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RESUMO

Introducao: O cancer de tireoide é o tipo mais comum de cancer na regido da cabeca e pescoco.
Apo6s a identificagdo do nodulo e de suas caracteristicas ultrassonogréficas, avalia-se a
necessidade da puncdo aspirativa por agulha fina (PAAF) para exame citoldgico. Este €
avaliado pela classificacdo de Bethesda, que atualmente identifica 20% a 30% dos nodulos
como indeterminados (Bethesda Il e 1V). Muitos pacientes com noédulos considerados
indeterminados sdo submetidos a tireoidectomia, porém relatérios histoldgicos indicam que até
84% dos casos de Bethesda Il e IV sdo benignos, gerando um alto indice de cirurgias
desnecessarias. Neste artigo de revisdo vamos discutir os testes moleculares disponiveis para
avaliacdo de nodulos da tireoide.

Metodologia: Foram selecionados artigos das bases de dados PubMed e Clinicalkey utilizando
titulos e resumos para artigos em potencial.

Resultados e Discussdo: Foram encontradas e descritas neste trabalho informacdes sobre 0s
testes moleculares disponiveis: Afirma GEC, ThyroSeq v2 e v3, ThyGenX, RosettaGX Reveal,
Mir-THY pe e ThyroidPrint, suas aplica¢fes, vantagens e desvantagens.

Conclusao: Os testes moleculares para citologia de tireoide evoluiram muito nos Gltimos anos,
mas ainda apresentam algumas desvantagens como anormalidades genéticas ndo detectadas e
alto custo. Para que seu uso seja justificado, o teste molecular deve ser capaz de alterar
significativamente o prognostico e conduta clinica. A tendéncia € que, com a evolu¢do da
qualidade dos testes e reducdo dos custos de producdo, seu uso na pratica da citopatologia dos
nodulos da tireoide seja ampliado.

Palavras-chave: Céancer de tireoide; Nodulos indeterminados de tireoide; puncgdo aspirativa

por agulha fina (PAAF); testes moleculares.



ABSTRACT

Introduction: Thyroid cancer is the most common type of cancer in the head and neck region.
After aspiration identification for cytological examination due to its ultrasound features,
assessment of fine needle aspirates (FNA) for cyto examination. This is currently assessed by
the Bethesda classification which identifies 20 to 30% of the Bethesda classification criteria as
undetermined (Bethesda Il and IV). Many patients with indeterminate nodules undergo
thyroidectomy, but histological reports indicate that up to 84% of Bethesda Ill and IV cases are
benign, generating a high rate of unnecessary surgeries.In this review article we will evaluate
the available molecular thyroid tests.

Methodology: Articles were selected from PubMed and Clinicalkey databases using titles and
abstracts for potential articles.

Results and Discussion: Were and ThyroidPrint adhered to these available molecular data:
Affirms G, RosettaGX v2 and v3, RosettaGXveal, Mir-THYpe and ThyroidPrint, their
applications, benefits and use.

Conclusion: Molecular thyroid tests have evolved a lot, but still have some recent molecular
tests, such as unproduced and high-cost genetic abnormalities. For its use to be justified, the
molecular test must be able to significantly alter the prognosis and clinical management. The
tendency is that, with the evolution of the quality of the tests and the reduction of production

costs, its use in the practice of cytopathology of thyroid nodules will be expanded.

Keywords: Thyroid cancer; Indeterminate thyroid nodules; fine needle aspiration puncture

(FNA); molecular testing.



1. INTRODUCAO

Segundo o INCA (1), o cancer de tireoide é 0 mais comum na regido da cabeca e
pescogo, afeta trés vezes mais as mulheres do que 0s homens e, pela mais recente estimativa
brasileira (2018), é o quinto tumor mais frequente em mulheres nas regides Sudeste e Nordeste
(sem considerar o cancer de pele ndo-melanoma). Em 2020 foram estimados 13.780 novos
casos, 1.830 sendo homens e 11.950 mulheres; e 837 mortes, sendo 288 homens e 549 mulheres.

A investigacdo dos tumores de tireoide geralmente comega com uma suspeita clinica,
seguida por dosagem de TSH no sangue e ultrassonografia. Apos a identificagdo do nddulo e
de suas caracteristicas ultrassonogréficas (tamanho, densidade, vascularizacdo), avalia-se a
necessidade da puncdo aspirativa por agulha fina (PAAF) para exame citolégico. O exame
citologico da tireoide € avaliado pela classificacdo de Bethesda, que divide as amostras entre
seis categorias: (I) Amostra ndo diagnoéstica; (I1) Benigno; (Il1) Atipias de significado
indeterminado; (IV) suspeito de neoplasia folicular; (V) Suspeito de malignidade e (V1)
Maligno (2).

Ja é bem estabelecido que a categoria (I) repete a PAAF, a (1) faz acompanhamento
clinico e as categorias (V) e (V1) seguem para tireoidectomia. Os casos de Bethesda (111) e (V)
por sua vez compdem o grupo de nddulos indeterminados e gera grande discussao a respeito da
conduta a seguir.

A citologia da aspiracdo por agulha fina (PAAF) identifica 20% a 30% dos nddulos
como indeterminados (3). Para a categoria Il de Bethesda espera-se um resultado
histopatolégico maligno entre 10% e 30% e para o Bethesda IV entre 25% e 40% (2).

Muitos pacientes com nddulos considerados indeterminados sdo submetidos a tireoidectomia,
um procedimento invasivo que envolve riscos. Relatérios histologicos pos-cirargicos indicam
gue até 84% dos casos de Bethesda Il e IV sdo benignos, gerando um alto indice de cirurgias

desnecessarias (3).



Neste artigo de revisdo vamos discutir sobre os testes moleculares disponiveis para
avaliacdo de nddulos da tireoide e sua capacidade de definicdo de conduta para os nédulos

indefinidos (Bethesda Il e V).



2. METODOLOGIA

Trata-se de uma revisdo de literatura que utilizou um total de 24 artigos selecionados
por meio da busca de artigos cientificos nas bases de dados eletronicas PubMed e Clinicalkey,
cujo objetivo foi sintetizar informagdes a respeito do tema testes moleculares em citologia de
nodulos tireoidianos.

Estabeleceu-se a seguinte pergunta norteadora do estudo: “Os testes moleculares podem
solucionar os problemas dos nodulos de tireoide indefinidos na PAAF?”. A busca dos artigos
foi realizada no periodo de julho a setembro de 2022. Os seguintes descritores foram utilizados:
“thyroid molecular testing".

Os critérios de inclusdo foram artigos publicados nos ultimos cinco anos. Os critérios
de exclusdo foram publicacdes que discursavam core biopsia da tireoide, artigos sobre teste
molecular da tireoide sem correlagdo com o sistema de classificacdo Bethesda, artigos

incompletos ou escritos em idioma que nédo fosse o inglés.



3. RESULTADOS:

Nodulos malignos expressam diferentes perfis gendmicos comparados com nédulos

benignos, e testes moleculares comegaram a ser implementados para melhor caracterizar os

nodulos de tireoide e assim melhorar o gerenciamento de pacientes, evitar tratamento excessivo

e suas complicacdes (4).

Os testes moleculares em amostras de PAAF da tireoide séo realizados por uma

variedade de métodos (imuno-histoquimica para mutacdes relacionadas a marcadores,

hibridizag&o in situ de fluorescéncia, polimerase reacdo em cadeia para marcadores individuais,

sequenciamento de préxima geracdo, perfil de expressdao de RNA, sequenciamento de RNA

etc.) (5).
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A figura 1 demonstra as mutagGes conhecidas de DNA e RNA que estéo relacionadas a
70% dos carcinomas da tireoide (6). A maioria das mutacdes genéticas relacionadas ao cancer
de tireoide sdo condutores das vias da proteina quinase ativada por mitégeno (MAPK) e
fosfatidilinositol-3 quinase-Akt (PI3K-AKT), envolvendo receptores de membrana celular de
tirosina quinase, intra-proteinas de sinalizacdo celular e receptores nucleares codificados por

BRAF, RAS, RET e Genes PPARYy, bem como genes reguladores, como PTEN e PAX8 (7).

Diagnostico cirurgico e alteracdo molecular relacionada

Adenoma folicular Nenhuma

Adenoma folicular TP53

NIFTP NRAS

Carcinoma papilifero da tireoide, variante folicular NRAS, CNA
Carcinoma folicular encapsulado NRAS, TP53, EIF1AX

Carcinoma papilifero da tireoide encapsulado, variante folicular | HRAS

Carcinoma papilifero da tireoide, variante classica NRAS

Carcinoma papilifero da tireoide, variante classica BRAF V600E, CNA
Carcinoma folicular HRAS

Carcinoma medular RET

Tabela 1. Diagndstico cirargico e alteracdo molecular relacionada. Fonte: Adaptacéo de Belovarac,

B, 2022.
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O primeiro passo para se identificar as mutagdes foram os estudos feitos com analise
molecular de nédulos em pacientes que seguiram para cirurgia. Apos a cirurgia foi realizado o
exame histopatoldgico, considerado o padréo ouro para o diagnostico final, e comparados os
resultados. A base dos testes moleculares surge da identificagdo das alteragdes genéticas
envolvidas na tumorigénese do cancer de tireoide (7).

Na tabela 1 observamos algumas lesdes que tiveram suas mutagcdes mapeadas em estudo
que relacionou exame de imagem, testagem molecular e diagndéstico histopatoldgico final.

Realizada a identificagédo das principais mutacdes relacionadas a cada tipo de neoplasia,
foram criados painéis de testes moleculares que tentam contemplar o maior nimero de
mutacdes possiveis.

Dos artigos revisados foram apresentados seis tipos principais de painéis de testes
moleculares voltados para citologia da tireoide: Afirma Gene Expression Classifier (GEC),
ThyroSeq v2 e v3, ThyGenX, RosettaGX Reveal, Mir-THYpe e ThyroidPrint.

O Afirma Gene Expression Classifier utiliza um classificador de expressdao de RNA
proprietario baseado em tecnologia microarray, sendo usado como um teste de “exclusdo” para
identificar nodulos que provavelmente sdo benignos (8).

ThyroSeqV3 é baseado em sequenciamento de préxima geracdo e teste de fusdo,
podendo ser usado como um teste de "exclusdo” e "inclusdo" para identificar nddulos que séo
provavelmente benignos ou malignos. Uma contribuicdo importante do teste foi melhor
discriminacdo de neoplasias malignas e benignas de células de Hurthle (8, 7).

ThyGenX é a combinacdo de um painel de oncogenes usando sequenciamento de
proxima geracdo, bem como um classificador de miRNA para inclusdo e exclusdo de

malignidade (8).
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RosettaGX Reveal é baseado em 24 miRNAs. Neste teste, os niveis de expressao de um
conjunto de biomarcadores de miRNA sdo medidos e usados para classificar os nodulos da
tireoide como benignas ou suspeitas (6). O teste RosettaGX ndo esta mais disponivel (7).

Mir-THYpe é um teste desenvolvido no Brasil que analisa os perfis de expressao de 11
miRNAs obtidos das mesmas laminas de esfregaco de citologia e foi projetado para raspar
apenas as células da tireoide em zonas delimitadas por um citopatologista (3).

ThyroidPrint € um teste diagndstico que utiliza um classificador genético da tireoide de
10 genes (3, 9).

Os dois testes moleculares mais extensivamente estudados s&o: Afirma GEC e
ThyroSeq (10). A alta sensibilidade e o alto valor preditivo negativo do Afirma GEC e Thyroseq
V3 s&o os principais fatores para determinar malignidade entre nddulos de tireoide com
resultados de citologia indeterminada. Ndao houve diferenca no desempenho diagnéstico entre
os dois testes moleculares indicando que qualquer um dos dois testes é apropriado para

determinar a malignidade dos nédulos da tireoide (11).
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Figura 2. Andlise do desempenho tedrico entre os testes moleculares disponiveis para todas as
possiveis prevaléncias de cancer. (A) Valores preditivos negativos estimados (VPN). (B) Valor

preditivo positivo estimado (VPP). Fonte: Santos MTD et al, 2018.
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O teste ideal deve ser usado de acordo com a necessidade de incluséo e exclusdo de
malignidade (6). No caso do Afirma GEC, o uso ideal é para exclusdo de malignidade.

No geral, os testes moleculares para nddulos tireoidianos de citologia indeterminada
tém uma sensibilidade de 91% a 94% e uma especificidade de 68% a 82% para a deteccdo de
malignidade (12). O valor preditivo negativo e positivo vai variar de acordo com a incidéncia
do tipo de cancer em cada populacédo, dessa forma, todos os testes foram previstos para ter um
valor preditivo negativo (VPN) superior a 90%. No entanto, como observamos na figura 2, ao
considerar a prevaléncia de cancer usada pelo estudo ThyroSeq v3 (52,6%), apenas 0 mir-
THYpe, ThyroSeq v3, e o ThyroidPrint apresentaram um VPN superior a 90% (3).

De acordo com as Diretrizes para Pacientes com NoOdulos de Tireoide e Cancer
Diferenciado de Tireoide da American Thyroid Association (ATA) de 2015 existe um menu de
opcOes para pacientes com nddulos indeterminados e entre essas opgdes esta 0 segmento com

teste molecular, como sugerido na figura 3.
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Figura 3. Algoritmo para utilizacdo do teste molecular em citologia da tireoide. Fonte: Mayson SE,

2019.
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Um dos artigos discutiu 0 momento ideal de aplicacdo dos testes, de forma reflexiva ou
seletiva. Conforme observado na figura 4, a forma reflexiva faz o teste molecular para todos os
casos de Bethesda Il e IV, porém a forma seletiva faz o teste molecular para todos os casos de
Bethesda IV e repete PAAF para o0s casos de Bethesda I1l. Os testes moleculares reflexivos
reduziram o nimero de lobectomia tireoidiana diagnostica para doenca benigna em 9,5%
comparado com uma estratégia de teste seletivo, porém o custo dessa forma de uso sera maior

(13, 14)

QL Hu et al. / Surgery 171 (2022) 147—154
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Figura 4. Algoritmo de indicacdo dos testes moleculares de forma reflexiva e seletiva. Hu

QL, 2022.

Outra forma de avaliar a necessidade do uso do teste molecular é de acordo com a
classificacdo radiolégica TI-RADS. Os testes moleculares forneceram informagcfes mais

importantes sobre malignidade em lesées ACR TI-RADS de maior risco (TR4 e TR5) (15).
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Existem ainda outros usos que nao s&o o enfoque deste trabalho, no caso dos nddulos
malignos, como marcador prognostico e a terapia alvo. Cerca de 50 a 70% dos carcinomas
papiliferos da tireoide tem a mutagdo do gene BRAF V600E. Verificada a presenca da mutacéo
pode ser utilizada a terapia direcionada ao BRAF (16). No entanto, mutacfes com
especificagdes muito altas cancer de tireoide, como o0 BRAF V600E, sdo incomuns quando a
citologia é indeterminada (17).

A biopsia aspirativa por agulha fina (PAAF) de nddulos tireoidianos permite um
diagndstico definitivo de neoplasia benigna ou maligna em 60% a 80% dos nddulos, resultando
em uma diminuic&o significativa no nimero de tireoidectomias sendo realizadas para nddulos

benignos (8).
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4. DISCUSSAO

Ao longo da dltima década, indmeros estudos tém demonstrado aumento da
sensibilidade e precisdo diagnodstica geral dos testes moleculares quando aplicados para
amostras citoldgicas de tireoide (5). Os testes moleculares para citologia de tireoide, no entanto
apresentam alto custo e ndo estdo acessiveis para a populagdo que utiliza o servigo de saude
publica ou suplementar.

Um teste com capacidade de exclusdo de malignidade como o Afirma GEC para
Bethesda I11-1V, se negativo e sem outras indica¢Oes para cirurgia, pode evitar a cirurgia (16).
Dessa forma um teste molecular benigno fornece seguranca e qualidade de vida ao longo da
vigilancia ultrassonogréfica, sem piora de ansiedade ou depressdo relacionada ao risco de
malignidade (18). A qualidade de vida & um pardmetro dificil de ser quantificado,
principalmente no caso de um exame de alto custo. Para pessoas com nddulos da tireoide de
citologia indeterminada, é improvavel que o teste molecular ao preco atual seja de custo-
beneficio eficaz em comparacdo com a lobectomia diagnostica (12).

Apesar dos avancos, ainda existem anormalidades genéticas ndo detectadas
relacionadas a alguns canceres de tireoide (7). Outras desvantagens ainda observadas sdo: a
variabilidade no desempenho do teste dependendo das taxas de prevaléncia de cancer, a
variabilidade dos resultados dependendo da citopatologia e histopatologia subjacentes (16).

Em relacdo a tomada de decisdo sobre fazer a cirurgia, um teste positivo para mutacées
BRAF e HTERT, além de definir malignidade e dar suporte a deciséo cirdrgica, podem informar
recomendacdes de terapia adjuvante. Como desvantagem: a influéncia na decisao cirargica é
limitada nos algoritmos de tratamento baseados em fatores clinicos e radiograficos e o0 impacto
na extensao da cirurgia (por exemplo, lobectomia ou tireoidectomia total) foi minimizado por

mudancas nas diretrizes cirargicas apoiando a lobectomia para tumores até 4,0 cm (16)
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A variabilidade na precisdo diagndstica e o alto custo sugerem que os teste moleculares
sdo mais bem usados de maneira ponderada e caso a caso para nddulos com clinica ambigua,
deve-se considerar fatores citopatoldgicos e radiograficos (que tém tido sua acuracia aumentada
nos ultimos anos), conforme recomendado por sociedades profissionais como a Associacao
Americana de Tireoide e Associacdo Americana de Cirurgides Enddcrinos. O teste molecular
sO deve ser considerado se o resultado alterar 0 manejo recomendado do paciente. Uso
indiscriminado e rotineiro para qualquer nédulo tireoidiano suspeito deve ser evitado, pois pode
levar ao sobre diagndéstico, aumento desnecessario de custos e ndo ter impacto no manejo do

paciente (16).
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5. CONCLUSAO

Os testes moleculares para citologia de tireoide evoluiram muito nos ultimos anos, ja
existindo diversos painéis de exames disponiveis comercialmente. Em parte dos casos, o teste
molecular é capaz de solucionar o problema dos nédulos de tireoide indefinidos na PAAF.

Apesar dos avancgos, os testes moleculares ainda apresentam algumas desvantagens no
seu uso, sendo uma das principais, seu alto custo, dessa forma, o teste molecular deve ser capaz
de alterar significativamente o prognostico e conduta clinica para que seu uso seja justificado.
A tendéncia é que a qualidade dos testes evolua, que o0 preco se torne mais acessivel e com o
passar do tempo seja ampliado seu uso na pratica da citopatologia dos nddulos da tireoide, junto

ao exame de imagem, para decidir quando o procedimento cirdrgico devera ser feito.
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