp,
Lofreq sindnimo | APC:NM_000038:exon16:c.C7588T:p.Arg2530Trp,
Mutect APC:NM_001127510:exon17:c.C7588T:p.Arg2530Trp
EXT2 | Lancet 112173683 éxon SNP néo- | APC:NM_001127511:exon14:c.G2338A:p.Asp780Asn,
EXT3 | Lofreq sinbnimo | APC:NM_000038:exonl16:c.G2392A:p.Asp798Asn,
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APC:NM_001127510:exonl17:c.G2392A:p.Asp798Asn

EXT1 | Lofreq 112173705 G éxon SNP ndo- | APC:NM_001127511:exonl14:c.G2360A:p.Arg787GIn,
Mutect sindnimo | APC:NM_000038:exon16:c.G2414A:p.Arg805GIn,
APC:NM_001127510:exon17:c.G2414A:p.Arg805GIn
MIN1 | Lofreq 112174481 G éxon Stop APC:NM_001127511:exon14:c.G3136T:p.Glul046X,
Mutect codon APC:NM_000038:exon16:c.G3190T:p.Glu1064X,
APC:NM _001127510:exon17:c.G3190T:p.Glul064X
EXT9 | Lofreq 112176353 G éxon SNP ndo- | APC:NM_001127511:exon14:c.G5008A:p.Asp1670Asn,
Mutect sinbnimo | APC:NM_000038:exon16:c.G5062A:p.Asp1688Asn,
APC:NM _001127510:exon17:c.G5062A:p.Asp1688Asn
EXT3 | Lancet 112176986 G éxon SNP ndo- | APC:NM_001127511:exon14:c.G5641A:p.Glu1881Lys,
Lofreq sindnimo | APC:NM_000038:exon16:c.G5695A:p.Glu1899Lys,
APC:NM 001127510:exonl17:c.G5695A:p.Glu1899Lys
EXT1 | Lofreq 112178919 G éxon SNP ndo- | APC:NM_001127511:exon14:c.G7574A:p.Arg2525Lys,
Mutect sindnimo | APC:NM_000038:exon16:c.G7628A:p.Arg2543Lys,
APC:NM_001127510:exon17:c.G7628A:p.Arg2543Lys
MIN4 | Lofreq 112154688 C éxon SNP ndo- | APC:NM_001127511:exon8:¢c.C905T:p.Ser302Leu,
Mutect sinbnimo | APC:NM_000038:exon10:c.C959T:p.Ser320Leu,
APC:NM_001127510:exon11:c.C959T:p.Ser320Leu
EXT1 | Lofreq 112154943 G éxon SNP ndo- | APC:NM_001127511:exon8:c.G1160A:p.Arg387GIn,
Mutect sinbnimo | APC:NM_000038:exon10:c.G1214A:p.Arg405GlIn,
APC:NM_001127510:exon11:c.G1214A:p.Arg405GIn
EXT9 | Lofreq 112157655 G éxon SNP ndo- | APC:NM_001127511:exon9:c.G1321A:p.Asp441Asn,
Mutect sinbnimo | APC:NM_000038:exon11:c.G1375A:p.Asp459Asn,
APC:NM_001127510:exon12:c.G1375A:p.Asp459Asn
EXT1 | Lofreq 112179531 C éxon SNP nédo- | APC:NM_001127511:exon14:c.C8186T:p.Pro2729Leu,
MIN1 | Mutect sindnimo | APC:NM_000038:exon16:c.C8240T:p.Pro2747Leu,
APC:NM _001127510:exon17:c.C8240T:p.Pro2747Leu
AXIN1 | 16 EXT1 | Lancet 347883 GTGG éxon Delegdo AXIN1:NM_003502:exon6:c.1612_1623del:p.538 541del,
Lofreq TGGA n&o- AXIN1:NM_181050:exon6:c.1612_1623del:p.538_541del
CGTG frameshift
AXIN2 | 17 EXT4 | Lofreq 63554666 - éxon Insercéo AXIN2:NM_004655:exon2:c.72_73insG:p.Pro25fs
Mutect frameshift
EXT1 | Lancet 63553966 G éxon SNP nao- | AXIN2:NM_004655:exon2:c.C773T:p.Thr258Met
Lofreq sindnimo
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MIN3 | Lofreq 63545658 éxon SNP néo- | AXIN2:NM_004655:exon3:c.G936A:p.Met312lle
Mutect sinbnimo
EXT2 | Lofreq 63533123 éxon SNP néo- | AXIN2:NM_004655:exon7:c.G1771A:p.Ala591Thr
Mutect sinbnimo
CCDC6 |10 EXT2 | Lofreq 61612372 éxon SNP nédo- | CCDC6:NM_005436:exon2:c.C392T:p.Alal31Val
Mutect sinénimo
CSNK1AL | 5 EXT1 | Lofreq 148885091 éxon SNP ndo- | CSNK1A1:NM_001271741:exon9:c.G925A:p.Ala309Thr,
Mutect sindnimo | CSNK1AL:NM_001271742:exon9:c.G742A:p.Ala248Thr,
CSNK1A1:NM_001892:exon9:c.G925A:p.Ala309Thr,
CSNK1A1:NM_001025105:exon10:c.G1009A:p.Ala337Thr
CSNK1D | 17 EXT1 | Lofreq 80209373 éxon SNP ndo- | CSNK1D:NM_001893:exon6:c.G767A:p.Arg256His,
Mutect sindbnimo | CSNK1D:NM 139062:exon6:c.G767A:p.Arg256His
EXT2 | Lofreq 80209271 éxon Stop CSNK1D:NM_001893:ex0n6:c.G869A:p. Trp290X,
Mutect codon CSNK1D:NM_ 139062:exon6:c.G869A:p.Trp290X
CSNK1E | 22 EXT1 | Lofreq 38698874 éxon SNP ndo- | CSNK1E:NM_001894:exon4:c.G328A:p.Asp110Asn,
Mutect sindnimo | CSNK1E:NM_152221:exon4:c.G328A:p.Asp110Asn,
CSNK1E:NM_001289912:exon8:c.G328A:p.Asp110Asn
EXT1 | Lofreq 38690408 éxon SNP ndo- | CSNK1E:NM_001894:exon8:c.C1018T:p.Arg340Trp,
Mutect sinbnimo | CSNK1E:NM_152221:exon8:c.C1018T:p.Arg340Trp,
CSNK1E:NM_001289912:ex0n12:c.C1018T:p.Arg340Trp
CTNNB1 | 3 EXT1 | Lofreq 41266885 éxon SNP nédo- | CTNNB1:NM_001098209:exon5:c.C556T:p.His186Tyr,
Mutect sinbnimo | CTNNB1:NM_001098210:exon5:c.C556T:p.His186Tyr,
CTNNB1:NM_001904:exon5:c.C556T:p.His186Tyr,
CTNNB1:NM_001330729:ex0n6:c.C535T:p.His179Tyr
CYLD 16 EXT1 | Lofreq 50828322 éxon SNP ndo- | CYLD:NM_001042355:exon17:c.G2660A:p.Ser887Asn,
Mutect sinénimo | CYLD:NM_001042412:exon17:c.G2660A:p.Ser887Asn,
CYLD:NM 015247:exon19:c.G2669A:p.Ser890Asn
EXT1 | Lofreq 50788288 éxon SNP néo- | CYLD:NM_001042355:exon5:c.C866T:p.Ala289Val,
Mutect sindnimo | CYLD:NM_001042412:exon5:c.C866T:p.Ala289Val,
CYLD:NM_015247:exon6:c.C866T:p.Ala289Val
EXT1 | Lofreq 50813729 éxon SNP nado- | CYLD:NM_001042355:exon8:c.G1283A:p.Gly428Glu,
Mutect sindnimo | CYLD:NM_001042412:exon8:c.G1283A:p.Gly428Glu,
CYLD:NM_015247:exon10:c.G1292A:p.Gly431Glu
DICER1 | 14 EXT2 | Lofreq 95572113 éxon SNP n&o- | DICER1:NM_001195573:exon18:c.C2995T:p.Leu999Ph
Mutect sindnimo | DICER1:NM_001271282:exon19:c.C2995T:p.Leu999Phe

DICER1:NM_001291628:ex0n19:c.C2995T:p.Leu999Phe
DICER1:NM 177438:exon19:c.C2995T:p.Leu999Phe
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DICER1:NM 030621:exon21:c.C2995T:p.Leu999Phe

EXT2 | Lofreq 95598899 C T éxon SNP nédo- | DICER1:NM_001195573:exon2:c.G260A:p.Gly87Glu,
Mutect sindnimo | DICER1:NM_001271282:exon3:c.G260A:p.Gly87Glu,
DICER1:NM_001291628:exon3:c.G260A:p.Gly87Glu,
DICER1:NM_177438:exon3:c.G260A:p.Gly87Glu,
DICER1:NM_030621:exon5:c.G260A:p.Gly87Glu
EXT2 | Lancet 95562461 C T éxon SNP ndo- | DICER1:NM_001195573:exon22:c.G4796A:p.Arg1599GIn,
Lofreq sindnimo DICER1:NM_001271282:exon23:c.G4796A:p.Arg1599GIn,
DICER1:NM_001291628:ex0n23:c.G4796A:p.Arg1599GIn,
DICER1:NM_177438:ex0on23:c.G4796A:p.Arg1599GIn,
DICER1:NM_030621:exon25:¢c.G4796A:p.Arg1599GIn
EXT1 | Lancet 95556997 C T éxon SNP nao- | DICER1:NM_001195573:exon25:c.G5444A:p.Arg1815GIn
Lofreq sinénimo
EXT1 | Lofreq 95557551 C T éxon SNP nao- | DICER1:NM_001271282:exon25:¢c.G5516A:p.Arg1839GIn,
Mutect sindnimo | DICER1:NM_001291628:exon25:c.G5516A:p.Arg1839GlIn,
DICER1:NM_177438:exon25:c.G5516A:p.Arg1839GIn,
DICER1:NM_030621:exon27:c.G5516A:p.Arg1839GIn
DKK1 10 EXT9 | Lofreq 54076106 C T éxon SNP ndo- | DKK1:NM_012242:exon3:c.C458T:p.Thr153lle
Mutect sindnimo
DVL1 1 EXT1 | Lancet 1273733 G T éxon SNP néo- | DVL1:NM_001330311:exon13:c.C1423A:p.Leud75Met,
Lofreq sindbnimo | DVL1:NM_004421:exonl13:c.C1348A:p.Leu450Met
EXT3 | Lancet 1273488 G A éxon SNP néo- | DVL1:NM_001330311:exon14:c.C1583T:p.Pro528Leu,
Lofreq sindbnimo | DVL1:NM_004421:exon14:c.C1508T:p.Pro503Leu
DVL2 17 EXT4 | Lofreq 7134091 C G éxon SNP ndo- | DVL2:NM_004422:exon2:c.G220C:p.Asp74His
Mutect sinénimo
EXT1 | Lancet 7132938 C T éxon SNP néo- | DVL2:NM_004422:exon6:c.G716A:p.Arg239GIn
EXT9 | Lofreq sinénimo
Mutect
ERBB2 | 17 EXT1 | Lofreq 37866422 G A éxon SNP ndo- | ERBB2:NM_001289937:exon6:c.G727A:p.Gly243Ser,
Mutect sinbnimo | ERBB2:NM_004448:exon6:c.G727A:p.Gly243Ser,
ERBB2:NM_001005862:ex0n9:c.G637A:p.Gly213Ser,
ERBB2:NM_001289938:ex0n9:c.G637A:p.Gly213Ser,
ERBB2:NM _001289936:exon10:c.G682A:p.Gly228Ser
ETV6 12 EXT4 | Lancet 12006408 C T éxon SNP nao- | ETV6:NM_001987:exon4:c.C376T:p.Prol126Ser
Lofreq sindnimo
FAT1 4 EXT4 | Lancet 187542752 G A éxon SNP nao- | FAT1:NM_005245:exon10:c.C4988T:p.Alal663Val
Lofreq sindnimo




75

EXT3 | Lancet 187539996 C éxon SNP ndo- | FAT1:NM_005245:exon10:c.G7744A:p.Val2582Met
Lofreq sindnimo
EXT2 | Lofreq 187532836 G éxon SNP néo- | FAT1:NM_005245:exon14:c.C9557T:p.Pro3186Leu
Mutect sinbnimo
EXT1 | Lofreq 187525086 C éxon SNP ndo- | FAT1:NM_005245:exon19:c.G10594A:p.Asp3532Asn
Mutect sindnimo
EXT1 | Lofreq 187628139 C éxon Stop FAT1:NM_005245:exon2:c.G2843A:p.Trp948X
Mutect codon
EXT2 | Lancet 187517814 C éxon SNP ndo- | FAT1:NM_005245:exon25:c.G12880A:p.Gly4294Arg
Lofreq sinénimo
EXT2 | Lancet 187557908 C SNP ndo- | FAT1:NM_005245:exon5:c.G3803A:p.Arg1268GIn
Lofreq sinénimo
EXT1 | Lofreq 187557879 C éxon SNP ndo- | FAT1:NM_005245:exon5:c.G3832A:p.Aspl1278Asn
Mutect sinénimo
EXT2 | Lofreq 187549821 C éxon SNP néo- | FAT1:NM_005245:exon8:c.G4420A:p.Glul474Lys
Mutect sinénimo
MIN1 | Lancet 187541042 G éxon SNP ndo- | FAT1:NM_005245:exon10:c.C6698T:p.Thr2233lle
Lofreq sindnimo
FBXW7 EXT4 | Lofreq 153259087 C éxon Delegéo FBXW7:NM_001013415:exon4:c.374delG:p.Ser125fs,
Mutect frameshift | FBXW7:NM_018315:exon4:c.488delG:p.Ser163fs,
FBXW7:NM_033632:exon5:c.728delG:p.Ser243fs,
FBXW7:NM_001349798:exon7:c.728delG:p.Ser243fs
FGFR3 EXT2 | Lancet 1801059 C éxon SNP ndo- | FGFR3:NM_000142:exon3:c.C188T:p.Pro63Leu,
EXT9 | Lofreq sinbnimo | FGFR3:NM_001163213:exon3:c.C188T:p.Pro63Leu,
FGFR3:NM_022965:exon3:c.C188T:p.Pro63Leu
EXT3 | Lancet 1806087 C éxon SNP ndo- | FGFR3:NM_000142:exon9:c.C1106T:p.Ala369Val,
Lofreq sinénimo | FGFR3:NM_001163213:ex0on9:¢c.C1112T:p.Ala371Val
EXT1 | Lofreq 1807877 G éxon SNP ndo- | FGFR3:NM_022965:exon12:c.G1600A:p.Asp534Asn,
Mutect sinbnimo | FGFR3:NM_000142:exon14:c.G1936A:p.Asp646Asn,
FGFR3:NM_001163213:exonl14:c.G1942A:p.Asp648Asn
EXT9 | Lancet 1808316 G éxon SNP ndo- | FGFR3:NM_022965:exon14:c.G1738A:p.Gly580Ser,
Lofreq sinbnimo | FGFR3:NM_000142:exon16:c.G2074A:p.Gly692Ser,
Mutect FGFR3:NM_001163213:exon16:c.G2080A:p.Gly694Ser
EXT1 | Lofreq 1807777 G splicing | - -

Mutect
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FLT4 5 EXT2 | Lancet 180052870 G éxon SNP néo- | FLT4:NM_002020:exon10:c.C1420T:p.Leu474Phe,
Lofreq sinbnimo | FLT4:NM_182925:ex0n10:c.C1420T:p.Leu474Phe
EXT1 | Lancet 180048817 C éxon SNP néo- | FLT4:NM_002020:exon13:c.G1745T:p.Ser582lle,
Lofreq sindnimo | FLT4:NM_182925:ex0n13:c.G1745T:p.Ser582lle
EXT1 | Lancet 180047630 GAG éxon Delecéo FLT4:NM_002020:exon16:c.2383_2385del:p.795_795del,
Lofreq nao- FLT4:NM_182925:exon16:¢.2383_2385del:p.795 795del
frameshift
EXT1 | Lofreq 180057603 C éxon SNP néo- | FLT4:NM_002020:exon3:¢c.G352C:p.Alal18Pro,
Mutect sindbnimo | FLT4:NM_182925:exon3:¢.G352C:p.Alal18Pro
FOX01 | 13 EXT1 | Lofreq 41239821 C éxon SNP nado- | FOXO1:NM_002015:exonl1:c.G529A:p.Alal77Thr
Mutect sinénimo
FzD1 9 EXT9 | Lofreq 90894260 G éxon SNP néo- | FZD1:NM_003505:exonl1:c.G65A:p.Cys22Tyr
Mutect sindénimo
GNAS |20 EXT1 | Lofreq 57430264 G éxon SNP ndo- | GNAS:NM_001077490:exonl:c.G1757A:p.Cys586Tyr,
Mutect sindnimo | GNAS:NM_001309883:exonl:c.G1757A:p.Cys586Tyr,
GNAS:NM_080425:exonl:c.G1944A:p.Met648lle
EXT4 | Lofreq 57415201 C éxon SNP néo- | GNAS:NM_016592:exon1:c.C40T:p.Argl4Cys
Mutect sinénimo
GSK3B |3 EXT1 | Lancet 119634960 C éxon SNP ndo- | GSK3B:NM_001146156:exon5:c.G539A:p.Arg180GlIn,
Lofreq sinbnimo | GSK3B:NM_002093:exon5:c.G539A:p.Arg180GIn
HNF1A | 12 EXT2 | Lofreq 121426811 C éxon SNP ndo- | HNF1A:NM_000545:exon2:c.C502T:p.Arg168Cys,
Mutect sinénimo | HNF1A:NM_001306179:exon2:¢c.C502T:p.Arg168Cys
HRAS 11 EXT1 | Lofreq 533894 G éxon SNP ndo- | HRAS:NM_001130442:exon3:c.C162A:p.Asp54Glu,
Mutect sinbnimo | HRAS:NM_005343:exon3:c.C162A:p.Asp54Glu,
HRAS:NM 176795:exon3:c.C162A:p.Asp54Glu
IRS1 2 EXT2 | Lofreq 227661104 G éxon SNP ndo- | IRS1:NM_005544:exonl:c.C2351T:p.Ala784Val
Mutect sinénimo
EXT2 | Lancet 227660745 C éxon SNP ndo- | IRS1:NM_005544:exonl:c.G2710C:p.Asp904His
Lofreq sindnimo
Mutect
EXT1 | Lofreq 227660171 C éxon SNP nao- | IRS1:NM_005544:exonl:c.G3284A:p.Cys1095Tyr
Mutect sindnimo
IRS2 13 EXT2 | Lofreq 110437791 G éxon SNP nao- | IRS2:NM_003749:exonl1:c.C610T:p.Pro204Ser
Mutect sindnimo
EXT2 | Lancet 110436450 C éxon SNP nao- | IRS2:NM_003749:exonl:c.G1951A:p.Asp651Asn
Lofreq sindnimo
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EXT9 | Lofreq 110435457 C T éxon SNP néo- | IRS2:NM_003749:exonl:c.G2944A:p.Asp982Asn
Mutect sinénimo
EXT3 | Lofreq 110436111 C T éxon SNP néo- | IRS2:NM_003749:exonl:c.G2290A:p.Gly764Arg
Mutect sinbnimo
IRS4 X EXT1 | Lofreq 107977986 C T éxon SNP néo- | IRS4:NM_003604:exonl:c.G1589A:p.Arg530GIn
Mutect sindnimo
JAK2 9 EXT3 | Lancet 5054630 C T éxon Stop JAK2:NM_001322204:exon4:c.C235T:p.Arg79X,
Lofreq codon JAK2:NM_001322195:exon6:c.C682T:p.Arg228X,
JAK2:NM_001322196:ex0n6:¢c.C682T:p.Arg228X,
JAK2:NM_001322194:exon7:c.C682T:p.Arg228X,
JAK2:NM 004972:exon7:c.C682T:p.Arg228X
KDR 4 EXT3 | Lancet 55973953 G A éxon SNP néo- | KDR:NM_002253:exon10:¢c.C1363T:p.His455Tyr
Lofreq sinénimo
EXT2 | Lofreq 55956215 T C éxon SNP ndo- | KDR:NM_002253:exon23:¢c.A3100G:p.lle1034Val
Mutect sinénimo
EXT2 | Lofreq 55955112 C T éxon SNP ndo- | KDR:NM_002253:exon26:¢c.G3433A:p.Gly1145Arg
Mutect sindnimo
EXT3 | Lancet 55946113 C T éxon SNP ndo- | KDR:NM_002253:exon30:c.G4066A:p.Vall356lle
Lofreq sindnimo
EXT2 | Lofreq 55981554 G A éxon SNP ndo- | KDR:NM_002253:exon4:c.C383T:p.Serl128Phe
Mutect sindnimo
EXT4 | Lofreq 55976899 G A éxon SNP néo- | KDR:NM_002253:exon8:¢c.C1013T:p.Ser338Phe
Mutect sindnimo
EXT1 | Lofreq 55980292 C T splicing | - -
Mutect
KEAP1 | 19 EXT1 | Lancet 10610111 T A éxon SNP ndo- | KEAP1:NM_012289:exon2:c.A599T:p.His200Leu,
Lofreq sinénimo | KEAP1:NM_203500:exon2:¢c.A599T:p.His200Leu
Mutect
EXT1 | Lancet 10602341 G A éxon SNP ndo- | KEAP1:NM_012289:exon3:c.C1237T:p.Arg413Cys,
Lofreq sinbnimo | KEAP1:NM_203500:exon3:¢c.C1237T:p.Arg413Cys
Mutect
EXT1 | Lancet 10602859 C T éxon SNP ndo- | KEAP1:NM_012289:exon3:c.G719A:p.Arg240His,
Lofreq sinénimo | KEAP1:NM_203500:exon3:c.G719A:p.Arg240His
KIT 4 MIN7 | Lofreq 55593448 G A éxon SNP néo- | KIT:NM_000222:exon10:c.G1605A:p.Met535lle,
Mutect sindnimo | KIT:NM_001093772:exon10:c.G1593A:p.Met531lle




78

EXT9 | Lofreq 55595566 C T éxon SNP ndo- | KIT:NM_000222:exon14:c.C2056T:p.Arg686Cys,
Mutect sindnimo | KIT:NM_001093772:exon14:¢.C2044T:p.Arg682Cys
EXT3 | Lancet 55604715 G A éxon SNP néo- | KIT:NM_000222:exon21:c.G2923A:p.Asp975Asn,
Lofreq sindnimo | KIT:NM_001093772:exon21:c.G2911A:p.Asp971Asn
EXT3 | Lofreq 55592180 G A éxon SNP néo- | KIT:NM_000222:exon9:c.G1504A:p.Ala502Thr,
Mutect sinbnimo | KIT:NM_001093772:exon9:c.G1504A:p.Ala502Thr
KRAS 12 MIN5 | Lancet 25398285 C A éxon SNP ndo- | KRAS:NM_004985:exon2:c.G34T:p.Gly12Cys,
Lofreq sindbnimo | KRAS:NM 033360:exon2:¢.G34T:p.Gly12Cys
LRP5 11 EXT2 | Lancet 68178944 G A éxon SNP ndo- | LRP5:NM_001291902:exon11:c.G616A:p.Val206Met,
Lofreq sinbnimo | LRP5:NM_002335:exon11:c.G2359A:p.Val787Met
EXT2 | Lofreq 68192643 G A éxon SNP ndo- | LRP5:NM_001291902:exon15:c.G1567A:p.Glu523Lys,
Mutect sinbnimo | LRP5:NM_002335:exon15:¢.G3310A:p.Glu1104Lys
EXT1 | Lancet 68201139 G T éxon SNP ndo- | LRP5:NM_001291902:ex0n18:¢.G2090T:p.Trp697Leu,
Lofreq sinbnimo | LRP5:NM_002335:exon18:¢.G3833T:p.Trpl278Leu
Mutect
EXT3 | Lancet 68207296 G A éxon SNP ndo- | LRP5:NM_001291902:exon21:c.G2657A:p.Arg886GIn,
Lofreq sindnimo | LRP5:NM_002335:exon21:c.G4400A:p.Arg1467GIn
EXT3 | Lofreq 68131300 T éxon SNP ndo- | LRP5:NM_002335:exon4:¢c.C772T:p.Arg258Cys
Mutect sindnimo
EXT1 | Lofreq 68133167 G A éxon SNP ndo- | LRP5:NM_002335:exon5:c.G1012A:p.Ala338Thr
Mutect sindnimo
MIN7 | Lofreq 68154096 C T éxon SNP ndo- | LRP5:NM_002335:exon6:¢.C1328T:p.Thr443Met
Mutect sindnimo
LRP6 12 EXT1 | Lofreq 12311897 C T éxon SNP nao- | LRP6:NM_002336:exon12:c.G2657A:p.Arg886GIn
Mutect sindnimo
EXT1 | Lofreq 12284919 C T éxon SNP nédo- | LRP6:NM_002336:exon18:c.G3806A:p.Arg1269GIn
Mutect sinénimo
EXT1 | Lofreq 12397292 C T éxon SNP ndo- | LRP6:NM_002336:exon2:c.G353A:p.Arg118GIn
Mutect sinénimo
MIN4 | Lancet 12277563 G A éxon Stop LRP6:NM_002336:exon22:¢c.C4483T:p.Argl495X
Mutect codon
MAP2K2 | 19 EXT1 | Lofreq 4099337 C G éxon SNP ndo- | MAP2K2:NM_030662:exon7:c.G781C:p.Ala261Pro
Mutect sinénimo
MET 7 EXT4 | Lancet 116339238 G A éxon SNP nédo- | MET:NM_000245:exon2:c.G100A:p.Glu34Lys,
Lofreq sindnimo | MET:NM_001127500:exon2:¢c.G100A:p.Glu34Lys,

MET:NM_001324401:exon2:c.G100A:p.Glu34Lys
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EXT1 | Lofreq 116412010 G A éxon SNP ndo- | MET:NM_001324402:exon13:c.G1705A:p.Glu569Lys,
Mutect sindnimo | MET:NM_000245:exon14:c.G2995A:p.GIlu999Lys,
MET:NM_001127500:exon14:c.G3049A:p.Glul017Lys
MIR146A | 5 EXT1 | Lofreq 159912418 C G RNA - -
Mutect nao-
codifi-
cante
MTOR |1 EXT1 | Lancet 11269392 C T éxon SNP ndo- | MTOR:NM_004958:exon25:c.G3778A:p.Val1260lle
Lofreq sindnimo
EXT3 | Lofreq 11316113 C T éxon SNP ndo- | MTOR:NM_004958:exon5:¢c.G641A:p.Arg214His
Mutect sinénimo
EXT4 | Lofreq 11177067 C T éxon SNP ndo- | MTOR:NM_004958:exon50:¢c.G7010A:p.Gly2337Glu
Mutect sinénimo
EXT2 | Lofreq 11313928 C T éxon SNP ndo- | MTOR:NM_004958:ex0on6:c.G808A:p.Glu270Lys
Mutect sindénimo
EXT5 | Lofreq 11307708 G A éxon SNP ndo- | MTOR:NM_004958:exon8:¢c.C1199T:p.Ala400Val
Mutect sindnimo
EXT1 | Lofreq 11316985 C T splicing | - -
Mutect
NDUFA13 | 19 EXT1 | Lofreq 19627133 G A éxon SNP nédo- | NDUFA13:NM_015965:exon1:c.G86A:p.Gly29Glu
Mutect sinénimo
NFKB1 |4 EXT1 | Lofreq 103533247 C T éxon SNP ndo- | NFKB1:NM_001165412:exon21:c.C2396T:p.Ser799Phe,
Mutect sinbnimo | NFKB1:NM_001319226:exon21:c.C2396T:p.Ser799Phe,
NFKB1:NM 003998:exon21:c.C2399T:p.Ser800Phe
NOTCH1 | 9 EXT1 | Lofreq 139407560 C T éxon SNP nédo- | NOTCH1:NM_017617:exon15:c.G2380A:p.Glu794Lys
Mutect sinénimo
EXT1 | Lofreq 139404399 C G éxon SNP n&do- | NOTCH1:NM_017617:exon18:¢c.G2755C:p.Gly919Arg
Mutect sindnimo
EXT1 | Lofreq 139402444 G A éxon SNP ndo- | NOTCH1:NM_017617:exon21:c.C3473T:p.Alal158Val
Mutect sindnimo
EXT1 | Lofreq 139417590 C T éxon SNP ndo- | NOTCH1:NM_017617:exon4:c.G454A:p.Gly152Ser
Mutect sindnimo
NOTCH2 | 1 EXT1 | Lofreq 120466375 C A éxon SNP ndo- | NOTCH2:NM_024408:exon26:c.G4744T:p.Aspl1582Tyr
Mutect sindnimo
EXT1 | Lofreq 120464968 G A éxon Stop NOTCH2:NM_024408:exon28:c.C5104T:p.Arg1702X
Mutect codon
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EXT2 | Lofreq 120458809 éxon SNP nédo- | NOTCH2:NM_024408:exon34:¢c.C6536T:p.Ser2179Leu
Mutect sinénimo
EXT3 | Lofreq 120458347 éxon SNP ndo- | NOTCH2:NM_024408:exon34:¢.C6998T:p.Ala2333Val
Mutect sinbnimo
NRAS 1 MING6 | Lancet 115256529 éxon SNP nédo- | NRAS:NM_002524:exon3:c.A182G:p.GIn61Arg
MIN8 | Lofreq sinénimo
Mutect
MIN3 | Lancet 115256530 éxon SNP ndo- | NRAS:NM_002524:exon3:c.C181A:p.GIn61Lys
Lofreq sinénimo
NTRK1 |1 EXT1 | Lofreq 156849848 éxon SNP ndo- | NTRK1:NM_001012331:exon15:c.C2086T:p.Arg696Cys,
Mutect sinbnimo | NTRK1:NM_001007792:exon16:c.C1996T:p.Arg666Cys,
NTRK1:NM 002529:exonl16:c.C2104T:p.Arg702Cys
NTRK3 | 15 EXT1 | Lofreq 88476265 éxon SNP ndo- | NTRK3:NM_001320135:exon14:c.G1573A:p.Gly525Arqg,
Mutect sinbnimo | NTRK3:NM_001243101:exon15:c.G1843A:p.Gly615Arg,
NTRK3:NM_001012338:exon16:c.G1867A:p.Gly623Arg,
NTRK3:NM_002530:exon16:c.G1867A:p.Gly623Arg
NUMB 14 EXT1 | Lofreq 73746072 éxon SNP nado- | NUMB:NM_003744:exon11:c.C1124T:p.Pro375Leu
Mutect sindnimo | ,NUMB:NM_001005743:exon12:c.C1157T:p.Pro386Leu
PDGFRA | 4 EXT1 | Lofreq 55127295 éxon SNP ndo- | PDGFRA:NM_001347827:exon3:c.C83T:p.Pro28Leu,
Mutect sinbnimo | PDGFRA:NM_001347829:exon3:c.C83T:p.Pro28Leu,
PDGFRA:NM_001347830:exon3:c.C122T:p.Pro41Leu,
PDGFRA:NM_006206:exon3:c.C83T:p.Pro28Leu,
PDGFRA:NM 001347828:exon4:c.C158T:p.Pro53Leu
EXT1 | Lofreq 55156692 éxon SNP nédo- | PDGFRA:NM_001347829:exon22:c.G3093T:p.Glu1031Asp,
Mutect sindnimo | PDGFRA:NM_001347830:exon22:c.G3132T:p.Glu1044Asp,
PDGFRA:NM_006206:exon22:c.G3093T:p.Glu1031Asp,
PDGFRA:NM_001347828:ex0n23:c.G3168T:p.Glu1056Asp
PDGFRB | 5 EXT1 | Lofreq 149515195 éxon SNP nao- | PDGFRB:NM_002609:exon3:¢c.G287T:p.Gly96Val
Mutect sindnimo
PIK3CA | 3 EXT1 | Lofreq 178951934 éxon SNP nao- | PIK3CA:NM_006218:exon21:c.C2989T:p.Leu997Phe
Mutect sindnimo
PIK3CG | 7 EXT1 | Lofreq 106545677 éxon SNP nao- | PIK3CG:NM_001282426:exon11:c.C3154T:p.Arg1052Trp,
Mutect sindnimo | PIKSCG:NM_001282427:exon11:c.C3154T:p.Arg1052Trp,
PIK3CG:NM_002649:exon11:c.C3154T:p.Arg1052Trp
EXT1 | Lofreq 106513003 éxon SNP n3o- | PIK3CG:NM_001282426:exon3:c.C2017T:p.His673Tyr,
Mutect sindnimo PIK3CG:NM_001282427:exon3:c.C2017T:p.His673Tyr,

PIK3CG:NM_002649:exon3:c.C2017T:p.His673Tyr
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PIK3R4 | 3 EXT9 | Lofreq 130405270 G splicing | - -
Mutect
EXT2 | Lofreq 130427174 C éxon SNP néo- | PIK3R4:NM_014602:exon10:c.G2494A:p.Asp832Asn
Mutect sinbnimo
MIN2 | Lofreq 130464014 C éxon SNP ndo- | PIK3R4:NM_014602:exon2:c.G49A:p.Glul7Lys
Mutect sinénimo
EXT1 | Lofreq 130452661 G éxon SNP ndo- | PIK3R4:NM_014602:exon4:c.C1181T:p.Ser394Phe
Mutect sinénimo
PIK3R5 | 17 EXT1 | Lofreq 8812386 Cc splicing | - -
Mutect
EXT1 | Lancet 8812386 C splicing | - -
Lofreq
Mutect
PPP2RIA | 19 EXT1 | Lofreq 52723460 G éxon SNP ndo- | PPP2R1A:NM_014225:exon11:c.G1321A:p.Glud441Lys
Mutect sinénimo
PTEN 10 MIN1 | Lofreq 89692838 C éxon SNP ndo- | PTEN:NM_000314:exon5:c.C322T:p.Leul08Phe,
Mutect sindnimo | PTEN:NM_001304717:exon6:c.C841T:p.Leu281Phe
RET 10 EXT1 | Lofreq 43620426 G éxon SNP ndo- | RET:NM_020630:exon18:c.G3035A:p.Arg1012Lys,
Mutect sindbnimo | RET:NM_020975:exon18:c.G3035A:p.Arg1012Lys
EXT1 | Lofreq 43602002 C éxon SNP ndo- | RET:NM_020630:exon5:c.C1046T:p.Ala349Val,
Mutect sindnimo | RET:NM_020975:exon5:¢.C1046T:p.Ala349Val
RICTOR | 5 EXT1 | Lancet 38950237 C éxon SNP ndo- | RICTOR:NM_001285439:exon31:c.G3713A:p.Arg1238GIn,
Lofreq sindnimo | RICTOR:NM_001285440:exon31:c.G2858A:p.Arg953GlIn,
RICTOR:NM_152756:exon31:c.G3713A:p.Arg1238GIn
ROS1 6 EXT8 | Lancet 117704557 A éxon SNP néo- | ROS1:NM_002944:exon16:c.T2419C:p.Tyr807His
Lofreq sinénimo
SFRP1 |8 EXT2 | Lofreq 41166411 C éxon SNP ndo- | SFRP1:NM_003012:exonl:c.G268A:p.Val90Met
Mutect sinénimo
SLC5A5 | 19 EXT3 | Lofreq 17983490 C splicing | - -
Mutect
EXT1 | Lofreq 17999268 G splicing | - -
Mutect
EXT1 | Lancet 17985541 G splicing | - -
Lofreq

Mutect
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STK11 19 MIN2 | Lofreq 1223156 G A éxon SNP ndo- | STK11:NM_000455:exon8:c.G1093A:p.Asp365Asn
Mutect sinbnimo
Promotor | 5 EXT2 Lofreq 1295594 G A pro-mo- - _
do TERT Mutect tor
EXT9 | Lofreq 1295494 A G pro-mo- | - -
Mutect tor
TIMM44 | 19 EXT1 | Lofreq 7998412 G A éxon Stop TIMM44:NM_006351:exon7:¢c.C727T:p.GIn243X
Mutect codon
MIN2 | Lofreq 7997616 C T éxon SNP ndo- | TIMM44:NM_006351:exon9:c.G883A:p.Glu295Lys
Mutect sinénimo
TRIM62 | 1 EXT1 | Lofreq 33625445 G A éxon SNP ndo- | TRIM62:NM_001330483:exon3:c.C242T:p.Ala81Val,
Mutect sinbnimo | TRIM62:NM_018207:exon3:c.C605T:p.Ala202Val
TSC1 9 EXT1 | Lofreq 135797337 C T éxon SNP ndo- | TSC1:NM_001162427:exon6:c.G379A:p.Vall27lle,
Mutect sinbnimo | TSC1:NM_000368:exon7:c.G532A:p.Vall78lle,
TSC1:NM_001162426:exon7:c.G532A:p.Vall78lle
TSHR 14 EXT2 | Lofreq 81528489 C T splicing | - -
Mutect
ZNRF3 | 22 EXT3 | Lofreq 29439419 G A splicing | - -
Mutect
EXT5 | Lancet 29446403 C T éxon SNP ndo- | ZNRF3:NM_001206998:exon8:c.C2234T:p.Pro745Leu,
Lofreq sindnimo | ZNRF3:NM_032173:exon8:¢c.C1934T:p.Pro645Leu
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