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O essencial é saber ver,
Saber ver sem estar a pensar,
Saber ver quando se vé,

E nem pensar quando se Vé,
Nem ver quando se pensa.

Alberto Caeiro, in "O Guardador de Rebanhos - Poema XXIV"
Heteréonimo de Fernando Pessoa

The brick walls are there for a reason. The brick walls are not there to keep us out.

The brick walls are there to give us a chance to show how badly we want something.
Randy Pausch, in “The last lecture”






Esta Tese foi escrita de acordo com as regras do Acordo Ortografico da Lingua Portuguesa.
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Resumo

Os carcinomas da tiroide derivados do epitélio folicular representam um desafio para os clinicos
no que diz respeito a determinacado do progndstico dos doentes. Este grupo incluiu desde uma
das neoplasias malignas com melhor progndstico — o carcinoma papilar, com uma sobrevivéncia
aos 10 anos de 95-98% — até uma das neoplasias mais agressivas — o carcinoma anaplasico, com
uma mediana do tempo de sobrevivéncia de 5-6 meses. Os carcinomas diferenciados da tiroide,
que incluem os histotipos papilar e folicular, representam cerca de 90-95% dos casos. Apesar de
a maioria ter um bom progndstico, cerca de 10-20% vem a apresentar doenca loco-regional ou
metastatica a distancia, por vezes décadas apds o diagndstico inicial, podendo esta doenca
persistente ou recorrente acabar por ser letal.

A falta de bons indicadores de progndstico neste grupo motivou a elaboracdo do presente
trabalho, o qual teve como objetivo geral a identificacdo de fatores clinico-patoldgicos,
bioquimicos e moleculares que possam ser utilizados como indicadores de progndstico em
doentes com carcinomas diferenciados da tiroide. No estudo clinico-patoldgico e bioquimico,
constituiu um objetivo especifico estudar o valor preditivo do doseamento da tiroglobulina
estimulada no momento da ablagdo preparada com TSH humana recombinante (rhTSH) para
auséncia de doenca um ano depois, comparando-o com um doseamento semelhante apds
estimulacdo com TSH enddgena. No estudo clinico-patolégico e molecular, os objetivos
especificos foram estudar o valor progndstico das mutagGes somaticas do BRAF (caracteristicas
do carcinoma papilar e também presentes em menor frequéncia nos tumores indiferenciados)
e NRAS (caracteristicas dos tumores com morfologia folicular), com énfase na associagdo com
metastizacdo a distancia, resposta ao tratamento, persisténcia da doenca no final do
seguimento e mortalidade especifica pelo carcinoma da tiroide. Pretendemos também
contribuir para o conhecimento da oncobiologia dos carcinomas derivados do epitélio folicular,
através da identificacdo de novas alteracGes moleculares, nomeadamente através da pesquisa
de mutagdes no promotor do TERT. Para além da sua frequéncia, avalidamos a influéncia das
mutagdes no promotor do TERT no comportamento bioldgico dos tumores, analisando também
o seu valor progndstico nos moldes anteriormente mencionados para o BRAF e NRAS.

Para o estudo clinico-patolégico e bioquimico, foi utilizada uma amostra constituida por 297
doentes. Para o estudo clinico-patolégico e molecular utilizaram-se 647 amostras de tecido
tiroideu normal, com patologia benigna e maligna, nas quais se incluiam amostras
correspondentes a 469 doentes com carcinomas da tiroide derivados do epitélio folicular.

No estudo clinico-patolégico e bioquimico, a tiroglobulina estimulada no momento da ablacdo
sob rhTSH demonstrou ser um indicador de progndstico independente para auséncia de doenga
um ano depois, tendo o ponto de corte otimizado sido definido nos 7,2 ng/mL, ao qual
correspondeu um valor preditivo negativo de 90%. Concluiu-se que um valor estimulado de
tiroglobulina abaixo daquele valor pode ser considerado um fator de progndstico favoravel.

No estudo clinico-patoldgico e molecular, as mutagdes do BRAF associaram-se a uma idade mais
avancada dos doentes, ndo tendo sido encontrada qualquer outra associagdo com fatores



clinico-patolégicos sugestivos de comportamento mais agressivo, nem com pior resposta ao
tratamento. A presenca da mutacdo do BRAF ndo influenciou de forma significativa a
percentagem de doentes com persisténcia de doenca no final do seguimento ou a mortalidade
especifica. Estes dados sugerem que as mutacdes do BRAF ndo sdo, pelo menos per se, um
indicador de progndstico relevante.

As mutagdes do NRAS ndo se associaram a nenhuma caracteristica clinico-patoldgica sugestiva
de comportamento agressivo. A resposta ao tratamento, percentagem de doentes com doenga
persistente e mortalidade especifica foram semelhantes quando se compararam os grupos de
doentes com tumores com e sem mutacdo do NRAS. As mutacdes do NRAS ndo parecem ter
valor progndstico em carcinomas diferenciados da tiroide.

A presenca de mutacdes no promotor do TERT restringiu-se aos carcinomas da tiroide derivados
do epitélio folicular, ndo tendo sido encontradas em tecido tiroideu normal, lesGes benignas ou
carcinomas medulares. Nos carcinomas diferenciados, as muta¢ées no promotor do TERT
associaram-se significativamente com idade mais avancada dos doentes, maior tamanho do
tumor, metastizacdo a distancia e estadios mais avancados. Os doentes com carcinomas
diferenciados com mutagdo no promotor do TERT apresentaram uma pior resposta ao
tratamento. A presenca de mutacdes no promotor do TERT foi um fator preditivo independente
de doenca persistente no final do seguimento e de maior mortalidade especifica pela doenga.
Este facto, em combinagdo com os anteriores, permite concluir que as mutagdes no promotor
do TERT sdo um indicador de progndstico major em doentes com carcinoma diferenciado da
tiroide.



Abstract

Follicular cell-derived thyroid carcinomas represent a particularly challenging problem for
clinicians from the prognostic standpoint. In fact, this group of tumors encompasses one of the
least lethal human cancers — the papillary thyroid carcinoma, with a 10-year survival rate of 95-
98% - and, on the other side of the spectrum, one of the deadliest forms of cancer — the
anaplastic thyroid carcinoma, with a median survival of 5-6 months. The differentiated thyroid
carcinomas, which include papillary and follicular thyroid carcinomas, represent 90-95% of the
whole cases. Even though the majority of differentiated thyroid carcinomas carry a good
prognosis, 10-20% of patients will eventually develop loco-regional or distant metastases,
sometimes several decades after the initial diagnosis, and some of these recurrent or persistent
tumors may lead to a fatal outcome.

The lack of good prognostic markers in differentiated tumors encouraged the implementation
of the present study, which aimed at identifying clinico-pathological, biochemical and molecular
factors that may be used as prognostic markers in patients with differentiated thyroid
carcinoma. In the clinico-pathological and biochemical part of the study, the specific objective
was to evaluate the predictive value of stimulated thyroglobulin at recombinant human TSH
(rhTSH)-aided ablation in predicting disease-free status one year later, and to compare it with
the predictive value of stimulated thyroglobulin at ablation under endogenous TSH stimulation.
In the clinico-pathological and molecular part of the study, the specific objectives were to study
the prognostic value of somatic BRAF mutations (typical of papillary carcinoma, but also found
in undifferentiated tumors) and NRAS (typical of tumors with follicular morphology) for distant
metastasization, response to treatment, disease persistence at the end of follow-up and disease-
specific mortality. The present study also intended to contribute to the clarification of thyroid
cancer oncogenesis through the identification of novel molecular alterations, specifically by
looking for TERT promoter mutations in thyroid lesions; besides the evaluation of its frequency
in thyroid carcinomas, the study also aimed at analyzing its prognostic meaning.

For the clinico-pathological and biochemical part of the study, 297 patients were included. For
the clinico-pathological and molecular part of the study, 647 thyroid tissue samples were
included, representing normal thyroid, benign and malignant lesions, which corresponded to
469 patients with follicular cell-derived carcinomas.

In the clinico-pathological and biochemical part of the study, stimulated thyroglobulin at rhTSH-
aided ablation proved to be an independent prognostic marker of disease-free status one year
later. The highest accuracy cutoff value was established at 7.2 ng/mL, with a negative predictive
value of 90%. We concluded that a thyroglobulin value below that threshold may be considered
a favorable prognostic factor.

In the clinico-pathological and molecular part of the study, BRAF mutations were associated with
older age; no associations were found with other clinico-pathological factors or with response
to treatment. The percentage of patients with disease persistence at the end of follow-up was
not significantly different between the groups of patients with or without BRAF mutation.
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Disease-specific mortality was also similar in the aforementioned groups. These data suggest
that BRAF mutations are not, at least per se, a relevant prognostic factor.

NRAS mutations were not associated with any clinico-pathological feature suggestive of
aggressive behavior. The response to treatment, percentage of patients with disease persistence
at the end of follow-up and disease-specific mortality were similar when the group of patients
with tumors harboring NRAS mutations was compared with the group of patients with wild-
type NRAS. NRAS mutations do not seem to have prognostic value in differentiated thyroid
carcinomas.

TERT promoter mutations were only detected in follicular cell-derived thyroid carcinomas; no
mutations were found in normal thyroid tissue, benign lesions or medullary carcinoma. In
differentiated carcinomas, TERT promoter mutations were associated with older age, larger
tumor size, distant metastases and higher stages. Patients with differentiated TERT-mutated
tumors had worse response to treatment. TERT promoter mutations were an independent
predictor of disease persistence at the end of follow-up and of disease-specific mortality. Taking
the whole set of data into account, we concluded that TERT promoter mutations are a major
prognostic indicator in differentiated thyroid carcinomas.
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AKT1 V-akt murine thymoma viral oncogene homolog 1 gene
AMES Age, distant Metastases, Extent and Size of primary tumor
ATA American Thyroid Association

AUC Area Under the Curve

BRAF v-Raf murine sarcoma viral oncogene homolog B

CAT Carcinoma Anaplasico da Tiroide

cDNA complementary Deoxyribonucleic Acid
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Prefacio

A decisdo de realizar este trabalho nasceu de varios designios, os quais se aliaram a
oportunidade que surgiu ao longo do meu trajeto profissional. Uma das principais forcas
motivadoras foi o gosto pelo aperfeicoamento profissional no exercicio da medicina numa drea
pela qual nutro um gosto e um interesse particular. Para um médico, a descoberta e aquisi¢ao
de novos conhecimentos tem por vezes a possibilidade de ter uma aplicacdo pratica e quase
imediata na melhoria dos cuidados prestados aos doentes, a qual constitui uma recompensa
pessoal direta que poucas profissdes sdo capazes de oferecer. Ao gosto pelo aperfeicoamento
profissional juntou-se a curiosidade cientifica, o gosto pela genética e biologia molecular, assim
como a vontade de dar uma pequena contribuicdo para aumentar os conhecimentos na area
gue decidi estudar, numa perspetiva continua e translacional: a de um clinico que acompanha o
diagnédstico da doenca, o subsequente tratamento e seguimento dos doentes e, em simultaneo,
conhece e é capaz de executar trabalho laboratorial de investigacdo, cuja finalidade ultima é
precisamente modificar a forma como o doente é diagnosticado, tratado e seguido.

A escolha do tema nao foi dificil. O gosto pelas doencas da tiroide, em particular pelo cancro da
tiroide, surgiu ao longo do Internato Complementar de Endocrinologia. Um dos fatores decisivos
na génese deste interesse foi a existéncia no Servico de Endocrinologia, Diabetes e Metabolismo
dos Hospitais da Universidade de Coimbra, onde realizei o Internato e posteriormente continuei
a trabalhar como Assistente Hospitalar, de uma Consulta de Oncologia Tiroideia,
especificamente dedicada ao tratamento e seguimento de doentes com esta patologia. A
integracao do Grupo de Estudo da Tiroide da Sociedade Portuguesa de Endocrinologia, Diabetes
e Metabolismo desde cedo no decurso do Internato permitiu cultivar ainda mais o interesse,
com oportunidade de ouvir opiniGes de especialistas, ndo sé dos centros mais importantes do
pais, como também de convidados afiliados aos principais centros internacionais. Ao mesmo
tempo, as multiplas publica¢des cientificas e reunides dinamizadas pelo Instituto de Patologia e
Imunologia Molecular da Universidade do Porto (IPATIMUP), dedicado ao estudo do cancro,
contribuiu para aumentar o interesse pela biologia e genética dos tumores da tiroide. Mais
tarde, ja especialista e como um dos elementos do corpo clinico da Consulta de Oncologia da
Tiroide, senti a necessidade de conhecer melhor o comportamento biolégico dos carcinomas de
diferenciagdao folicular. Na pratica clinica, a falta de bons indicadores de progndstico que
permitam aos clinicos individualizar o tratamento e seguimento dos doentes é sentida
diariamente, numa patologia em que apenas 10-20% dos doentes vém a apresentar doenga
clinicamente relevante de forma persistente ou recorrente, a qual pode vir a ser letal. Torna-se
assim premente identificar o grupo de doentes em maior risco, tratando-os e seguindo-os de
uma forma apropriada e, ao mesmo tempo, evitar procedimentos desnecessarios e a iatrogenia
que lhes é inerente no grupo maioritdrio de doentes com bom progndstico. Face ao aprofundar
de conhecimentos na area da oncobiologia e ao gosto pessoal por essa area, a decisdo recaiu
precisamente por estudar fatores clinico-patolégicos e moleculares que possam constituir
marcadores de progndstico e selecdo terapéutica.

A explosdo de conhecimentos na drea da oncobiologia interessou todos os clinicos que
trabalham em oncologia, em particular aqueles que se interessam pela biologia molecular. No
entanto, a comunicagdo entre os dois mundos — ciéncia fundamental ou basica e clinica — ndo é
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facil. Os clinicos sentem dificuldade em compreender e aplicar na pratica os conhecimentos
veiculados pela investigacdo fundamental, desconhecendo muitas vezes as dificuldades do
trabalho laboratorial e as vicissitudes que |he sdo inerentes. Por outro lado, os cientistas
fundamentais tém dificuldade em abranger as multiplas variaveis consideradas no processo de
decisdo clinica, as quais podem constituir obstaculos a aplicacdo pratica dos novos
conhecimentos. Esta dificuldade é reconhecida pela comunidade cientifica internacional,
multiplicando-se as publica¢Ges, reunides cientificas e mesmo a constituicdo de instituicdes cujo
objetivo ultimo é a translacdo, ou seja, a «traducdo» do conhecimento bidirecional entre a
ciéncia basica e clinica. Apesar de nao ter sido totalmente consciente, penso que este trabalho
veio ao encontro do desafio translacional, contribuindo para trazer um pouco da clinica ao

laboratdrio e um pouco do laboratério a clinica.

Neste contexto, de entre as multiplas possibilidades com que me deparei, propus-me elaborar
um trabalho com uma vertente mais clinica e outra mais translacional. Na vertente clinica, a
utilizacdo recente da TSH humana recombinante (rhTSH) na preparacdo da ablacdo inviabilizava
a determinacado dos niveis da tiroglobulina estimulada no momento da ablagdo nos moldes em
que os clinicos estavam habituados a valoriza-la - antes da administra¢do do *3!l. Conhecendo-
se o valor prognédstico da tiroglobulina neste momento estimulada pela TSH enddgena,
qguestionei-me se o doseamento também também teria valor progndstico quando se utiliza a
TSH recombinante. Na vertente translacional, pretendi ajudar a clarificar o valor progndstico das
mutagGes do BRAF e NRAS em doentes com carcinomas diferenciados da tiroide. No decurso
deste trabalho, foi descrita a existéncia de mutacées no promotor do TERT em melanomas.
Sabendo-se que os melanomas e os carcinomas da tiroide de diferenciagao folicular partilham
algumas alteragdes genéticas, como as mutac¢des do BRAF, o grupo de investigacdo ao qual
pertenco e no ambito do qual realizei este trabalho propo6s-se estudar a frequéncia das
mutag¢des no promotor do TERT em carcinomas da tiroide. A pesquisa destas mutac¢des e

posterior estudo da sua associacdo com as caracteristicas clinico-patoldgicas e progndstico dos

doentes constituiram uma parte fundamental do trabalho realizado no ambito desta Tese.
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1 - Introducao

Os carcinomas da tiroide de diferenciacao folicular representam um desafio no que diz respeito
a determinacgdo do prognéstico dos doentes. Na verdade, este grupo engloba desde uma das
neoplasias malignas humanas com menor mortalidade — o carcinoma papilar da tiroide — até
uma das clinicamente mais agressivas — o carcinoma indiferenciado ou anapldsico.

Nos ultimos anos, a incidéncia de carcinomas diferenciados da tiroide tem aumentado de uma
forma relevante, em particular nos paises ocidentais (1, 2). A grande maioria dos novos
carcinomas diagnosticados sdo tumores de baixo risco ou muito baixo risco e tém um
prognostico excelente (3). Este facto contribui para a necessidade de estabelecer bons critérios
de progndstico e selecdo terapéutica, permitindo tratar de um modo adequado os doentes com
formas clinicamente mais agressivas, assim como evitar uma morbilidade terapéutica
importante e desnecessaria em doentes com tumores que ndo terdo um comportamento
agressivo.

1.1 - Classificacao dos tumores da tiroide
De acordo com a Organizacdo Mundial de Saude (OMS) (4), os tumores malignos da tiroide sdo
classificados como enunciado na Tabela 1.

Tabela 1- Classificagdo dos tumores malignos da tiroide

Tumores malignos primarios
Tumores malignos derivados do epitélio folicular
Carcinoma papilar
Carcinoma folicular
Carcinoma pouco diferenciado
Carcinoma indiferenciado ou anapldsico
Tumores malignos com origem nas células C
Carcinoma medular
Tumores malignos mistos foliculares e de células C
Outros tumores malignos epiteliais
Carcinoma de células escamosas
Carcinoma mucoepidermdéide
Carcinoma com células fusiformes e de diferenciagdo timica
Tumores malignos nao-epiteliais
Linfoma
Sarcoma
Adaptado de (4) — WHO Classification of Tumours. Pathology and Genetics of Tumours of

Endocrine Organs. Lyon: IARC Press.

Os tumores malignos derivados do epitélio folicular da tiroide, principal tema de estudo desta
tese, sdo o carcinoma papilar, o carcinoma folicular, o carcinoma pouco diferenciado e o
carcinoma indiferenciado ou anaplasico.



Consideram-se como carcinomas diferenciados da tiroide o carcinoma papilar e o carcinoma
folicular. Apesar do carcinoma papilar e do carcinoma folicular apresentarem algumas
diferencas relevantes em termos etiolégicos, epidemioldgicos e de comportamento bioldgico
(adiante mencionadas), a apresentacdo clinica, tratamento e progndstico ajustado ao estadio
sdo semelhantes para estes dois tipos de tumores (5), o que leva a que sejam tratados em
conjunto na maior parte das recomendagdes clinicas referentes ao tratamento e seguimento de
doentes com estas neoplasias (6-8). De uma forma geral o progndstico dos carcinomas
diferenciados da tiroide pode ser considerado bom, com uma probabilidade de sobrevivéncia
aos 10 anos de 90-98% (5, 9, 10). No entanto, algumas variantes do carcinoma papilar
apresentam um progndstico pior, assim como as variantes mais invasivas do carcinoma folicular.

A apresentacdo clinica mais frequente dos carcinomas diferenciados da tiroide consiste na
detecdo de um nddulo cervical na regido tiroideia, que na maior parte dos casos é de
consisténcia duro-eldstica e mével. O diagndstico pode também ser feito apds a detecao de uma
tumefacdo latero-cervical, a qual corresponde a metastizacdo ganglionar loco-regional. Numa
minoria dos doentes podem estar presentes outros sintomas locais como desconforto, disfagia
e/ou disfonia. O nimero de doentes a quem um carcinoma diferenciado é diagnosticado por
queixas condicionadas por metdstases a distancia é reduzido (0,5-2,2%) (11, 12). Um numero
crescente de carcinomas diferenciados da tiroide (cerca de 20% nas séries mais recentes), em
particular microcarcinomas papilares (carcinomas com dimensao inferior a 1 cm), sdo detetados
acidentalmente aquando da realizacdo de um procedimento imagioldgico nao dirigido a tiroide
(6, 11); outros sdo detetados no estudo histolégico apds uma cirurgia tiroideia por patologia
benigna.

O carcinoma papilar da tiroide é o mais frequente, representando atualmente entre 80-90% do
total de novos casos de carcinoma da tiroide (9, 11). Para a

ém da diferenciacdo folicular, é
caracterizado pela presenca de alteragdes nucleares tipicas: os nucleos sdo grandes e
assimétricos, com bordos irregulares e por vezes sobrepostos (nucleos em grdo de café),
apresentando cromatina hipodensa (nucleos em vidro fosco), fendas e pseudo-inclusdes. Em 20-
80% dos casos sdo tumores multifocais, sendo esta diferenga na frequéncia da multifocalidade
atribuida sobretudo a meticulosidade com que é realizado o estudo histolégico (13). O padrao
de crescimento é varidvel e estd na base da definicdo das 16 variantes histoldgicas reconhecidas
pela OMS. Se excluirmos os microcarcinomas papilares, que por definicdo medem menos de 1
cm e sdo encontrados acidentalmente, as duas variantes histoldgicas mais frequentes sdo o
carcinoma papilar da tiroide classico e a variante folicular do carcinoma papilar da tiroide (4).
Para além da diferen¢a no padrao de crescimento, estas duas variantes também apresentam
alteragbes moleculares distintas e comportamento bioldgico diferente. O carcinoma papilar
classico apresenta predominantemente um crescimento infiltrativo, com arquitetura papilar ou
mista papilar/folicular, com corpos psamomatosos e, por vezes, com formacdo de quistos. A
variante folicular do carcinoma papilar caracteriza-se por uma arquitetura folicular (por
definicdo deverdo ter mais de 95% de foliculos), podendo ser composta por foliculos de tamanho
médio ou grande; pode ser encapsulada ou infiltrativa. De entre as variantes histoldgicas do
carcinoma papilar associadas a um pior progndstico, salientam-se a variante de células altas, a
variante de células colunares e a variante esclerosante difusa. O carcinoma papilar metastiza
frequentemente para os ganglios linfaticos cervicais, reportando-se uma frequéncia de
metdstases ganglionares entre 20-90%, a qual varia fundamentalmente em fun¢do da extensdo
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do esvaziamento ganglionar realizado (14). As metastases a distancia surgem em até 15% dos
doentes e tém como localizagdes mais frequentes o pulmdo e o osso (15). As alteragoes
moleculares mais frequentes nos carcinomas papilares ocorrem em elementos da via das MAPK
(mitogen-activated protein kinases) e incluem mutagdes pontuais nos genes BRAF e RAS, assim
como rearranjos envolvendo os genes RET e NTRK (16, 17).

O carcinoma folicular da tiroide é um tumor invasivo encapsulado, de diferenciacdo folicular, no
qual as caracteristicas nucleares tipicas do carcinoma papilar estdo ausentes (4). Representa
cerca de 5-10% das neoplasias da tiroide diagnosticadas na atualidade (11, 18). Afeta sobretudo
mulheres com mais de 50 anos, sendo raro na infancia. O carcinoma folicular surge por vezes no
contexto de um bdcio multinodular e parece estar associado a um baixo aporte alimentar de
iodo (19). Sob o ponto de vista morfoldgico, é frequente a formacdo de foliculos, os quais sdo
muitas vezes atipicos; por vezes existem multiplos padrées morfolégicos no mesmo tumor. O
carater invasivo e maligno destes tumores é afirmado pela presenca de invasao da capsula do
tumor e/ou de invasdo vascular. Os carcinomas foliculares s3o classificados como minimamente
invasivos ou extensamente invasivos. Os primeiros caracterizam-se pela presenca de pequenos
focos de invasdo da cépsula e/ou vascular, esta ultima geralmente na periferia do tumor. Os
segundos sdo mais raros e apresentam uma invasdao marcada dos tecidos adjacentes ao tumor,
assim como de multiplos vasos, alguns de calibre consideravel. Ao contrario do carcinoma
papilar, raramente é multifocal e a metastizacdo ganglionar é pouco frequente. A metastizacao
a distancia, fundamentalmente para o pulmao e para o 0sso, ocorre predominantemente nos
tumores extensamente invasivos ou angioinvasivos (20). As alteragdes moleculares mais
frequentes nestes tumores incluem mutacdes pontuais do RAS e rearranjos dos genes
PAX8/PPARYy.

O diagndstico diferencial entre um adenoma folicular e um carcinoma folicular baseia-se assim
na presenca de invasdo da capsula e/ou vascular; por definicdo, um adenoma folicular é um
tumor encapsulado benigno de diferenciacdo folicular, na qual as invasdes anteriormente
referidas estdo ausentes e que ndo apresenta caracteristicas nucleares tipicas do carcinoma
papilar. Se existirem duvidas relativas a caracterizagdo dos nucleos como sendo tipicos de
carcinoma papilar ou quando as altera¢des nucleares apenas estdo presentes de uma forma
focal, pode ser dificil estabelecer um diagndstico definitivo relativo a malignidade de uma lesdo
folicular; nestas circunstancias, é aconselhada por alguns autores a denominagao de «tumor
bem diferenciado de potencial maligno incerto» (4, 21). Um problema semelhante coloca-se
perante uma neoplasia folicular encapsulada com caracteristicas invasivas, na qual as alteragdes
nucleares tipicas do carcinoma papilar sdo dubias ou estdo presentes apenas de uma forma
focal; neste caso, recomenda-se a denominac¢do de «carcinoma bem diferenciado sem outra
especificacdo» (4, 21).

A categoria «carcinoma pouco diferenciado da tiroide» inclui tumores derivados do epitélio
folicular que apresentam caracteristicas morfoldgicas e bioldgicas distintas dos carcinomas
diferenciados (carcinoma papilar e carcinoma folicular) e do carcinoma indiferenciado (4).
Representa entre 2-4% de todos os carcinomas da tiroide (22) e é um grupo heterogéneo,
englobando tumores produtores de tiroglobulina que apresentam um padrao de crescimento



solido, trabecular ou insular na maior parte do tumor (23) associado a presencga de mitoses e
areas de necrose. Trata-se de um tumor que surge predominantemente em pessoas idosas, com
frequente metastizacdo loco-regional e a distancia, estando associado a mau progndstico (24).

Em todas as categorias anteriormente referidas (carcinoma papilar, carcinoma folicular e
carcinoma pouco diferenciado) existe um grupo de tumores que se caracteriza por serem
constituidos predominantemente por células com citoplasma abundante e eosinofilico,
denominadas células de Hiirthle ou oncociticas. Esta caracteristica histolégica é provocada pela
acumulagdo pronunciada de mitocondrias com anomalias estruturais no citoplasma destas
células (25). As variantes oncociticas do carcinoma papilar, do carcinoma folicular (também
designado por carcinoma folicular oncocitico) e do carcinoma pouco diferenciado possuem um
comportamento biolégico semelhante ao das variantes nao oncociticas do grupo histoldgico
respetivo (26).

O carcinoma indiferenciado ou anapldsico da tiroide é um dos tumores humanos com maior
agressividade. Trata-se de uma neoplasia que atinge doentes idosos, sobretudo na sétima
década de vida, que se caracteriza por invasdo extensa das estruturas peri-tiroideias,
nomeadamente a via aérea e os grandes vasos cervicais. Sob o ponto de vista histoldgico,
caracteriza-se por células fusiformes, poligonais ou gigantes, sendo muito frequentes as mitoses
(por vezes atipicas) e a necrose extensa (4). O progndstico dos doentes é muito reservado, com
uma mediana de sobrevivéncia de 5-6 meses e uma sobrevivéncia um ano apds o diagndstico
de 20% (27, 28).

Quer o carcinoma pouco diferenciado quer o carcinoma indiferenciado partilham alteracdes
moleculares com o carcinoma papilar (BRAF e RAS) e com o carcinoma folicular (RAS), mas
frequentemente coexistem outras alteracGes moleculares envolvendo sobretudo elementos da
via da fosfatidilinositol-3-cinase (PI13K)/AKT (PIK3CA e AKT1) (22, 29). O facto de partilharem
alteragbes moleculares parece indicar que pelo menos uma parte dos carcinomas pouco
diferenciados e indiferenciados tera origem em carcinomas diferenciados, hipdtese que é
corroborada pela coexisténcia em alguns tumores de areas com morfologia diferenciada e areas
com morfologia indiferenciada. A alteracdo molecular mais frequente no carcinoma
indiferenciado é a mutacdo do TP53.

1.2 - Epidemiologia

Apesar de apenas cerca de 5% dos nddulos da tiroide serem malignos (6), o cancro da tiroide é
a neoplasia enddcrina mais frequente. Os cancros da tiroide clinicamente evidentes sao
responsaveis por 2-4% do total de neoplasias malignas em Portugal (30) e noutros paises
desenvolvidos (31). No entanto, a verdadeira epidemiologia dos carcinomas da tiroide é dificil
de estabelecer, uma vez que existe um numero significativo de tumores subclinicos (discutido
em baixo).

Os carcinomas derivados do epitélio folicular sdo duas a quatro vezes mais frequentes no género
feminino do que no masculino. A frequéncia aumenta progressivamente com a idade, sendo
raro e exclusivamente limitado ao carcinoma papilar antes dos 10 anos, apresentando uma
mediana da idade na altura do diagndstico entre os 45 e os 50 anos. Enquanto nas mulheres a
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incidéncia aumenta com a idade a partir dos 16 anos e até aos 40, entrando depois em plateau,
no homem continua a aumentar progressivamente até aos 80 anos.

Desde 1980 que a incidéncia de cancro diferenciado da tiroide tem aumentado
progressivamente em todos os continentes, com exce¢ao do continente africano, sobretudo no
género feminino (3). Na Tabela 2 apresenta-se a variacdo da incidéncia de cancro da tiroide em
Portugal e nos Estados Unidos da América. Este aumento da incidéncia diz respeito a tumores
de todas as dimensdes, mas é muito mais pronunciado no grupo de tumores com menos de 2
cm, chegando os tumores com menos de 1 cm a representar 40% do total de novos casos em
alguns paises industrializados (1, 3, 11, 32). O aumento da incidéncia parece ser maior em
mulheres — triplicou nos ultimos 30 anos, enquanto nos homens apenas duplicou — e nao foi
acompanhado por um aumento da mortalidade (1, 33, 34). Um dos fatores responsaveis por
este aparente aumento na incidéncia podera ser uma melhoria nos registos oncoldgicos. No
entanto, o principal fator responsavel parece ser a melhoria na metodologia de diagndstico
[ecografia cervical, tomografia por emissdo de positrdes com BFluor-Desoxi-Glicose (*¥FDG-
PET/CT) e citologia aspirativa com agulha fina] e na acessibilidade aos cuidados de saude.
Estudos de séries de autdpsias demonstraram que o nimero de carcinomas papilares ocultos
pode atingir os 36% (35) da populagdo, enquanto que o estudo histolégico de pegas de
tiroidectomias realizadas por condi¢des benignas revelou uma frequéncia que pode atingir os
24% (6). Sabe-se também que a grande maioria dos carcinomas pequenos ndo progride com o
tempo, podendo permanecer por diagnosticar se ndo for pesquisada ativamente. Dois estudos
demonstraram que apenas 6% dos microcarcinomas crescem mais de 3 mm aos 5 anos de
seguimento (36) e apenas 8% crescem mais de 3 mm aos 10 anos de seguimento (37). Assim,
podemos dizer que hd um reservatério de carcinomas subclinicos, os quais tém vindo a ser
progressivamente detetados com a melhoria da metodologia de diagnéstico, em particular da
imagiologia, devendo-se a maior parte do aumento da incidéncia a dete¢do aumentada dos
tumores de pequena dimensdo (38). Esta justificacdo é corroborada por estudos que mostraram
uma correlagdo positiva entre a incidéncia de cancro da tiroide e o nivel socioeconémico da
populagdo estudada, sobretudo no que diz respeito ao acesso aos cuidados de salde (33, 34,
39). No entanto, o numero de carcinomas da tiroide de maior tamanho também aumentou,
embora de uma forma muito menos pronunciada (3). Desta forma, apesar de ser reconhecido
de forma consensual que a maior propor¢do do aumento da incidéncia se deve a dete¢do de
pequenos carcinomas subclinicos, permanece por esclarecer se paralelamente estara a ocorrer
um aumento real na incidéncia, devido a mecanismos ainda ndo esclarecidos.

O aumento da incidéncia verificado nas ultimas décadas fez-se sobretudo a custa do histotipo
papilar, tendo o carcinoma folicular reduzido a sua frequéncia relativa (11). Uma dos fatores
responsaveis por esta alteracdo tera sido a revisdo da classificacdo da OMS em 1988, a qual
levou a que um numero significativo de tumores anteriormente classificados como carcinomas
foliculares passassem a ser classificados como variantes foliculares do carcinoma papilar (6). O
aumento da ingestdo de iodo que ocorreu de uma forma geral nos paises desenvolvidos pode
ser outro fator, uma vez que é conhecida a associagdo do carcinoma folicular com a caréncia de
iodo e a do carcinoma papilar com o aumento da ingestdo de iodo (19). Outros agentes
ambientais ainda nado identificados poderdo também ser responsdveis por esta alteracao.



Sob o ponto de vista clinico, o aumento da incidéncia, feito sobretudo a custa de tumores
pequenos com bom progndstico, suscita problemas relacionados com as orientacdes de
tratamento e seguimento, as quais foram desenhadas e implementadas para o tratamento de
tumores potencialmente mais agressivos. Este aspeto reforca ainda mais a necessidade urgente
de bons marcadores de progndstico e selecao terapéutica.

Tabela 2 - Incidéncia do carcinoma da tiroide por 100 000 habitantes em Portugal e nos
Estados Unidos da América (EUA) (30, 40, 41)

Portugal EUA
Ano Homens Mulheres Total Ano Total
2001 2,5 10,5 6,6 2002 8,3
2007 4,6 18,0 11,5 2007 12,4

1.3 - Alteracdes moleculares nos carcinomas da tiroide de diferenciacao
folicular

1.3.1 - Mecanismos gerais de oncogénese e principais vias envolvidas

Tal como noutros modelos tumorais, a oncogénese dos carcinomas da tiroide parece resultar de
um conjunto de alteragGes genéticas e epigenéticas sofridas pelas células foliculares, as quais
vao conferir vantagens em termos de potencial de crescimento e aquisicdo de novas
competéncias, nomeadamente de invasibilidade, cujo resultado final consiste na transformacao
neopldsica. As alteracGes moleculares vao consistir em mutagdes somaticas ativadoras ou
inativadoras, desregula¢cdo dos microRNA e metilagdo aberrante de genes, entre outras, cujo
resultado final consiste na ativacdo aberrante ou sobre-expressdo de genes que promovem a
proliferacdo ou inibem a apoptose (proto-oncogenes e genes anti-apoptdticos); o resultado das
alteragcdes moleculares pode também ser a inativacdo ou a subregulagdo/silenciamento de
genes que inibem a proliferacdo ou que detetam e reparam lesGes no DNA (genes supressores
tumorais, genes pré-apoptoticos e genes de reparagdo de DNA).

O correto funcionamento e homeostasia celulares sdo assegurados por complexas vias de
sinalizagdo, que integram multiplos estimulos intra e extracelulares, com vista a regularem
fendmenos como a proliferacdo celular, o metabolismo, a diferenciacdo, a apoptose, a
motilidade e a invasibilidade. A maior parte das alteracGes moleculares ja descritas na literatura
sdo mutagOes somaticas (mutagbes pontuais ou rearranjos cromossdémicos) que envolvem duas
destas vias — a via MAPK e a via PI3K/AKT — e resultam na sua ativacdo aberrante (Figura 1). Na
Tabela 3 enumeram-se as alteracGes moleculares mais frequentes nos carcinomas da tiroide
derivados do epitélio folicular, de acordo com o tipo histoldgico.



Figura 1 - Principais vias de sinalizagdo envolvidas na carcinogénese tiroideia (MAPK e PI3K-AKT)
(figura reproduzida com autorizag¢do da referéncia (29))
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Avia MAPK (ou das MAPK/ERK — cinases de proteinas ativadas por mitogénios/cinases reguladas
por sinais extracelulares) é uma via de sinalizacdo classica que transmite sinais a partir do meio
extracelular (através de recetores membranares), os quais vao regular a proliferacado celular, a
diferenciacdo, a apoptose e a sobrevivéncia (42). A presenga de uma alteragdo molecular que
origine a ativacdo constitutiva desta via vai alterar o fendtipo das células, promovendo a
proliferacdo e a desdiferenciacdo e inibindo a apoptose (43). Na oncogénese tiroideia, a ativacdo
desta via parece também condicionar uma série de alteragdes secundarias que vao potenciar e
amplificar a atividade oncogénica, como por exemplo alteracGes no padrdo de metilacdo do
genoma (44). As alteragGes moleculares mais frequentes nos carcinomas diferenciados da
tiroide envolvem elementos desta via, nomeadamente os genes BRAF, RAS e RET (17, 29). De
salientar que raramente coexistem alteragdes moleculares em dois genes desta via, parecendo
assim que a alteracdo de um deles é suficiente para promover a oncogénese (45).

A via PI3K/AKT esta também envolvida na regulacdo de um numero significativo de fungdes
celulares, incluindo o crescimento, proliferagdo, metabolismo e sobrevivéncia (46). O papel
fisiolégico desta via apresenta semelhancas com a via MAPK, uma vez que ndo sé ambas podem
ser ativadas por estimulos extracelulares que atuam em recetores membranares, como também
vao regular em conjunto mecanismos fulcrais como a proliferagado e a sobrevivéncia. Para além
disso, existe uma comunicagdo estreita entre as duas vias (43, 47). Na oncogénese tiroideia, as
altera¢des moleculares envolvendo elementos da via PI3K/AKT sdo menos frequentes do que as
alteracGes da via MAPK, surgindo em formas mais avancadas da doenga (carcinomas pouco



diferenciados e anaplasicos), onde muitas vezes coexistem com mutac¢des dos genes BRAF e RAS
(22, 48). Os principais genes envolvidos sdo o PIK3CA, AKT1 e PTEN (17, 29).

Tabela 3 - Frequéncia das principais alteracbes moleculares em carcinomas da tiroide de
diferenciagdo folicular, de acordo com o tipo histoldgico.

Carcinoma papilar Carcinoma folicular Carcinoma pouco Carcinoma
diferenciado anaplasico
BRAF (40-45%) RAS (30-50%) RAS (20-40%) TP53 (50-80%)
RAS (10-20%) PAX8/PPARy(30-35%) TP53 (20-30%) RAS (20-40%)
RET/PTC (10-20%) PIK3CA (<10%) BRAF (10-20%) BRAF (20-40%)
TRK (<5%) PTEN (<15%) PIK3CA (5-10%) PIK3CA (10-20%)
AKT1 (5-10%) PTEN (5-20%)

AKT1 (5-10%)

Hanahan & Weinberg descreveram um conjunto de propriedades como sendo essenciais para
as células neoplasicas: a autossuficiéncia em fatores de crescimento, o escape a apoptose, a
insensibilidade a fatores inibidores do crescimento, a capacidade invasora e metastatica, a
capacidade angiogénica e a capacidade proliferativa ilimitada. Numa segunda publicacdo,
acrescentaram duas propriedades adicionais: a reprogramacado do metabolismo energético e a
evasdo da destruicdo imunoldgica. (49). Pensa-se que na base destas propriedades estardo a
instabilidade gendmica com ocorréncia de mutagdes, assim como a inflamacdo local promovida
pelo tumor gerando um microambiente especifico. Apesar da ativacdo das vias MAPK e PI3K/AKT
indiretamente interferir com varios destes fatores essenciais para a oncogénese, muito
permanece por descobrir no que diz respeito a base molecular responsdvel por estes
mecanismos na oncogénese tiroideia.

Muito recentemente, a utilizagdo da sequenciacdo sistematica do genoma tumoral através da
sequenciacdo de nova geragdo (NGS — Next-Generation Sequencing) levou ao reconhecimento
de um nimero elevado de genes mutados que contribuem para o desenvolvimento e progressao
tumoral (50). A maior parte destas muta¢des somaticas ocorrem em regides codificantes, mas
foram também descritas em menor nimero algumas muta¢des nas regides reguladoras da
expressao génica. Entre estas, salientam-se as muta¢des no promotor da TERT, descritas em
melanomas e que poderdo contribuir para a manutencdo da imortalidade replicativa das células
tumorais (51, 52).

1.3.2 - Alteragdes moleculares mais frequentes

As alteragGes moleculares mais frequentes nos carcinomas da tiroide de diferenciagao folicular
consistem em mutag¢des pontuais nos genes BRAF e RAS, assim como rearranjos cromossomicos
envolvendo os genes RET e PAX8/PPARYy.

1.3.2.1 - BRAF
A proteina BRAF é uma cinase de residuos serina-treonina, a qual é translocada para a
membrana depois de ser ativada pela RAS, resultando na fosforilagdo e ativacdo de elementos



a jusante na via das MAPK (figura 1). Nos carcinomas da tiroide de diferenciacdo folicular, o
mecanismo mais frequente na origem da ativacao desta cinase consiste na muta¢do pontual que
substitui uma timina por uma adenina na posicao 1799, a qual vai resultar na substituicao de
uma valina por glutamato na posi¢do 600 (mutacdo V600E) (45). Para além da mutagdo pontual
anteriormente referida, a qual representa 98-99% de todas as mutagdes do BRAF encontradas
em neoplasias da tiroide, podem ainda estar presentes mutag¢des pontuais na posicao 601
(substituicdo de lisina por glutamato), varias insercdes ou dele¢des envolvendo o coddo 600, ou
mesmo um rearranjo envolvendo os genes AKAP9/BRAF (53). A mutag¢do do BRAF é capaz de
induzir transformacdo neoplasica na tiroide de ratinhos transgénicos (54). Um estudo recente
mostrou a presenca de heterogeneidade intratumoral em tumores humanos, estando em alguns
casos a mutagdo presente numa percentagem relativamente pequena das células tumorais (55).
Estes dados e a associacdo da mutacdao BRAF V600E a doentes de idade avancada e a sua baixa
frequéncia em jovens colocaram em causa o papel da mutacdo como evento inicial na
oncogénese, levantando a hipétese da mutagdo poder ser um evento secundario adquirido pelas
células ao longo do processo oncogénico. Apesar de outro estudo subsequente, utilizando uma
metodologia mais sensivel para a dete¢cdo de mutagdes (NGS), ter reportado a presenca da
mutacdo do BRAF na grande maioria das células tumorais (56), permanece em aberto a
discussdo sobre o verdadeiro papel da mutagao deste gene na oncogénese tiroideia.

A mutacdo do BRAF V600E é a alteracdo molecular mais frequente no carcinoma papilar da
tiroide, onde esta presente em cerca de 40-45% dos casos. Esta mutagdo é sobretudo prevalente
na forma classica (45%) e na variante de células altas (80%), sendo muito menos frequente na
variante folicular (15%) (17, 57); nesta Ultima, a mutacdo do BRAF esta sobretudo presente nos
tumores infiltrativos ndo capsulados (58). A mutacdo V600E também é encontrada com menor
frequéncia nos carcinomas pouco diferenciados (10-20%) e indiferenciados (20-40%), sendo este
um dos argumentos utilizados para apontar a muta¢do do BRAF como um evento inicial nos
carcinomas papilares, alguns dos quais poderdo por perda de diferenciagdo originar tumores
mais agressivos. Esta mutacdo ndo foi até hoje descrita em carcinomas foliculares, nem em
lesGes benignas da tiroide.

Alguns estudos mostraram uma associa¢do entre a presenga da mutagdo do BRAF e a menor
expressao de genes envolvidos no metabolismo do iodo e na sintese das hormonas tiroideias
(59, 60). Uma vez que este aspeto pode ter implicagdes diretas na resposta ao tratamento com
1311 e no progndstico dos doentes, optou-se por o debater em conjunto com as caracteristicas
clinico-patolégicas no capitulo «Marcadores moleculares de progndstico».

1.3.2.2 - RAS

As mutagGes em genes da familia RAS (NRAS, HRAS e KRAS) sdo as segundas mais frequentes
nos carcinomas da tiroide de diferenciacdo folicular. Estes genes codificam uma familia de
proteinas ligadas a superficie interna da membrana celular, as quais sdo ativadas por recetores
de membrana com atividade tirosina-cinase ou acoplados a proteina G, transmitindo a
sinalizacdo intracelular subsequente através das vias MAPK e PI3K/AKT, entre outras. As
proteinas RAS possuem atividade GTPase intrinseca, estabilizada e potenciada por uma GAP
(GTPase activating protein), a RASGAP, sendo a hidrélise do GTP o mecanismo responsavel pela
transformacdo da forma ativa da RAS (ligada ao GTP) na forma inativa (ligada ao GDP). As
mutagdes do RAS provocam a perda da sua atividade GTPase, bloqueando a proteina na forma



constitutiva ativa ligada ao GTP. Nos carcinomas da tiroide, a isoforma predominantemente
mutada é a NRAS, envolvendo sobretudo o coddo 61.

As mutagbes do RAS estdo presentes em 30-50% dos carcinomas foliculares e em 10-20% dos
carcinomas papilares, encontrando-se fundamentalmente na variante folicular deste ultimo (30-
45%) (17, 29). Existe assim uma clara associagdo entre as mutacdes deste gene e a morfologia
folicular. As mutacdes do RAS estdo também presentes em 20-40% dos carcinomas pouco
diferenciados e 20-40% dos anapldsicos. Ao contrdrio das mutacdes do BRAF, foram também
encontradas mutacdes do RAS em lesGes benignas, estando presentes em 20-40% dos
adenomas foliculares (29). Este achado favorece a ideia de que a mutacdo do RAS podera ser
um evento precoce na oncogénese tiroideia, podendo ndo ser suficiente para induzir
transformagdao maligna. Esta hipdtese é corroborada por estudos realizados em ratinhos
transgénicos, nos quais a expressao condicionada do RAS mutado na tiroide nao foi capaz por si
so de induzir transformacdo maligna, sendo necessdrias alteracdes genéticas adicionais, como a
delegdo do PTEN (61).

1.3.3 - Outras alteragdes moleculares

O rearranjo RET/PTC é uma alteragdo encontrada no carcinoma papilar da tiroide. Existem mais
de dez rearranjos RET/PTC, sendo os mais frequentes os RET/PTC1 e RET/PTC3 (45). Todas as
translocagGes originam genes quiméricos que contém intacta a por¢do do RET que codifica o
dominio com atividade cinase de tirosina fundida com a regido promotora e regibes de
dimerizacdo proteica de outro gene ubiquitdrio, o qual vai originar a expressao e a dimerizacao
independente do ligando da proteina RET/PTC, a qual leva a estimulagdo crénica da via das
MAPK e a carcinogénese nas células tiroideias (62). Tal como outros rearranjos cromossémicos,
o RET/PTC foi associado a exposi¢do a radiagdes ionizantes, as quais podem provocar quebras
na dupla cadeia de DNA (63). Em tumores derivados das células foliculares, o rearranjo RET/PTC
é encontrado no carcinoma papilar, em particular na forma classica. A auséncia deste rearranjo
nas formas indiferenciadas parece apontar para a manutengdo da diferencia¢cdo dos carcinomas
papilares que apresentem RET/PTC ao longo da sua histéria natural. O rearranjo foi também
encontrado em lesGes benignas tumorais (adenomas foliculares) e ndo-tumorais (tiroidites) (64).

O rearranjo PAX8/PPARG é uma alteracdo frequente em carcinomas foliculares (30-35%). A
fusdo origina sobre-expressdao acentuada da proteina quimérica, mas os mecanismos que
justificam o seu papel na eventual transformacdo neoplasica permanecem por esclarecer (65).
O rearranjo também foi encontrado de forma menos frequente na variante folicular do
carcinoma papilar (5-35%), assim como em adenomas foliculares (2-30%) (29, 66).

A maioria das outras alteragdes moleculares descritas nos carcinomas da tiroide de origem
folicular estdo relacionadas com a perda de diferenciacdo e com um comportamento clinico
mais agressivo. Nestes tumores encontram-se mutac¢des na via PI3K/AKT, nomeadamente nos
genes PIK3CA, AKT1 e PTEN (47). No caso do PTEN, que exerce uma fungao reguladora da
ativacdo desta via reduzindo a sua atividade, o silenciamento do gene através da metilacdo do
promotor parece ser mais frequente do que a mutag¢do somatica inativadora da sua fungao (47).
Outro regulador da via PI3K/AKT (e também da via MAPK) cuja funcdo parece estar
comprometida por mutagdo somatica ou silenciamento epigenético é o RASAL1 (67). No caso
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dos carcinomas indiferenciados, a alteracdo molecular mais frequente é a mutacdo pontual do
gene TP53 (50-80%), a qual condiciona perda de funcdo deste importante supressor tumoral
(22). Outro gene por vezes mutado nos carcinomas indiferenciados é o CTNNB1, que codifica a
B-catenina e estd envolvido na adesdo celular e sinalizacdo através da via Wnt (29).

A nivel epigenético, foram reportadas alteracdes na expressao de varios genes, nomeadamente
subexpressdao por hipermetilacio dos promotores; sdo exemplos os genes TIMP3 (tissue
inhibitor of metallopreoteinases 3), DAPK1 (death-associated protein kinase 1), RARB (retinoic
acid receptor-8), SCL5A8 e SCL5A5 (17). Este ultimo codifica o simportador de sddio e iodo (NIS)
responsavel pela captacdo deste oligoelemento pelas células foliculares da tiroide. Dada a sua
relevancia em termos terapéuticos, serd objeto de uma discussdo particular nos capitulos
«Principios gerais do tratamento dos carcinomas da tiroide de diferenciacdo folicular» e
«Marcadores moleculares de progndstico».

No caso dos tumores oncociticos ou de células de Hirthle, parecem existir alteracdes genéticas
especificas responsaveis por este fendtipo, as quais se podem ou ndo sobrepor as alteracoes
caracteristicas do tipo histoldgico de base (por exemplo, mutacdo do BRAF na variante
oncocitica do carcinoma papilar e do RAS na variante oncocitica do carcinoma folicular). As
alteracOes genéticas adicionais podem ocorrer quer no DNA mitocondrial (caso da delecdo
comum mitocondrial ou de mutagdes em genes que codificam o complexo | da fosforilacdo
oxidativa), quer em genes do DNA nuclear que codificam proteinas mitocondriais (genes GRIM-
19 e TIMMA44) (26).

1.4 - Diagndstico

A maioria dos carcinomas diferenciados da tiroide apresenta-se clinicamente como um nédulo
cervical na regido tiroideia. No entanto, os nddulos da tiroide sdo muito prevalentes na
populagdo em geral, sendo detetados a palpacdo em 3-7% da populagdo geral (68) e por
ecografia em 20-60% (69); em séries de autdpsias, foi reportada uma prevaléncia de até 76%
(70). A patologia nodular da tiroide é mais frequente em mulheres, na populacédo idosa e em
regides com deficiéncia de iodo. Apenas 5-15% dos nddulos tiroideus correspondem a
neoplasias malignas, variando esta percentagem em fungao do género, idade, histdria familiar
de carcinoma e antecedentes de exposicdo a radiagGes ionizantes, entre outros (6). Neste
contexto, a investigacdo clinica tem como objetivo principal a exclusdo de malignidade.

No que diz respeito aos antecedentes familiares, ressalva-se que os carcinomas da tiroide de
diferenciagao folicular possuem uma forte agregac¢ao familiar, sendo o risco relativo de um
familiar em primeiro grau de um individuo afetado mais elevado do que o conferido por algumas
sindromes genéticas com hereditariedade mendeliana estabelecida (por exemplo, sindrome do
cancro da mama e ovario ligado a mutagdes do BRCA) (71). O risco relativo de um familiar em
primeiro grau de um doente com carcinoma da tiroide de diferenciac¢ao folicular desenvolver a
doenga estd 5,2-9,5 vezes aumentado quando comparado com a populagdo geral; no caso de
existirem dois familiares em primeiro grau afetados (um dos pais e um irm&o), o risco relativo
estd aumentado 292 vezes (72).
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De salientar que, fruto da disseminag¢do dos exames complementares imagioldgicos, um nimero
progressivamente maior de nddulos da tiroide sdo diagnosticados aquando da realizagdo de um
exame imagiolégico (ecografia, TC ou RMN) dirigido a outro érgdo ou sistema. Estas lesdes sdo
geralmente designadas como «incidentalomas» ou «acidentalomas» e sdao na maior parte dos
casos ndédulos de pequenas dimensdes (73). Utiliza-se a designacdo «micronédulo» quando as
dimensdes do ndédulo sdo inferiores a 10 mm. Salienta-se que o risco de malignidade é
semelhante nos nédulos detetados acidentalmente e nos que tém apresentacdo clinica
inespecifica (73). De salientar que a frequéncia de malignidade é consideravelmente maior
quando os nddulos s3o detetados incidentalmente no decurso de uma ®FDG-PET/CT (74) ou
cintigrafia com *°™Tc-Sestamibi (75). Os micronddulos apresentam também um risco de
malignidade idéntico ao dos nédulos com dimensdes iguais ou superiores a 10 mm (76).

1.4.1 - Dados clinicos

No que diz respeito aos dados da anamnese, sdo fatores associados a maior risco de malignidade
o género masculino, a idade muito jovem (risco trés a quatro vezes superior de malignidade
qguando surge na infancia) ou muito avancada, antecedentes de exposicdo da cabeca e pescoco
a radiacOes ionizantes e histéria familiar de carcinoma da tiroide, incluindo-se os quadros de
carcinomas diferenciados da tiroide familiares, carcinoma medular da tiroide e neoplasia
enddcrina multipla tipo 2, assim como outras sindromes que cursem com carcinomas da tiroide
(sindrome de Cowden, de Gardner e polipose adenomatosa familiar) (70).

A maioria dos nédulos da tiroide provoca poucos ou nenhuns sintomas e, quando estes existem,
na maior parte dos casos ndo estdo relacionados com a patologia nodular da tiroide. Ainda
assim, existe um numero de elementos da histdria clinica e do exame fisico que podem orientar
a investiga¢do e subsequente atitude terapéutica. E importante ter uma ideia da cronologia do
crescimento do nddulo; um crescimento lento e progressivo é sugestivo de malignidade. J4 um
crescimento subito e acompanhado de dor sugere uma hemorragia num ndédulo quistico.
Sintomas como disfagia, disfonia ou dispneia na maior parte dos casos nao estdo associados ao
nddulo, mas se o estiverem sdo fortemente sugestivos de malignidade. Por outro lado, em
regides com deficiéncia de iodo a autonomia funcional dos nédulos é comum (77), pelo que é
importante pesquisar sinais e sintomas de hipertiroidismo.

Relativamente ao exame fisico, a maioria dos carcinomas da tiroide ndo possuem caracteristicas
gue os permitam distinguir dos nddulos benignos. No entanto, a presenca de um nédulo duro e
imével é muito sugestivo de malignidade. A presenga de adenopatias cervicais palpaveis é
também um indicio do provavel caracter maligno.

1.4.2 - Exames complementares de diagnostico

No que diz respeito aos exames complementares de diagndstico, recomenda-se que seja
determinado o valor sérico da TSH em doentes com patologia nodular da tiroide (6, 70). A
presenca de um valor abaixo do limite inferior do intervalo de normalidade ou préximo dele
sugere autonomia funcional, a qual podera ser confirmada com a realizagdo de uma cintigrafia
tiroideia. Este exame é util sobretudo quando estdo presentes varias formag¢des nodulares, uma
vez que poderdo coexistir nédulos auténomos (cintigraficamente «quentes») com ndédulos ndo
funcionantes (cintigraficamente «frios»). De salientar que a identificacio de um nddulo
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auténomo obvia a necessidade de investigacdo adicional, nomeadamente a realizacdo de
citologia, uma vez que a malignidade nestes casos é muito rara (68).

A ecografia da tiroide é o exame imagiolégico mais sensivel para detetar e caracterizar
morfologicamente lesdes tiroideias, sendo recomendada a sua realizacdo em todos os doentes
com suspeita de patologia nodular ou em que esta ja é conhecida. Para além de descrever o
numero de nddulos existentes e a sua vascularizagdo, a ecografia permite a pesquisa de
caracteristicas ultrassonograficas associadas a maior risco de malignidade; entre estas, contam-
se a presenca de hipoecogenicidade marcada, a presenca de microcalcificagcdes, bordos
irregulares e multilobulados, um padrdo de vascularizacdo intranodular proeminente (por
Doppler), um didametro antero-posterior superior ao transverso e uma consisténcia firme
(avaliada por elastografia) (6, 70). No entanto, todas estas caracteristicas tém, isoladamente,
baixa sensibilidade, ndo permitindo predizer malignidade de uma forma independente; o risco
apenas aumenta de uma forma consideravel quando duas ou mais destas caracteristicas estdo
presentes (78). Pelo contrario, um padrao isoecogénico ou hiperecogénico e uma aparéncia
espongiforme estdo associados a benignidade.

A decisdo de prosseguir ou ndo a investigacdo através da realizagdo de uma citologia vai
depender do conjunto de dados clinicos e ecograficos. De uma forma geral, podemos dizer que
a citologia estd indicada em todos os nddulos sélidos hipoecogénicos com dimensdes superiores
a 10-15 mm (6, 70, 79). No caso de os nddulos apresentarem um componente quistico
importante, a recomendacdo geral é a partir dos 15-20 mm. Quando existirem elementos
clinicos ou imagioldgicos de suspeicdo em micronddulos (antecedentes pessoais de carcinoma
da tiroide confirmado em hemi-tiroidectomia prévia, histéria familiar de carcinoma papilar,
historia familiar de carcinoma medular ou sindrome MEN 2, histéria de exposi¢do craniana ou
cervical a radiacGes ionizantes na infancia ou adolescéncia, presenca de caracteristicas
ecograficas suspeitas, nddulo com hiperfixacdo em ¥FDG-PET/CT), dever-se-d também ponderar
a realizacdo de citologia (6, 70, 79).

A citologia aspirativa com agulha fina é considerada como o exame padrao na avaliagdo dos
nddulos da tiroide. Para os resultados serem fidveis é necessario que a amostra seja adequada,
o que é definido de acordo com a presenca de pelo menos seis grupos de células foliculares bem
preservadas, contendo cada um deles pelo menos dez células (80). A citologia fornece resultados
clinicamente relevantes em cerca de 80% dos casos, podendo a sua repeticdo levar ao
esclarecimento adicional de metade dos casos cujo resultado inicial ndo foi conclusivo (68). De
acordo com a classificagdo de Bethesda (81), os resultados deverdo ser reportados numa das
seis categorias mostradas na Tabela 4, correspondendo cada uma delas a um risco de
malignidade definido. As categorias Il e IV (e para alguns autores também a V) sdo interpretadas
como «indeterminadas», sendo recomendada a repeti¢do da citologia. Caso a repeti¢do volte a
reportar um resultado indeterminado, recomenda-se o tratamento cirurgico por se considerar
que o risco de malignidade o justifica.
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Tabela 4 - Categorias de diagndstico de Bethesda em citologia da tiroide e risco associado de
malignidade (81)

Categoria de diagndstico Risco de malignidade (%)
| - Ndo diagndstica/Insuficiente para diagndstico

Il — Benigna 0-5

Il - Lesdo folicular de significado indeterminado* 5-15

IV - Neoplasia folicular ou suspeita de neoplasia folicular 15-30

V - Suspeita de malignidade 60-75

VI — Maligna >95

*No documento original também designada «Atipia de significado indeterminado», designacao
que é desaconselhada pela Sociedade Portuguesa de Citologia (82)

Nos casos em que o resultado da citologia é indeterminado poder-se-a proceder a realizacao
complementar de estudos moleculares, com vista a confirmar ou excluir malignidade (6, 70).
Existem atualmente duas estratégias disponiveis: a pesquisa de um painel de mutacbes e
estudos de expressdo génica através de um array de expressdo (83). Os primeiros caracterizam-
se por um elevado Valor Preditivo Positivo (VPP); no entanto, até 14% (28% se incluirmos a
categoria V de Bethesda) dos nédulos com citologia indeterminada nos quais ndo se encontram
mutacdes poderdo ser malignos (84, 85). Os estudos de expressdo génica apresentam elevado
Valor Preditivo Negativo (VPN) (93-95%) (86); estes resultados aproximam o resultado negativo
do teste molecular do risco existente perante uma citologia benigna (categoria Il, Tabela 4),
sendo proposto um seguimento clinico semelhante.

1.5 - Principios gerais do tratamento dos carcinomas da tiroide de
diferenciacao folicular

1.5.1 - Abordagem inicial
O tratamento dos carcinomas da tiroide de diferenciacdo folicular engloba trés atitudes
terapéuticas fundamentais: a cirurgia, o iodo radioativo-131 e a levotiroxina.

1.5.1.1 - Cirurgia

A cirurgia constitui a base do tratamento dos carcinomas da tiroide. Perante um diagndstico
citoldgico prévio de malignidade, o tratamento recomendado é a tiroidectomia total ou quase
total, exceto nos microcarcinomas aparentemente unifocais sem outras caracteristicas de risco
(nomeadamente histdria de exposi¢do prévia a radiacGes ionizantes na cabeca e pescogo ou
suspeita de envolvimento ganglionar cervical), para os quais é recomendada a lobectomia (6-8).
Quando a cirurgia é realizada a partir de um resultado da citologia indeterminado, sobretudo
nas categorias lll e IV de Bethesda, a lobectomia é o procedimento recomendado como primeira
abordagem, exceto na presenca de tumores grandes (com mais de 4 cm), nos doentes com
historia de exposicdo prévia a radiagOes ionizantes na cabeca e pescoco ou antecedentes
familiares de carcinoma da tiroide, ou quando existe doenc¢a nodular bilateral, situacdes em que
também se recomenda a tiroidectomia total ou quase total (6-8).
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A principal fundamentacdo para a tiroidectomia total é o facto de o carcinoma papilar ser
frequentemente multifocal e bilateral (13). A tiroidectomia total permite também a realizacdo
subsequente da terapéutica ablativa com 3! e uma monitorizacdo sensivel da recorréncia
através do doseamento da tiroglobulina. No entanto, estas recomendacdes deverdao ser
ajustadas a realidade local, pois se a tiroidectomia total parece ter morbilidade semelhante a
hemitiroidectomia quando é realizada por cirurgides diferenciados em patologia tiroideia (87),
0 mesmo parece nao ser verdade quando os doentes sdo operados por equipas cirurgicas
indiferenciadas (88). Por outro lado, no caso dos carcinomas diferenciados de baixo risco, a
hemitiroidectomia também estd associada a uma boa sobrevivéncia especifica pela doenca e a
baixas taxas de recorréncia, sendo estas geralmente suscetiveis de tratamento cirurgico eficaz
(89).

Se em relagcdo a extensdo da tiroidectomia as recomendagdes sdo relativamente consensuais,
preconizando-se a tiroidectomia total para a grande maioria dos doentes com diagndstico pré-
cirdrgico de malignidade, o mesmo ndo se passa a respeito da linfadenectomia cervical. Existe
consenso relativamente a necessidade de fazer uma excisdo em bloco (também designada
esvaziamento) dos compartimentos com ganglios cervicais envolvidos detetados pela clinica ou
imagiologia. A recomendacdo quanto a necessidade de fazer ou ndo uma linfadenectomia do
compartimento central (compartimento VI) profildtica, ou seja, na auséncia clinica ou
imagioldgica de envolvimento ganglionar, permanece em discussdo. A razdo pela qual ela é
advogada prende-se com a elevada frequéncia de metdstases ganglionares nos doentes com
carcinomas papilares (20-90%), podendo a intervengdao ter o potencial para reduzir a
persisténcia de doenca. No entanto, duas meta-analises mostraram que a linfadenectomia
central profilatica ndo se associou a uma reducdo significativa das recidivas locais (90, 91). Outro
beneficio potencial da linfadenectomia central profilatica em doentes com mais de 45 anos sem
suspeita clinica de metastases ganglionares prende-se com o estadio UICC/AJCC (Union
Internationale Contre de Cancer/American Joint Cancer Committee) mais elevado — Il —
atribuido a estes doentes se forem encontrados ganglios envolvidos, em vez do estadio | ou |l
que seria atribuido caso o esvaziamento ndo tivesse sido realizado (o estadiamento é discutido
no capitulo «Sistemas de estadiamento clinico-patolégico»). Esta passagem para um estadio
superior poderad ter implicagdes na decisdo para realizar terapéutica ablativa. Contudo, nenhum
estudo demonstrou beneficios a longo prazo com a classificagdo dos doentes num estadio mais
elevado (92), tendo inclusive uma analise apontado para a potencial administracdo excessiva de
iodo neste contexto (93). A linfadenectomia central profilatica parece também estar associada
a maior morbilidade apds a cirurgia (94, 95). Sabe-se também que o progndstico conferido por
ganglios envolvidos com manifestac¢des clinicas (geralmente maiores, em nimero consideravel
e por vezes com extensdo extraganglionar) é significativamente pior do que o conferido por
micrometdstases (96). Pelas razoes anteriormente mencionadas, recomenda-se uma correta
avaliacdo imagioldgica cervical pré-operatdéria com vista a pesquisar eventuais metastases
ganglionares. Na auséncia clinica e imagiolégica desta suspeita, ndo hd recomendacdo para a
realizacdo de linfadenectomia central profildtica por rotina, podendo a mesma ser considerada
em tumores maiores ou mais invasivos (por exemplo, T3/T4) (6, 7).
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1.5.1.2. - Terapéutica ablativa com 131]

O tratamento com iodo radioativo (*3!l) consiste na administracdo sistémica de 3 para
irradiacdo seletiva de tecido tiroideu normal e/ou neoplésico. Este tratamento baseia-se no
facto de os tirécitos serem o principal reservatério de iodo no corpo humano e, em consonancia,
o principal local de expressédo do simportador de sddio e iodo (NIS), permitindo uma das formas
de tratamento dirigido de maior sucesso na area da oncologia. Para além de ser muito especifico
para as células tiroideias de origem folicular e emitir radiacdo [, a qual é responsavel pelo efeito
terapéutico, o ¥'| também é um emissor de radiacdo y, permitindo a aquisicio de imagens
representativas da distribuicdo do farmaco.

No tratamento dos carcinomas diferenciados da tiroide, o iodo radioativo pode ser utilizado de
duas formas (97):

e terapéutica ablativa apds a cirurgia, a qual pode ser considerada uma forma de
tratamento adjuvante;

e terapéutica de lesGes tumorais ndo suscetiveis de ressecdo cirurgica completa e que
demonstrem captacdo de iodo.

A terapéutica ablativa é considerada como parte do tratamento primario dos carcinomas
diferenciados da tiroide, tendo sido administrada nas Ultimas décadas a maior parte dos doentes
submetidos a tiroidectomia total ou quase total. A terapéutica ablativa tem trés objetivos
principais:

e destruir quaisquer restos tumorais ocultos que persistam apds a cirurgia, diminuindo
assim o risco futuro de recidiva;

e eliminar por completo o tecido tiroideu ndo tumoral persistente, permitindo a utilizagdo
futura do valor da tiroglobulina sérica como um marcador tumoral altamente sensivel;

e permitir uma cintigrafia corporal alguns dias apés a administracdo de uma dose elevada
de 131, 3 qual é muito sensivel para a dete¢do de doenca loco-regional e/ou metdastases
a distancia previamente desconhecidas.

De uma forma geral, a ablagdo demonstrou em andlises nao estratificadas reduzir o risco de
recorréncia em cerca de 55% e de metastizagdo a distancia em cerca de 50% (98, 99). No
entanto, os beneficios da ablagdo em termos de mortalidade ndo foram demonstrados em todos
os grupos de risco ou estadios. Os dados do National Thyroid Cancer Treatment Cooperative
Study (NTCTCS) demonstraram que uma abordagem terapéutica inicial incluindo tiroidectomia
total ou quase total, terapéutica ablativa com 3| e tratamento supressivo da TSH com
levotiroxina se associava a menor mortalidade especifica pelo carcinoma da tiroide nos estadios
I, IV e na maioria dos doentes com estadio Il (100). Na andlise multivariada deste estudo, que
teve um tempo de seguimento médio dos doentes de trés anos, a terapéutica com 3!l associou-
se a beneficios de uma forma independente das outras modalidades terapéuticas. No estadio |
nado foram reportados beneficios nem agGes deletérias evidentes do tratamento (101). Estes
dados foram corroborados por outro estudo recente realizado em doentes com tumores
considerados de baixo risco (T1-2NOMO), com um seguimento médio de 10 anos, o qual também
ndo encontrou beneficios em termos de sobrevivéncia especifica condicionada pela doenca
(102). Estes dados poderao ser justificados pelo excelente progndstico dos doentes incluidos no
estadio |, sendo necessarios tempos de seguimento muito prolongados para demonstrar
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beneficios em termos de mortalidade. Neste contexto, uma revisdo sistematica mostrou que
qguanto maior for o tempo de seguimento do estudo, mais provdvel é que se encontre um
beneficio significativo da terapéutica com 3! (99). Os mesmos autores mostraram que doentes
com tumores com dimensao superior a 1 cm submetidos a terapéutica ablativa apresentavam
um menor risco de metdstases a distancia. O grupo de doentes incluidos no estadio | cujos
tumores apresentem caracteristicas histoldgicas agressivas também parece ter beneficios, quer
em termos de metastiza¢do, quer em termos de sobrevivéncia (103). Desta forma, podemos
dizer que existe uma evidéncia sélida no que diz respeito aos beneficios em termos de recidivas,
metastizacdo a distancia e mortalidade para os doentes incluidos nos estadios Ill e IV da
UICC/AICC, assim como para alguns incluidos no estddio ll. No entanto, sabemos que a
classificagdo UICC/AICC tem como objetivo estratificar os doentes com base no risco de
mortalidade, sendo que varias outras caracteristicas histolégicas dos tumores (padrdo
morfoldgico sélido, insular, de células altas, de células colunares, variante insular ou presenca
de invasdo vascular), as quais ndo estdo incluidas na classificagdo UICC/AJCC, se associam a um
risco aumentado de recorréncia ou metastases (este assunto é discutido com maior
profundidade no capitulo «Marcadores histopatoldgicos de progndstico»). Por este motivo,
recomenda-se que estas caracteristicas sejam consideradas, em conjunto com a idade, tamanho
do tumor, caracteristicas invasivas e envolvimento de ganglios linfaticos, na decisdo para realizar
terapéutica ablativa (6).

Na Tabela 5 resumem-se as recomendacGes para a terapéutica ablativa mais utilizadas
propostas por algumas sociedades cientificas. De uma forma geral a American Thyroid
Association (ATA) (6), a European Thyroid Association (ETA) (7) e a European Society of Medical
Oncology (ESMO) (8) recomendam a terapéutica ablativa para todos os doentes com tumores
primarios com mais de 4 cm, mesmo na auséncia de outras caracteristicas de alto risco, assim
como para os portadores de tumores que evidenciem extensdo extratiroideia ou que
apresentem metastases a distancia. Por outro lado, todas as recomendac¢bes sdo contra a
terapéutica com *!| para doentes com microcarcinomas unifocais sem outras caracteristicas de
alto risco. A presenga de envolvimento ganglionar é considerada como uma indicagdo para
tratamento ablativo apenas pela ETA. Todos os doentes ndo incluidos nos grupos anteriores sao
considerados como tendo indicagdo provavel (ETA e ESMO) ou recomendacgdo para uso seletivo
(ATA). Esta utilizagdo seletiva tem sido progressivamente alargada a doentes com risco
intermédio-alto com bons resultados (104), ainda que preliminares, prevendo-se que as
recomendacdes de algumas sociedades cientificas venham a ser revistas a curto prazo.

O 3! é considerado uma terapéutica segura e com poucos efeitos secundarios, dos quais se
salientam pela frequéncia a xerostomia e aumento de caries dentarias (105), as quais sdo
provocadas pela irradiagdo involuntaria das glandulas salivares, onde existe expressdao do NIS.
Foi também descrita obstrucdo dos canais nasolacrimais (106). O 3| provoca ligeira disfunc3o
gonadal transitdria em ambos os géneros; devido a possivel irradiagdo dos ovarios, recomenda-
se que as mulheres evitem engravidar por um periodo de 6-12 meses apds o tratamento (6). A
depressdo medular com leucopenia ligeira temporaria é frequente; a leucopenia e/ou
trombocitopenia permanentes sé ocorrem com doses cumulativas elevadas. Nos ultimos anos

1311 O risco

tem sido discutido o eventual risco de neoplasias secundarias ao tratamento com
parece estar ligeiramente aumentado, sobretudo no que diz respeito a neoplasias

hematolégicas (leucemias), existindo uma relacdo direta com a dose cumulativa de 3!l (107,
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108). Com vista a reduzir a iatrogenia associada ao 3!, para além da individualizacdo do
tratamento/uso seletivo em doentes de risco intermédio anteriormente mencionado, duas
estratégias tém sido advogadas: o uso de baixas atividades terapéuticas na ablacdo e a
estimulagdo com TSH humana recombinante (rhTSH) (discutida em baixo).

Tabela 5 - Indicagcées para terapéutica ablativa com 31/

Sem indicacdo (baixo Indicagdo provavel / Indicagdo definitiva
risco de recorréncia ou Uso seletivo
de mortalidade
especifica)
ATA (6) Microcarcinoma Uso seletivo em doentes eTamanho do tumor
(2009) intratiroideu Unico ou com tumores 1-4 cm (T1- primario >4cm (T3-T4)
multifocal (T1 <lcm), T2) confinados a tiroide, na auséncia de outras
sem histologia com envolvimento caracteristicas de risco
agressiva, NO, MO ganglionar comprovado ou elevado ou
guando a combinacdo da eExtensdo extratiroideia
idade, histologia, tamanho relevante qualquer que
do tumor e envolvimento seja o tamanho do
ganglionar predisser um tumor ou
risco intermédio a elevado eMetastases a distancia
de recidiva ou mortalidade conhecidas

especifica
ETA(7) Microcarcinoma T1 (>1cm)-T2, NO, MO, ou eRessegdo tumoral
(2006) intratiroideu Unico (T1 auséncia de esvaziamento incompleta ou
<lcm), sem histologia ganglionar ou idade <18 eRessec¢do tumoral
agressiva, NO, MO anos ou tiroidectomia completa mas com
quase total ou histologia extensdo para além da
agressiva capsula tiroideia (T3-T4)
ou envolvimento
ganglionar ou
e Metdstases a distancia
ESMO (8) Microcarcinoma T1 (>1cm)-T2, NO, MO, ou eT3-T4ou
(2010) intratiroideu Unico (T1 auséncia de esvaziamento eRessec¢do tumoral
<lcm), sem histologia ganglionar ou incompleta ou
agressiva, NO, MO tiroidectomia quase total eMetdstases loco-
ou histologia agressiva regionais ou

e Metastases a distancia

Para captarem iodo, as células foliculares da tiroide precisam de ser estimuladas pela TSH.
Considera-se que um valor de TSH superior a 30 uUl/mL é suficiente para assegurar a eficécia da
terapéutica, quer no tecido tiroideu normal, quer no tumoral (6). Estes valores podem ser
atingidos utilizando duas modalidades:

e estimulagdo com TSH enddgena, através da suspensdo do tratamento com levotiroxina
durante 3-5 semanas;
e estimulacdo com TSH exdgena, através da administragdo de rhTSH.
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A estimulacdo endogena é obtida pela suspensdo do tratamento com levotiroxina por 3-5
semanas; nos casos em que é utilizada uma suspensao mais prolongada (5 semanas), poder-se-
a substituir a levotiroxina por liotironina (T3) nas primeiras 3 semanas. Apesar de esta estratégia
reduzir o periodo de tempo em que os doentes permanecem em hipotiroidismo, ndo parecem
existir beneficios em termos de sintomas ou qualidade de vida (109). A introducdo da
estimulacdo exdgena com rhTSH tornou possivel o atingimento de valores adequados de TSH
sem os sintomas e sinais inerentes ao hipotiroidismo. Esta metodologia assume assim relevancia
particular para o grupo de doentes que nao tolera as consequéncias clinicas do hipotiroidismo
(por exemplo, doentes com patologia cardiaca importante), assim como para o grupo que nao
consegue gerar niveis apropriados de TSH enddgena (hipopituitarismo). De uma forma geral, a
estimulagdo com rhTSH demonstrou eficacia semelhante na terapéutica ablativa, com
vantagens significativas em termos de qualidade de vida (109-112). Para além das vantagens
anteriormente referidas, a utilizacdo de rhTSH esta associada a uma menor exposicao a radiacdo
de drgdos criticos (30-35%) como as glandulas salivares, a medula 6ssea ou as gdnadas, devido
a reduc3do do tempo de circulacdo sanguinea do 3| e aumento da depuracio, fruto do estado
eutiroideu dos doentes (113, 114). Existe assim potencial para reduzir a iatrogenia associada as
terapéuticas com 3! quando se utiliza estimulacdo exdgena com rhTSH.

A atividade terapéutica utilizada devera ser a minima que assegure o sucesso da ablacdo,
recomendando-se 30-100 mCi (6). Existe hoje evidéncia cientifica de que, quer com doses
elevadas (100 mCi), quer com doses baixas (30 mCi), a eficacia e os resultados a longo prazo sao
semelhantes com estimulacdo enddgena e exdgena (111, 112, 115).

A terapéutica ablativa permite também a realizacdo de uma cintigrafia corporal com alta
sensibilidade dois a dez dias (geralmente entre o quinto e o sétimo dia) apds a administragdo do
iodo. Historicamente recomendava-se também a realizacdo de uma cintigrafia para diagndstico
antes da administracdo da atividade terapéutica, podendo a mesma ser acompanhada por uma
determinagdao da captagdo de iodo no leito tiroideu. A cintigrafia diagndstica tem
progressivamente sido abandonada, devido a baixa sensibilidade que apresenta para a detecdo
de focos metastdticos e pelo facto do resultado deste exame geralmente ndo condicionar a
realizagdo da terapéutica ablativa, a qual permite a realizagdo de uma cintigrafia corporal apds
a terapéutica com muito maior sensibilidade (116). Para além disso, existe a possibilidade da
dose baixa de 3!l utilizada na cintigrafia de diagndstico diminuir a captacdo da atividade
terapéutica de 3! administrada subsequentemente, um efeito conhecido por stunning (117).
Pelos motivos mencionados, a realizacdo de uma cintigrafia de diagndstico apenas é sugerida
quando nado é possivel estimar o tamanho dos restos tiroideus com base na ecografia ou no
relatério da cirurgia, ou quando o resultado possa condicionar a decisdo para realizar a ablacdo
ou a atividade terapéutica a utilizar neste procedimento (6).

(Este assunto é desenvolvido com maior profundidade na referéncia (97), correspondente ao
Artigo | deste trabalho).

1.5.1.3. - Tratamento com levotiroxina
A terceira atitude terapéutica fundamental no tratamento dos carcinomas da tiroide de
diferenciacdo folicular consiste na administragdo de levotiroxina (LT4), com a intengdo de frenar
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a TSH na abordagem inicial para a maioria dos doentes. Esta atitude baseia-se no facto das
células dos carcinomas diferenciados da tiroide manterem a expressao do recetor da TSH e a
resposta proliferativa a estimula¢do por esta hormona (118). Os dados do NTCTCS (National
Thyroid Cancer Treatment Cooperative Study) mostraram que doentes com estadios mais
avancados da doenca (lll e IV) apresentaram beneficios (menos recidivas e menor mortalidade
especifica pela doenga) com valores muito baixos de TSH (<0,1 mUI/L) (100). Por outro lado, os
doentes de baixo risco ndo parecem beneficiar de uma frenacdo completa da TSH (119). Um
estudo retrospetivo mostrou que a taxa de recidiva ou mortalidade sdo muito baixas, desde que
os valores da TSH sejam mantidos abaixo de 2,0 mUI/L (120).

O obijetivo a definir para o valor ideal da TSH devera também ter em conta a possivel iatrogenia
associada a tireotoxicose subclinica que é necessario induzir. Os principais riscos sdo a indugao
de arritmias supraventriculares, em particular fibrilhagdo auricular, e a reducdo da densidade
mineral éssea com risco aumentado de fraturas. Doentes com estas patologias, assim como
individuos em risco aumentado de as virem a apresentar como os idosos, deverdo ser sujeitos a
uma cuidadosa avaliacdo da relacdo custo-beneficio deste tratamento (92).

Na Tabela 6 apresentam-se as recomendac¢Ges de algumas sociedades cientificas relativas ao
objetivo terapéutico dos valores de TSH.

Tabela 6- Recomendagdes para o valor da TSH no sequimento dos doentes com carcinoma de
diferenciagdo folicular

Sociedade cientifica Objetivo terapéutico
ATA (6) Supress3o inicial: 0,1-0,5 mUI/L
e Doentes consideradas livres de doenca, sobretudo se baixo
risco de recorréncia: 0,3-2,0 mUl/L
e Doenga persistente: <0,1 mUI/L
ETA (7) e Supressdo inicial: <0,1 mUI/L
e Remissdo bioquimica: 0,5-1,0 mUI/L
e Doenga persistente: <0,1 mUlI/L
ESMO (8) e Supressao inicial nos doentes de alto risco (opcional nos de
baixo risco)
e Doentes de baixo risco considerados livres de doenga: TSH
dentro do intervalo de normalidade
e Doentes de alto risco considerados livres de doenca:
manter supressdo (TSH=0,1 mUI/L) durante 3-5 anos

1.5.2. - Tratamento de recidivas e doenca metastatica

Quando no decurso do seguimento é detetada uma recidiva loco-regional ou doenca
metastdtica, vdrias atitudes terapéuticas poderdo ser consideradas. De uma forma geral, a
hierarquia recomendada para o tratamento da doengca metastatica consiste nas seguintes
opgoes: ressecdo cirurgica da doenca loco-regional quando é possivel uma intengdo curativa,
tratamento com *!| de lesdes que captem iodo, radioterapia externa e vigildncia de casos com
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doenca estavel ou lentamente progressiva (6). Nos ultimos anos surgiram também pequenas
moléculas orais com acgdo inibidora de cinases de tirosina (ndo seletivas e seletivas), as quais
demonstraram ser eficazes no tratamento dos casos com doenga metastatica progressiva
refrataria ao '*!1, sozinhos ou em combinac¢do com outras modalidades terapéuticas (15, 121,
122). Em virtude da experiéncia muito mais reduzida com estes farmacos, ndo existe ainda um
posicionamento hierarquico claro sobre a sua utilizagdo nas recomendacgdes terapéuticas.

A doenca loco-regional (recidiva local ou metastizacdo ganglionar) é preferencialmente
submetida a tratamento cirurgico, sobretudo na auséncia de metdstases a distancia. Com esta
atitude terapéutica, 30-50% dos doentes poderdao ser considerados como livres de doenca a
curto prazo (123). Na presenca de envolvimento ganglionar, a recomendacao é para que se faca
um esvaziamento ganglionar do compartimento em causa, uma vez que é dificil pela imagiologia
prévia ou pela avaliagdo per-cirdrgica identificar a extensdao da doenca metastatica, evitando-se
uma nova exploracdo futura do mesmo compartimento (a qual se associa a maior morbilidade)
caso ndo fossem identificados e removidos ganglios relevantes (6). O 3! é também utilizado na
doencga loco-regional, na maior parte dos casos de uma forma adjuvante apds a ressecao
cirdrgica da doenga clinicamente mais relevante. Em casos particulares podera ser utilizado
como primeira opgao terapéutica, sobretudo perante recidivas ou metastases ganglionares de
pequenas dimensdes que captem iodo. No caso de tumores muito invasivos (por exemplo, com
invasdo aerodigestiva) ou proliferativos podera também ser utilizada a radioterapia externa.

Os locais para onde os carcinomas da tiroide de diferenciacdo folicular metastizam a distancia
com maior frequéncia sdo o pulmdo e o osso. A presenca de metastases distantes tem
importantes implicacbes na morbilidade e mortalidade dos doentes, mas o progndstico
individual é condicionado por varios fatores como a histologia do tumor primario, a distribuicao,
o numero e a dimensdo das metastases, a idade do doente e a captacdo de iodo ou de glicose
pelo tecido metastatico (124, 125).

No caso das metastases pulmonares, os principais fatores que vdo condicionar a decisdo
terapéutica s3o o tamanho das lesdes, a captacdo de iodo/resposta ao tratamento com 31
quando este ja foi utilizado, e a estabilidade ou progressdao das lesGes. As micrometdstases
geralmente respondem muito bem, com taxas elevadas de remissdao completa da doenga. Neste
contexto, recomenda-se que a doenca micrometastatica seja tratada com 3, com possibilidade
de repetir a atividade terapéutica enquanto continuar a existir captacdo de iodo e evidéncia da
doenca (6, 124, 126), desde que ndo existam complicagdes e a dose cumulativa seja segura. A
resposta ao tratamento da doenga macronodular que capta iodo é significativamente pior,
sendo raras as remissOes completas (124). Ainda assim, recomenda-se que a doencga
macronodular que capta iodo seja tratada com 3! e que as atividades terapéuticas sejam
repetidas enquanto se demonstrar beneficio (diminuicdo do tamanho das lesdes ou diminui¢do
do valor da tiroglobulina) (6). O progndstico dos doentes com metastases pulmonares que ndo
captam iodo é reservado, sobretudo se concomitantemente houver hipercaptacdo de glicose na
18EDG-PET/CT (125). A cirurgia é uma opcdo que raramente é considerada, fruto da natureza
extensa e difusa inerente ao processo de metastizagdo pulmonar dos carcinomas da tiroide de
diferenciagado folicular. Os agentes citotdxicos tradicionais, como a doxorrubicina e a cisplatina,
conseguem respostas parciais em menos de 25% dos casos, estando-lhes associada uma
toxicidade significativa (127). Outra possibilidade consiste na administracdo de inibidores de
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cinases de tirosina, moléculas mais recentes com a¢do antiangiogénica e antineoplasica direta.
A utilizacdo destes farmacos tem assumido uma importancia crescente no tratamento dos
tumores metastéticos refratarios ao 3!, sendo ja propostos nas recomendacdes terapéuticas
mais recentes, sempre que possivel no dmbito de ensaios clinicos (6). Em virtude da importancia
crescente e especificidade inerentes a esta modalidade terapéutica, serd abordada num
subcapitulo préprio (em baixo).

O tratamento das metastases dsseas é geralmente individualizado e tem por base vdrios
parametros: a presenca ou risco de ocorréncia de fraturas patolégicas, o risco de compromisso
neurolégico no caso de metdastases vertebrais, as queixas algicas do doente, a captacdo de iodo
e a exposicao potencial da medula dssea a radiacao ionizante no caso das metastases pélvicas
(6, 128). O tratamento cirdrgico deverd ser sempre considerado como uma opcao,
recomendando-se a resse¢do completa do tecido metastatico sempre que possivel,
particularmente em doentes com menos de 45 anos e doenca lentamente progressiva,
populacdo em que esta demonstrado o aumento da sobrevivéncia com esta abordagem (129).
Quando ndo é possivel uma intervengdo curativa, a cirurgia pode permitir uma ressecdo
importante de tecido neopldsico, aumentando a eficacia de tratamentos subsequentes com
radiacGes ionizantes. Existem também varios procedimentos cirdrgicos minimamente invasivos,
como a vertebroplastia percutdnea ou a cifoplastia, que podem ser realizados em doentes com
fraturas patoldgicas vertebrais, melhorando significativamente a dor e a deformidade (130). O
11 ¢ utilizado no tratamento de metastases que captem iodo, tendo demonstrado poder
aumentar a sobrevivéncia dos doentes; no entanto, raramente é curativo e a eficacia é de uma
forma geral inferior a que é conseguida no tratamento de metastases pulmonares (124). A
radioterapia externa é uma terapéutica eficaz para o controlo da dor, estimando-se que cerca
de 70% dos doentes respondam clinicamente em 48-72 horas (128). Pode ser combinada com
outras modalidades terapéuticas como a cirurgia, de uma forma adjuvante. Quando as lesGes
sdo muito dolorosas ou estdo localizadas em locais nos quais a expansao subita possa provocar
dor aguda, fraturas ou compromisso neurolégico, recomenda-se a radioterapia com a utilizacdo
concomitante de glucocorticoides, para minimizar a possivel expansdo tumoral induzida pela
radiacdo e/ou pela estimulacdo pela TSH (caso se utilizasse 3!1). O tratamento com bifosfonatos
intravenosos parece também ajudar a controlar a dor (131). Os inibidores de cinases de tirosina
demonstraram também ser eficazes no tratamento de metéstases dsseas, sobretudo nos casos
com baixa captagao de iodo e elevada captagdo de glicose.

O tratamento de metastases distantes noutras localizagGes, como o cérebro, obedece as
consideragdes anteriormente mencionadas para as metdstases pulmonares e dsseas. No
entanto, devido ao numero reduzido de casos, ndo existe uma evidéncia consistente
relativamente aos beneficios das diversas modalidades terapéuticas, as quais geralmente tém
de ser utilizadas de uma forma sequencial.

1.5.2.1. - Pequenas moléculas inibidoras de cinases de tirosina

Nos ultimos anos surgiram varios farmacos pertencentes a classe das pequenas moléculas
inibidoras de cinases de residuos tirosina, as quais revelaram eficdcia no tratamento dos
carcinomas da tiroide metastaticos refratérios ao *3!I. A maior parte destas moléculas tem uma
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acdo antiangiogénica potente, atuando ao nivel das vias de sinalizagdo mediadas pelo VEGF
(Vascular Endothelial Growth Factor). Para além disso, muitos destes farmacos atuam a um ou
mais niveis das vias de sinalizacdo MAPK e PI3K/AKT, as quais estdo frequentemente ativadas
nos carcinomas da tiroide de diferenciacdao folicular como resultado de alteracbes genéticas
somaticas. Apesar deste fato, ndo parece haver uma relagdo estreita entre a resposta ao
tratamento e a capacidade de um farmaco especifico inibir uma proteina mutada com atividade
cinase de tirosina pertencente a uma destas vias (121). Existe também um farmaco em estudo,
o vemurafenib (NCT01286753), que inibe especificamente a forma mutada V600E da proteina
BRAF, ja aprovado pela FDA para melanomas com esta mutacdo; esta estratégia constitui a
primeira forma de terapéutica bioldgica realmente dirigida a uma proteina mutada aplicada aos
carcinomas da tiroide de diferenciagao folicular.

Embora as remissGes completas sejam raras, estas intervengdes associam-se a beneficios
clinicos (respostas parciais e estabilizacdo da doenca) em até 96% dos doentes, sendo a mediana
do tempo livre de progressdo da doenga préxima ou superior a um ano na maior parte dos casos,
0 que constitui um avanco significativo relativamente as outras terapéuticas sistémicas
previamente disponiveis (132). Na Tabela 7 resumem-se as caracteristicas dos inibidores de
cinases de tirosina com estudos nos carcinomas da tiroide de diferenciacao folicular, assim como
os resultados dos principais ensaios clinicos. A maior parte destes farmacos foram estudados
em monoterapia, mas alguns ensaios ja em curso estdo a avaliar os beneficios potenciais de
associagdes farmacoldgicas (133).

No momento atual apenas o sorafenib estd aprovado pela EMA (European Medicines Agency)
(134) e FDA (Food and Drug Administration) (135) para o tratamento dos carcinomas
diferenciados da tiroide localmente avangados ou metastaticos, progressivos e refratarios ao
131 Quando os doentes ndo respondem inicialmente ou deixam de responder a este farmaco
no decurso do tratamento, existe ja evidéncia de que a utilizagcdo de outros farmacos da mesma
classe pode trazer beneficios clinicos relevantes (136).

Outra possibilidade muito atrativa sob o ponto de vista clinico consiste na utilizacdo de um
farmaco que induza a captacdo de iodo em lesGes metastaticas que ja ndo o captam ou nunca o
fizeram, sendo essa captagdo induzida de iodo suficiente para justificar uma terapéutica com
1311 Esta possibilidade foi ja avaliada no passado com farmacos pertencentes a outras classes,
como o acido retindico ou as tiazolidinedionas, ndo tendo existido sucesso consistente (137).
Recentemente foi utilizado um inibidor da MEK, o selumetinib, o qual foi administrado durante
quatro semanas antes da administracdo de %!l com fins diagndsticos (122). Constatou-se que
em 40% dos doentes houve um aumento da captagdo do iodo suficiente para justificar uma
terapéutica com 311, tendo todos os doentes tratados obtido beneficios clinicos (resposta parcial
ou estabilizagcdo da doenga).
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Tabela 7 - Alvos moleculares e resultados dos principais ensaios com inibidores de cinases de
tirosina em doentes com carcinoma da tiroide de diferenciagdo folicular

Farmaco Alvos Fase do n PR(%) SD(%) Mediana Mediana
moleculares estudo da PFS da OS
(ref)
Axitinib VEGFR1-3; I1(138) 60 30 38 18,1 meses NA
PDGFRB; c-KIT
Gefitinib EGFR I1(139) 27 0 12 3,7 meses 17,5
meses
Lenvatinib VEGFR1-3; Il (140) 58 50 NA 12,6 meses NA
PDGFRpB; FGFR1-
4; RET; c-KIT
Motesanib VEGFR1-3; I1(141) 93 14 67 10 meses NA
PDGFRp;
c-KIT
Pazopanib VEGFR1-3; I1(142) 37 49 NA 11,7 meses NA
PDGFRo/B;
c-KIT
Selumetinib MEK1/2 11 (143) 39 3 54 32 NA
semanas
Sorafenib RAF; VEGFR1-3; Il (144) 30 23 53 19,7 meses NA
PDGFR; RET 11 (145) 31 31 42 18 meses 345
meses
I(121) 207/ 12,2 74 10,8/5,8° NA
210° meses
Sunitinib VEGFR1, 2; 11(146) 26 31 65 12,8 meses NA
PDGFR; RET; c-
KIT; FLT3
Vandetanib RET; VEGFR2, 3; 11(147) 72/7 8 5 11,1/5,9° NA
EGFR 3b meses

2sorafenib/placebo; ® vandetanib/placebo; OS — sobrevivéncia global, PFS — sobrevivéncia livre
de progressao de doenca; NA — ndo avaliada

Existe um grupo de efeitos secundarios frequentes que sdo comuns a maior parte destes
farmacos: astenia, rash cutaneo, diarreia, perda de peso, anorexia, eritema palmo-plantar
(sobretudo com sorafenib e sunitinib), alopecia e estomatite. Alguns efeitos parecem ser
exclusivos de moléculas especificas, sendo de salientar o prolongamento do intervalo QT no caso
do vandetanib e a proteinlria no caso do lenvatinib (132). Apesar destes efeitos secundarios
serem de uma forma geral muito menos graves do que os que estdo associados as formas
classicas de tratamento antineoplasico sistémico, o carater continuo da sua administragao pode
interferir de uma forma significativa com a qualidade de vida, o que se torna sobretudo evidente
pelo facto de os doentes terem poucos sintomas (apesar da presenca de doenga metastatica
progressiva) quando iniciam o tratamento.
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1.6 - Seguimento dos doentes com carcinomas da tiroide de diferenciagao

folicular

As estratégias de seguimento dos doentes com carcinomas da tiroide de diferenciacado folicular
vao depender da avaliagdo inicial do risco de recorréncia e morte pela doenca. Apesar da maioria
dos doentes poder ser considerada como livre de doenca cerca de um ano apés a abordagem
terapéutica inicial, as recidivas loco-regionais e as metdstases a distancia podem surgir muitos
anos depois (148), levando a que seja necessario estabelecer uma estratégia adequada para as
diversas classes de risco. Nesta secdo discutem-se os principais instrumentos de diagndstico
utilizados no seguimento dos carcinomas da tiroide de diferenciacdo folicular, assim como os
protocolos mais utilizados para o seguimento dos doentes considerados de baixo risco. Para os
doentes considerados de alto risco ou com doenca persistente ndo existem recomendacdes
especificas, devendo o seguimento ser individualizado.

O principal objetivo do seguimento a longo prazo dos doentes considerados como livres de
doengca é a detecdo precoce de recorréncias. Uma vez que a maioria dos doentes vao
permanecer livres de doenca, testes com elevado valor preditivo negativo (VPN) sdo
particularmente Uteis na identificacdo deste grupo, possibilitando uma estratégia de
seguimento menos agressiva mas segura, aumentando a custo-efetividade e reduzindo a
iatrogenia. Por outro lado, doentes considerados como apresentando um risco intermédio-
elevado deverdo ser vigiados de uma forma mais agressiva, possibilitando o diagndstico precoce,
fator essencial para o sucesso da intervencdo terapéutica.

Os meios complementares de diagndstico mais relevantes no seguimento dos carcinomas de
diferenciacdo folicular sdo o doseamento da tiroglobulina (Tg) sérica e a ecografia cervical.

A Tg é o principal produto proteico da célula folicular da tiroide, sendo a sua sintese apenas

realizada por estas células e estimulada pela TSH. O seu doseamento sérico constitui uma das
bases do seguimento dos carcinomas diferenciados da tiroide, onde é utilizada como marcador
tumoral, apresentando grande sensibilidade e especificidade para a detegao de tecido tiroideu,
sobretudo apds estimulacdo pela TSH enddgena ou pela rhTSH. Os ensaios imunométricos,
como a imunoquimioluminescéncia, sao os mais utilizados na pratica clinica, sendo geralmente
calibrados de acordo com a norma CRM-457 (Certified Reference Material). Ainda assim, alguns
estudos mostraram grande variabilidade entre ensaios diferentes, pelo que se recomenda que
os doseamentos sejam repetidos pelo mesmo método no seguimento do doente individual
(149). Recentemente surgiram os ensaios ultrassensiveis para a dete¢do da Tg (sensibilidade
funcional <0,1 ng/mL), os quais poderdo dispensar a estimulacdo em cerca de 80% dos casos
(150). No entanto, os pontos de corte ainda ndo estdo bem definidos, sabendo-se que a
utilizacdo deste método aumenta o nimero de doentes que ndo podem ser classificados como
«livres de doenca» por apresentarem valores doseaveis de Tg, permanecendo o significado
clinico destes valores desconhecido (151). Quer os ensaios imunométricos, quer o0s
radioimunoensaios (menos disponiveis) sdo suscetiveis de interferéncia pela presenca de
anticorpos anti-tiroglobulina. Por esse motivo, recomenda-se que todos os doseamentos da Tg
sejam acompanhados pelo doseamento dos respetivos anticorpos (152). Quando estes
anticorpos estao presentes, o doseamento da Tg ndo é fidvel e o seguimento dos doentes devera
basear-se no resultado de outros exames complementares de diagndstico, como a ecografia
cervical e a cintigrafia. Os valores de Tg podem também ser relativamente baixos para a carga
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de doenca presente nos carcinomas pouco diferenciados. Ainda assim, um valor estimulado de
Tg indetetavel na auséncia de anticorpos anti-tiroglobulina estd associado a uma probabilidade
de 95-99,5% de remissdao completa a longo prazo (153, 154).

A ecografia cervical constitui o outro exame de eleicdo no seguimento destes doentes. A sua
utilidade prende-se com o facto de as recidivas ou metastases ocorrerem geralmente nos
ganglios cervicais (60-75%) ou no leito tiroideu (20%), sendo a ecografia um meio muito sensivel
de detetar estas lesGes muitas vezes impalpdveis (155, 156). A ecografia cervical permite a
detecdo de metdstases cervicais mesmo quando os valores estimulados de Tg séricos sdo
indoseaveis (157), possibilitando a realizagao de citologias guiadas destas lesdes que geralmente
tém dimensdes reduzidas. A citologia pode ser complementada com o doseamento da Tg no
lavado da agulha, aumentando significativamente a sensibilidade do exame para a detecdo de
metdstases (158).

Os protocolos de seguimento no primeiro ano apds a abordagem inicial propostos pela ATA e
ETA para os doentes que fizeram ablagdo e sem evidéncia de metastases na cintigrafia corporal,
(representados na Figura 2), baseiam-se fundamentalmente nestes dois exames (ecografia e Tg).
O doseamento de Tg estimulada apenas é proposto se a Tg basal ndo for detetdvel; caso
contrario, dever-se-a de imediato proceder a estudos imagioldgicos ou a terapéutica.

Figura 2 — Sequimento apds a abordagem inicial

Tratamento inicial

Tiroidectomia + Terapéutica com 31|

A 4
 ameses

Doseamento de TSH, T4l

A4

Tg estimulada (Acs)! + Ecografia cervical '

Tg < 2 ng/mL?, Ecografia normal Tg T / Eco alterada

Reduzir LT4 (TSH 0,5-2,0 um/L)

. Investigar/Tratar
Doseamento anual de Tg, TSH,T4l + Ecografia

INa presenca de anticorpos anti-tiroglobulina, o doseamento desta n3o poderd ser valorizado
20u Tg abaixo do ponto de corte para cada instituicdo
Adaptado de (6) e (7)

Consideram-se livres de doenca os doentes que, seis a doze meses apds a abordagem
terapéutica inicial, apresentarem niveis de Tg estimulados abaixo do ponto de corte definido
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para cada instituicdo (ou Tg <2 ng/mL), ecografia cervical normal e auséncia de captacéo fora do
leito cervical na cintigrafia corporal pds-terapéutica. Estes doentes poderdo ser seguidos com
avaliacdo clinica anual e doseamento da Tg e respetivos anticorpos, podendo também ser
realizada ecografia cervical (6, 7, 157).

A ecografia cervical geralmente deteta a doenca loco-regional cervical. Quando a Tg é superior
ao ponto de corte definido para a instituicdo em causa ou, de uma forma mais abrangente, é
superior a 2 ng/mL, vérias hipdteses se colocam para esclarecer o significado clinico. Neste grupo
de doentes, cerca de um terco vao ter doenca clinicamente significativa e os outros dois tercos
vao permanecer livres de doenca clinicamente significativa, geralmente com decréscimo
progressivo dos valores de Tg ao longo do tempo (159). Uma das hipdteses consiste na realizacdo

123] (quando disponivel)

de uma cintigrafia corporal diagndstica, a qual devera ser realizada com
ou baixa atividade de 3!I. Alternativamente, podera ser feita logo uma terapéutica com dose
elevada de 3| (recomendada sobretudo se os valores da Tg estimulada forem superiores a 5-10
ng/mL) e cintigrafia corporal apds a mesma, apresentando esta Ultima maior sensibilidade para
a detecdo de doenca (116). Quando a cintigrafia corporal ndo consegue localizar a doenca
residual ou metastatica, estd recomendada a realizacdo de TC cervico-toracica, RMN cervical ou
18EDG-PET/CT (6). Nos ultimos anos a ¥FDG-PET/CT tem assumido uma importancia crescente
na avaliacdo dos doentes com evidéncia bioquimica de doenga (particularmente com valores de
Tg >10 ng/mL) mas sem captacdo de iodo nas cintigrafias corporais (160). Para além disso, a
18EDG-PET/CT é um importante instrumento de progndstico, uma vez que permite identificar o
grupo de doentes com doenga metastatica que apresenta um risco de mortalidade especifica

pela doenga mais elevado (125).

1.7 - Indicadores de progndstico em carcinomas da tiroide de diferenciacao

folicular

Como foi ja referido os carcinomas da tiroide de diferenciagdo folicular representam um desafio
sob o ponto de vista do progndstico dos doentes. Sendo o carcinoma papilar o mais frequente e
apresentando de uma forma geral um bom progndstico, verifica-se que cerca de 10-15% dos
casos tornam-se refratarios ao tratamento e uma parte destes pode ser letal. Por outro lado, o
aumento da incidéncia dos carcinomas da tiroide, fruto sobretudo da detecdo de pequenos
carcinomas com bom prognéstico, torna mais premente a necessidade de bons indicadores de
progndstico, os quais possibilitem o adequado e atempado tratamento dos poucos doentes com
formas mais agressivas e permitam um seguimento com pouca iatrogenia dos restantes.

Nesta secdo revém-se os principais elementos clinicos, histopatoldgicos e moleculares que
foram propostos como marcadores de progndstico. Muitos destes elementos estdo fortemente
interrelacionados e ndo sdo independentes na predicdo do progndstico, o que levou ao
desenvolvimento de varios sistemas de estadiamento ou célculo do risco de recorréncia ou
mortalidade, os quais vao alocar os doentes em grupos com prognéstico idéntico. Face a baixa
mortalidade deste tipo de tumores, discutir-se-a sempre que oportuno o risco de recorréncia e
de mortalidade para cada fator considerado.
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1.7.1. - Marcadores clinicos e analiticos de progndstico

Varios elementos clinicos demonstraram ter importancia na definicdo do progndstico dos
doentes. Alguns destes elementos podem ser avaliados na altura do diagndstico e utilizados na
definicdo imediata da melhor estratégia terapéutica. Outros dados apenas vao estar disponiveis
na altura ou pouco tempo apds a abordagem terapéutica inicial, servindo fundamentalmente
para definir o seguimento dos doentes.

1.7.1.1. - Idade

A idade dos doentes na altura do diagndstico é um importante fator de progndstico de
recorréncia e mortalidade nos carcinomas da tiroide de diferenciacao folicular. O efeito da idade
no progndstico aumenta de forma progressiva com cada década, sobretudo depois dos 40-45
anos. Numa grande série com um tempo de seguimento de 40 anos, Mazaferri et al reportaram
uma taxa de mortalidade especifica pela doenca de 1,8% para os doentes com diagndstico antes
dos 40 anos, 12% para os que tinham mais de 40 anos e 21% para os que tinham mais de 50
anos no momento do diagndstico (161). Outra série com 810 doentes apresentou uma
mortalidade especifica de 4% para os doentes com diagndstico antes dos 45 anos, enquanto que
os casos diagnosticados aos 45 anos ou apds apresentaram uma mortalidade de 27% (162). Um
doente diagnosticado apds os 45 anos parece apresentar uma probabilidade 32 vezes maior de
vir a falecer pela doencga (163). Este ponto de corte — 45 anos — é reconhecido pela UICC/AJCC
como um determinante major do progndstico dos doentes (ver capitulo «Sistemas de
estadiamento»). Estes dados sdo consistentes com a observagdo de que a populagdo infantil
apresenta uma baixa taxa de mortalidade, mesmo quando estd presente doenca extensa com
metdstases na apresentacdo (164).

Os doentes mais velhos apresentam com maior frequéncia variantes histoldgicas agressivas,
doenga cervical extensa e metdstases distantes no momento do diagndstico. Os tumores
tendem a ser menos diferenciados nesta populacdo, exibindo menor captacdo de !l nas
metadstases (165). Os doentes mais velhos desenvolvem recidivas com maior frequéncia e mais
rapidamente do que os doentes mais jovens (166).

1.7.1.2. - Género

Apesar da incidéncia de cancro da tiroide ser duas a quatro vezes maior no género feminino, a
taxa de mortalidade em mulheres é apenas 1,3 vezes maior quando comparado com a dos
homens (167). Em algumas séries, os doentes do género masculino apresentaram mais
frequentemente doenca mais avancada no diagndstico, o qual é realizado em idade mais
avangada, assim como menor sobrevivéncia livre de doenga e maior mortalidade (168). Estes
dados foram confirmados numa analise recente de um registo oncoldgico de base populacional
entre 1988 e 2007, o SEER (Surveillance, Epidemiology and End Results), na qual o género
masculino apresentou maior mortalidade especifica pela doenga, embora nao fosse um
determinante independente da mesma (169).

1.7.1.3. - Historia familiar

Os estudos que avaliaram a agressividade dos carcinomas diferenciados da tiroide familiares em
comparagdo com o0s casos esporadicos ndo sdao concordantes (170). Algumas séries
demonstraram uma associagao entre os casos familiares e maior frequéncia de multifocalidade
nos carcinomas papilares (171, 172), extensdo extratiroideia (171), envolvimento ganglionar
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linfatico (171), recidivas (172) e maior mortalidade especifica (172). Estes resultados ndo foram
confirmados noutras séries (173, 174).

1.7.1.4 - Doenga autoimune da tiroide

A influéncia da doenca autoimune da tiroide clinicamente evidente no progndstico dos
carcinomas diferenciados da tiroide é controversa. Nalgumas séries, os doentes que tinham
antecedentes de tiroidite de Hashimoto apresentaram melhor progndstico (175). Estes dados
foram recentemente corroborados por um estudo clinico que incluiu mais de 700 doentes (176).
A tiroidite de Hashimoto foi um fator preditivo independente de envolvimento ganglionar
menos frequente e menor ocorréncia de doenca persistente no final do seguimento. Pelo
contrario, a coexisténcia de doencga de Graves estd associada a pior progndstico nos carcinomas
clinicamente evidentes (mas ndo nos microcarcinomas papilares ocultos). Os doentes com
doenca de Graves previamente conhecida tendem a apresentar doenca cervical mais extensa,
maior risco de metastizacdo e maior mortalidade (177, 178).

1.7.1.5. - Niveis pré-operatorios de TSH

O valor sérico da TSH esta diretamente associado com o risco de malignidade nos nédulos da
tiroide (179). O valor pré-operatério da TSH também parece estar associado a estadio mais
avancado no diagndstico, extensdo extratiroideia ampla e metastizagdo ganglionar (180).

1.7.1.6. - Extensdo da cirurgia primdria

A extensdo da primeira intervencdo cirldrgica tem importantes implicacGes no progndstico. A
tiroidectomia total ou quase total diminui significativamente as taxas de recorréncia e de
mortalidade para tumores com mais de 1,0 cm de dimensdo (181). A ressecdo incompleta de
focos neoplasicos estd associada a pior prognéstico.

A utilidade da linfadenectomia profildtica do compartimento central (VI) é controversa
(discutido no capitulo «Abordagem inicial»), ndo sendo claro que se associe a menor taxa de
recidivas ou mortalidade (94).

1.7.1.7. - Tiroglobulina pés-operatdria ou no momento da ablagdo

A determinacgado sérica da tiroglobulina apds a ablagao constitui uma das bases do seguimento
dos carcinomas da tiroide de diferenciacdo folicular (discutido na referéncia (182),
correspondente ao Artigo Il do presente trabalho, assim como no capitulo «Seguimento dos
doentes com carcinomas da tiroide de diferenciagdo folicular» e no texto em baixo).

O interesse da determinagdo da Tg apds a cirurgia ou no momento da ablag3do foi inicialmente
guestionado, uma vez que o remanescente tiroideu normal contribui para a producao de Tg.
Apesar disto, varios estudos demonstraram a utilidade da determina¢do da Tg no momento da
ablagdo sob estimulagdo endégena da TSH (153, 183-185). Uma meta-analise avaliou o valor
preditivo da Tg estimulada pela TSH enddgena na ablagdo para prever um estado livre de doenca
no final do seguimento (186); os autores concluiram que esta determinagdo simples apresenta
um elevado VPN, devendo um valor baixo de Tg na ablagdo (< 10 ng/ml) ser considerado um
fator de risco favordvel.

A preparacdo para a ablacdo com 3! apds rhTSH impede a determinac3o da Tg estimulada antes
da administracdo de 3. A estimulacdo com rhTSH faz-se através da administracdo de duas
injecoes de 0,9 mg em dias consecutivos (dias 1 e 2), sendo o pico de TSH atingido no terceiro
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dia, altura em que deverd ser administrado o 3I. Por outro lado, o valor da Tg s6 deverd ser
determinado no quinto dia, momento em que atinge o pico. Uma alternativa consiste na
valorizacdo da Tg basal (ndo estimulada), mas o valor desta determinacdo ndo esta ainda
estabelecido, parecendo ser valido apenas para os doentes de baixo risco (187).

1.7.2. - Marcadores histopatologicos de progndstico

A histopatologia permite a classificagdo morfoldgica dos carcinomas de diferenciagao folicular
em carcinomas papilares, carcinomas foliculares, carcinomas pouco diferenciados e carcinomas
indiferenciados ou anaplasicos. As implicagdes de cada um destes histotipos em termos de
progndstico ja foram sumariamente discutidas no capitulo «Classificagdo dos tumores da
tiroide». Tal como ai é referido, os carcinomas diferenciados (papilar e folicular) apresentam
prognodstico semelhante quando ajustado ao estadio, sendo por isso abordados em conjunto.

Para além do histotipo, o estudo histolégico permite avaliar varios elementos com importancia
na determinacdo do progndstico.

1.7.2.1. - Tamanho do tumor

De uma forma geral, existe um aumento gradual do risco de recorréncia e de mortalidade com
o aumento das dimensdes do tumor primario (161, 162). Os microcarcinomas papilares (< 1cm)
apresentam um excelente progndstico, sobretudo quando sdo detetados acidentalmente (38,
188). No que diz respeito ao risco de mortalidade em tumores com mais de 1 cm, o risco parece
aumentar sobretudo a partir dos 4 cm (162).

1.7.2.2. - Extensdo extratiroideia

A extensdo do tumor para além da capsula da tiroide, invadindo os tecidos adjacentes, é
considerada de forma unanime um fator de mau progndstico, correlacionando-se com um
aumento global da mortalidade em todos os histotipos (162, 163). No entanto, parece haver
uma relacdo entre o grau de invasao dos tecidos peritiroideus e o progndstico, constatando-se
gue os tumores com extensdo extratiroideia minima (microscopica) parecem ter baixa taxa de
recorréncias e mortalidade, ao contrario dos que tém extensdo ampla (presenca de invasdo
macroscépica detetada durante a cirurgia ou invasdo do tecido subcutaneo, laringe, traqueia,
eso6fago, nervo laringeo recorrente, fascia pré-vertebral, vasos do mediastino ou artéria
cardtida), os quais apresentam taxas de recidiva e mortalidade aumentadas (189, 190).

1.7.2.3. - Invasdo vascular

A importancia da invasdo vascular como fator de progndstico é controversa (191). No entanto,
uma analise recente em mais de 4000 casos demonstrou que a invasdo vascular se associava
com a presenca de metastases a distancia em cerca de um tergo dos carcinomas diferenciados
e metade dos carcinomas pouco diferenciados, colocando-a como um importante determinante
do progndstico (192). A discrepancia de resultados parece dever-se a heterogeneidade de
defini¢Ges utilizadas para definir invasdo vascular nos diferentes estudos.

1.7.2.4. - Multifocalidade

Os carcinomas papilares sdao multifocais em 20-80% dos casos (13). A importancia progndstica
da multifocalidade é discutivel, tendo sido associada a aumento do risco de recorréncia loco-
regional e metastases a distdncia em alguns estudos mas ndo em outros (162, 193, 194).

30



1.7.2.5. - Variantes histoldgicas consideradas agressivas
No que diz respeito ao carcinoma papilar, sdo consideradas variantes associadas a pior
progndstico a variante esclerosante difusa, a variante de células altas e de células colunares.

A variante esclerosante difusa é caracteristica de doentes jovens (idade média de 30 anos) e foi
associada a maior frequéncia de extensao extratiroideia, metastases ganglionares e recidivas
loco-regionais (195, 196).

A variante de células altas é caracteristica de pessoas mais velhas e estd associada a uma
frequéncia maior de metastases ganglionares, metastases a distancia e maior mortalidade
especifica pela doenga (195, 197).

A variante de células colunares é caracterizada por um aspeto pseudoestratificado do arranjo
celular. A associagdo a um pior progndstico é controversa (198).

A variante sélida do carcinoma papilar é definida histologicamente por um tumor com um

padrdo de crescimento sdélido que apresenta as caracteristicas histoldgicas (incluindo todas as
caracteristicas nucleares) dos carcinomas papilares (4). Trata-se de um tumor que atinge
predominantemente a idade pediatrica ou os adultos jovens, podendo estar associado a
exposicdo a radiacGes ionizantes (199). Algumas séries mostraram uma associacdo com pior

prognéstico (200), mas esta relacdo ndo é consensual (197).

Para alguns autores, a variante do carcinoma papilar com areas focais insulares também parece
apresentar pior progndstico (4). No entanto, ndo existe uniformidade na definicdo desta
variante, sendo a maior parte da evidéncia a favor da maior agressividade destes tumores
construida a partir de séries que estudaram carcinomas insulares que preenchiam critérios de
carcinoma pouco diferenciado. Estes Ultimos sao caracteristicos de idosos, sdo mais frequentes
no género masculino, apresentam grandes dimensdes, extensao extratiroideia frequente, assim
como metastases ganglionares e a distancia (201). Em consonancia, a mortalidade neste grupo
estd aumentada.

As variantes oncociticas do carcinoma papilar e carcinoma folicular ndo parecem estar
associadas a pior progndstico, mas poder3o apresentar pior resposta ao tratamento com 31,

1.7.2.6. - Metdstases ganglionares

O impacto da presencga de metdstases ganglionares no progndstico é controverso. Um consenso
recente mostrou que ndo é a presenga por si sé de envolvimento ganglionar que determina
aumento do risco de recorréncia, mas sim a existéncia de doenga ganglionar de grau elevado
(96). Esta ultima é definida pela presenca de doenca ganglionar clinicamente evidente, presenca
de ganglios metastaticos com dimensdes superiores a 3 cm ou presenca de mais de cinco
ganglios envolvidos.

1.7.2.7. - Metdstases a distdncia

A presenca de metastases a distancia no diagndstico € um dos principais fatores de mau
progndstico, associando-se a uma mortalidade especifica aos 10 anos entre 50 e 70% (124, 161,
162). O progndstico parece ser particularmente adverso nos doentes com mais de 45 anos e
cujas metéstases ndo captam 31| (124).
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1.7.3. - Sistemas de estadiamento clinico-patolégico

Uma vez que muitos dos fatores anteriormente mencionados estdo fortemente
interrelacionados e ndo sao fatores preditivos independentes, vdrios sistemas de estadiamento
foram concebidos com vista a estratificar os doentes em grupos com progndstico semelhante.
Estes sistemas baseiam-se na analise de regressdao multipla de fatores de progndstico clinicos e
patoldgicos combinados, com o objetivo de prever a mortalidade especifica associada a doenga.

Na pratica clinica, o mais frequentemente utilizado é o TNM (Tumor Node Metastases) da
UICC/AICC, apresentado na Tabela 8.

Tabela 8 - UICC/AJCC TNM — Sistema de estadiamento (79 Edi¢do)*

T- Tumor primario
T1 - Tumor <2 ¢cm de maior dimensdo, limitado a tiroide
T1a - Tumor <1 cm, limitado a tiroide
T1b - Tumor >1 c¢cm but <2 cm de maior dimenséo, limitado a tiroide
T2 - Tumor >2 c¢cm but <4 ¢cm de maior dimensdo, limitado a tiroide
T3 - Tumor >4 cm de maior dimensao, limitado a tiroide ou qualquer tumor com extensdo extratiroideia minima
(ex, invasdo do musculo esterno-tiroideu ou tecidos moles peri-tiroideus)
T4a** - Tumor de qualquer tamanho com extensdo para além da capsula da tiroide para invadir o tecido subcutaneo,
laringe, traqueia, es6fago, ou nervo laringeo recorrente
T4b** - Tumor invade a fascia pré-vertebral ou envolve a artéria carotidea ou 0s vasos mediastinicos
N — Génglios linféticos regionais
Nx — Sem possibilidade de avaliar os ganglios linfaticos regionais
NO — Sem metéstases ganglionares regionais
N1la - Metastases no nivel VI (pré-traqueal, paratraqueal, e pré-laringeos/ganglios Delphianos)
N1b - Metéstases nos ganglios cervicais unilaterais, bilaterais, ou contralaterais (niveis I, Il, 1lI, 1V, ou V) ou
retrofaringeos ou ganglio do mediastino superior (nivel VI1I).
M — Metéstases a distancia
Mx — Sem possibilidade de avaliar metastases a distancia
MO — Sem metéastases a distancia
M1 — Presenca de metastases a distancia
Estadiamento
Idade <45 anos Idade > 45 years
Estadio | Estadio |
Qualquer T, qualquer N, MO T1, NO, MO
Estadio 11 Estadio Il
Qualquer T, qualquer N, M1 T2, NO, MO
Estadio 111
T3, NO, Mo
T1, Nla, MO
T2, Nla, MO
T3, Nla, MO
Estadio IVA
T4a, NO, MO
T4a, N1a, MO
T1, N1b, MO
T2, N1b, MO
T3, N1b, MO
T4a, N1b, MO
Estadio IVB
T4b, qualquer N, MO
Estadio IVC
Qualquer T, qualquer N, M1

*Adaptado de AJCC: Thyroid. In: Edge SB, Byrd DR, Compton CC, et al.: AJCC Cancer Staging Manual. 7th ed. New York,
NY: Springer, 2010, 87-96
** Todos os carcinomas anaplasicos sdo considerados como T4 (T4a — carcinoma anaplasico intratiroideu; T4b -

carcinoma com extensdo extratiroideia ampla)
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Varios outros sistemas demonstraram ser Uteis na pratica clinica; entre os mais populares
contam-se o AGES (Age, tumor Grade, Extent and Size) (202), AMES (Age, distant Metastases,
Extent and Size of primary tumor) (203), MACIS (distant Metastases, Age, Completeness of
surgery, Invasion of extra-thyroidal tissues and Size of the primary tumor) (204) e NTCTCS
(National Thyroid Cancer Treatment Cooperative Study Classification) (205), que sdo
apresentados na Tabela 9. Uma comparacdao dos diferentes sistemas de estadiamento
demonstrou que o sistema da UICC/AJCC é o que fornece melhores indicacdes de progndstico
(206).

Tabela 9 - Outros sistemas de estadiamento

AGES (202)

Para carcinoma papilar da tiroide

0.05 x idade em anos (se idade >40) ou +0 (se idade <40)
+1 (se grau 2) ou +3 (se grau 3 ou 4)

+1 (se extensdo extratiroideia)

+3 (se metéastases a distancia)

+0.2 x tamanho do tumor (didmetro méximo em cm)
Grupo 1: AGES score <4,00

Grupo 2: AGES score = 4,00-4,99

Grupo 3: AGES score = 5,00-5,99

Grupo 4: AGES score >6,00

AMES para carcinoma diferenciado da tiroide (203)

Baixo risco

A. Idade no diagndstico <41 anos para homens, <51 anos para mulheres, sem metéstases

B. Todos os outros doentes com:

1. carcinoma papilar intra-tiroideu ou carcinoma folicular com envolvimento minimo da capsula e
2. tumor primario <5 cm de diametro e

3. sem metastases a distancia

Alto risco

A. Todos os doentes com metastases a distancia

B. Todos os doentes mais velhos com:

1. carcinoma papilar extratiroideu ou carcinoma folicular com envolvimento amplo da cépsula e
2. tumor primario >5 cm de didmetro qualquer que seja a extenséo da doenca

Classificacdo clinica de De Groot’s para carcinomas diferenciados da tiroide (163)

Classe I: tumores confinados a glandula tiroideia

Classe I1: doentes com metéstases ganglionares cervicais

Classe I1I: doentes com tumores com extenséo extratiroideia ou com resse¢do incompleta do noédulo
Classe IV: doentes com metastases a distancia

MACIS para carcinoma papilar da tiroide (204)

3.1 (se idade <39 anos) ou 0.08 x idade (se idade >40 anos)
+0.3 x tamanho do tumor (didmetro maximo em cm)

+1 se ressecdo incompleta

+1 se localmente invasivo

+3 se metéstases a distancia

Grupo 1: MACIS score <6.00

Grupo 2: MACIS score = 6.00-6.99

Grupo 3: MACIS score = 7.00-7.99

Grupo 4: MACIS score >8.00

NTCTCS para todos os carcinomas da tiroide (205)
(O estadio atribuido a um doente é o mais elevado determinado pelas caracteristicas clinico-patoldgicas)

Tumor
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Carcinoma papilar Carcinoma folicular
Idade <45 anos Idade >45 anos Idade <45 anos Idade >45 anos

Tamanho do tumor primario (cm)
<1 | | | I
1-4 | 1 | 1l
>4 Il 1l I i
Descrigdo do tumor primario
Multifocal microscépico

Multifocal macroscopico

] | 11
] ] 11
Invasdo da capsula macroscépica 1 1 ]|
Invasdo extraglandular microscdpico 1 | ]|
Invasdo extraglandular macroscopico 1l 11 1 ]|

Pouco diferenciado - - i v
Metastases

Ganglios linfaticos cervicais | 11 | ]|
Ganglios linfaticos extracervicais 11 \Y 1l v

Uma vez que os sistemas anteriormente mencionados foram concebidos para prever
mortalidade e os carcinomas diferenciados sdo tumores geralmente com bom progndstico, quer
a ATA quer a ETA implementaram categorias de risco para predizer a recorréncia (risco baixo,
intermédio e elevado) (6, 7). Estas categorias estdo na base da decisdo para realizar terapéutica
ablativa e podem ser vistas na Tabela 5.

1.7.4. - Estratificacao dinamica do risco

O conceito de estratificacdo dinamica do risco foi proposto recentemente e considera que o
risco real de recorréncia ndo é apenas determinado por uma série de elementos clinico-
patoldgicos na altura do diagndstico, mas também pela resposta a abordagem terapéutica inicial
(207). Isto permite a transi¢cdo entre categorias de risco — doentes inicialmente considerados
como de risco intermédio ou alto podem, em fungdo de uma excelente resposta ao tratamento,
ser reclassificados como de risco baixo, e vice-versa. O carater dinamico desta metodologia
permite alterar a estratégia de seguimento dos doentes, intensificando-a ou, pelo contrario,
aumentando o intervalo entre as reavaliagdes.

A utilidade clinica desta estratégia na melhoria da avaliacdo do risco de recorréncia foi ja
validada por varios grupos (207, 208).

1.7.5. - Marcadores moleculares de prognéstico

A identificacdo de alteragGes moleculares nos carcinomas da tiroide de diferenciacao folicular e
as insuficiéncias inerentes ao estadiamento clinico-patoldgico levou a que o valor progndstico
dessas altera¢Oes fosse avaliado em varios estudos. Tal como nos restantes marcadores de
prognostico, avaliou-se quer a relacdo entre a presenca de uma determinada alteracdo
molecular e outras caracteristicas associadas a pior progndstico (avaliagdo indireta do valor
progndstico), quer a relagdo entre a presenca de uma alteragcdo molecular e o seguimento dos
doentes em termos de recorréncia da doenga e mortalidade (avaliagdo direta).
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1.7.5.1. - BRAF
De entre todas as alteracbes moleculares conhecidas, a mutacdo do BRAF é a mais
extensamente estudada sob o ponto de vista do progndstico conferido pela sua presenca.

Alguns estudos encontraram uma relagdo entre a presenca da mutacdo do BRAF e caracteristicas
patoldgicas mais agressivas, como presenca de extensao extratiroideia, presenca de metastases
ganglionares e estadios TNM mais avangados (53, 209). Noutros estudos ndo foi encontrada
qualquer relagdo entre as caracteristicas anteriormente mencionadas e a presenga da mutagdo
(210-212). No que diz respeito a metastizacdo a distancia, os resultados sdo claramente
divergentes, existindo trabalhos que mostram uma associacdo entre a presenca da mutacao e
maior frequéncia de metastases distantes (209) e outros que mostram exatamente o inverso —
menos metdstases a distancia nos doentes com tumores portadores da mutagdo (213).

No que diz respeito ao risco de recorréncia, existe também controvérsia. De uma forma geral, a
presenca da mutacdo parece associar-se a maior risco de recorréncia (53, 209), mas em alguns
estudos esta associacdo ou apenas foi encontrada na andlise univariada (214), ou ndo foi
encontrada (210). Uma revisdo sistematica que analisou o valor preditivo da mutacdo do BRAF
para o risco de recorréncia reportou um VPP muito baixo (28%) e um VPN elevado (87%) (215).
Dois estudos mostraram uma relagdo entre a presenca da mutac¢do e maior mortalidade
especifica pela doenga (216, 217); no entanto, esta associagdo ndo se mantinha quando na
analise multivariada se fazia o ajustamento para outras caracteristicas como a idade, género,
local de seguimento ou presenca de metdstases ganglionares ou a distancia.

A presenca da mutacdo do BRAF também foi associada a menor expressdao do NIS e menor
captacdo celular de iodo, quer in vitro (218) quer in vivo (219). Em consonéncia, foi reportada
maior frequéncia da mutagdo nos tumores primitivos de doentes que desenvolveram
metéstases refratdrias ao 31 (48). No entanto, um estudo recente mostra que quer a presenca
da mutacdo do BRAF, quer a maior captacdo de !l poderdo ndo ser determinantes no
progndstico dos doentes com metastases a distancia com dimensdes superiores a 1 cm, uma vez
que a resposta ao tratamento com 3!l pode n3o ser influenciada nem pelo genétipo do BRAF
nem pela aparente captacdo de iodo na cintigrafia (126). Recentemente, foi demonstrado que
a inibicio da MEK poderia restaurar a captacdo de 3!, em grau suficiente para proporcionar
eficacia terapéutica, em tumores metastaticos previamente refratarios ao 3!l (122). Porém, os
doentes com tumores com muta¢dao do BRAF ndo foram os que apresentaram uma melhor
resposta a inibicdo da MEK.

Em virtude da eventual associagdo com caracteristicas clinico-patoldgicas mais agressivas e
hipotética relagdo com pior progndstico encontrados em alguns estudos, e considerando que é
possivel realizar a pesquisa da mutacdo em amostras de citologia (220), foram realizadas
propostas para ter em conta o estudo molecular do BRAF na decisdo terapéutica (maior
agressividade terapéutica nos doentes com tumores mutados) (221). Todavia, o baixo VPP para
recorréncia sugere que a valorizagdo na pratica clinica devera ser vista com precaugao (222,
223). Neste contexto, um estudo estimou que 31% de todos os doentes e 39% dos incluidos nos
estadios | e Il seriam submetidos a modalidades de tratamento mais agressivas (cirurgias mais
extensas, maior frequéncia de tratamentos com 3| e em doses mais elevadas), as quais na
realidade seriam desnecessarias face ao comportamento biolégico dos tumores (211).
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1.7.5.2. - RAS

O significado clinico das mutacdes do RAS é controverso. Alguns estudos encontraram uma
relacdo entre a presenca da mutagdo e maior frequéncia de metastases a distancia e maior
frequéncia de recorréncia, particularmente em carcinomas pouco diferenciados (224-226); em
alguns casos a relacdo apenas foi encontrada para mutag¢es do NRAS (227). Outros estudos ndo
ddo suporte a esta associacdo com maior agressividade clinica (47, 48). De uma forma geral, a
presenca das mutacdes do RAS, tipicas dos carcinomas com arquitetura folicular, ndo parecem
ter implicagOes relevantes no progndstico.

E de salientar que, no estudo anteriormente mencionado em que foi utilizado um inibidor da
MEK (selumetinib) para aumentar a captacao de iodo em carcinomas metastaticos previamente
refratdrios ao 3!, os doentes que tiveram melhor resposta foram os que apresentavam tumores
com mutagdo do RAS (122). A confirmar-se este resultado, o estudo molecular do RAS podera
ter no futuro implicacdes na predicdo da resposta ao tratamento com inibidores da MEK.

1.7.5.3. - RET/PTC

A presenca do rearranjo RET/PTC foi associada a presenca de metdstases ganglionares e
extensdo extratiroideia num estudo (228), mas em varios outros trabalhos foi associada, pelo
contrario, a um melhor progndstico (229-231). Outros autores ndo encontraram uma relacdo
entre a presenca do rearranjo e as caracteristicas clinico-patoldgicas (232). Face aos resultados
contraditdrios destes estudos e a presenca do rearranjo em lesGes inflamatdrias e tumores
benignos, existe um consenso relativo no que diz respeito a fraca utilidade clinica do rearranjo
como indicador de progndstico.

1.7.5.4. - PAX8/PPARG

O rearranjo PAX8/PPARG foi associado com multifocalidade e invasdo vascular, colocando-se a
hipétese de poder associar-se a carcinomas mais agressivos (66, 233). Esta hipdtese é
corroborada por trabalhos que mostraram que a auséncia de expressao da proteina PPARG em
carcinomas foliculares estava associada com a presenga de areas pouco diferenciadas e
metadstases a distancia (234, 235). Por outro lado, um estudo mostrou que este rearranjo é tipico
da variante folicular encapsulada do carcinoma papilar, um tumor com bom progndstico (236).
Este dltimo aspeto, juntamente com o facto do rearranjo PAX8/PPARG ser encontrado
consistentemente em lesdes benignas (237) e nunca em lesées menos diferenciadas, levanta
dividas quanto a sua utilidade como marcador de progndstico.
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2. - Objetivos

Com o presente trabalho pretendemos contribuir para melhorar a qualidade da pratica clinica

prestada aos doentes com carcinomas da tiroide de diferenciacdo folicular, através do

aprofundar de conhecimentos relativos ao comportamento bioldgico destes tumores e da

identificacdo de fatores que permitam progredir na identificacdo dos 10-20% de doentes que

vém a desenvolver doenca loco-regional e metastatica e podem vir a morrer por causa da

doenga. O conhecimento mais profundo destes fatores contribuird para tornar possivel a

individualizacdo do tratamento dos doentes, reservando a utilizacdo de terapéuticas mais

agressivas para o pequeno grupo de doentes que efetivamente beneficia delas.

Neste contexto, este trabalho teve como objetivo geral:

A identificacdo de fatores clinico-patoldgicos, bioquimicos e moleculares que possam ser
utilizados como indicadores de progndstico em doentes com carcinomas diferenciados da
tiroide, com énfase nos fatores associados a metastizacdo a distancia, a persisténcia de
doenca e a mortalidade especifica.

Constituiram objetivos especificos:

1.

Na identificacdo de fatores clinico-patoldgicos e bioquimicos que possam ser utilizados

como indicadores de progndstico:

1.1. Estudar em particular o valor preditivo da Tg, no momento da ablacdo realizada sob
estimulagdo com rhTSH, para auséncia de doenga um ano depois, comparando-o com
o valor preditivo da Tg no momento da ablagcdo sob estimulagcdo com TSH enddgena.

Na identificacdo de fatores clinico-patoldgicos e moleculares, avaliar a sua influéncia no

comportamento biolégico dos carcinomas da tiroide de diferenciacdo folicular,

possibilitando a sua utilizagdo como indicadores de progndstico em doentes com carcinoma
diferenciado, com énfase nos fatores associados a metastiza¢do a distancia, persisténcia de
doencga, resposta ao tratamento e mortalidade especifica.

2.1. Estudar o valor progndstico dos fatores clinico-patolégicos considerados (idade,
género, tamanho do tumor, presenca de extensao extra-tiroideia, presenca de invasdo
vascular, presenga de metastases ganglionares loco-regionais, presenca de metdstases
a distancia e estadio UICC/AJCC).

2.2. Estudar o papel das muta¢des do BRAF e NRAS na determinacdo do progndstico dos
doentes com carcinomas diferenciados.

2.3. Contribuir para o esclarecimento da oncobiologia dos carcinomas da tiroide de
diferenciacdo folicular, através do estudo da frequéncia de uma nova alteracdo
molecular presente nestes tumores, as mutagdes no promotor do TERT.

2.4, Avaliar a influéncia das mutag¢Ges no promotor do TERT no comportamento bioldgico
dos tumores, analisando o seu valor como indicador de progndstico nos doentes com
carcinomas diferenciados da tiroide (metastiza¢do a distancia, resposta ao tratamento,
persisténcia da doenca e mortalidade especifica).
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3. - Material e Métodos

Os objetivos anteriormente propostos requereram um trabalho translacional, que incluiu um
estudo clinico e bioquimico, um estudo anatomo-patoldgico (histolégico) e um estudo
molecular.

O estudo clinico consistiu na analise dos dados clinicos de doentes com carcinomas da tiroide
de diferenciagao folicular.

O estudo andtomo-patoldgico consistiu na revisdao de todos os casos incluidos no estudo, a luz
dos critérios de diagndstico atuais (4, 238).

O estudo molecular consistiu na andlise de mutagdes somaticas dos genes BRAF e NRAS. Numa
segunda fase, procedeu-se também a analise de mutag¢des do promotor do TERT.

3.1. - Institui¢cdes envolvidas

No trabalho foram envolvidas varias institui¢Ges, cuja contribuicdo é especificada no decurso
deste capitulo. Consideraram-se duas InstituicGes principais, nas quais foi realizada a maior
parte do estudo, assim como outras Instituicdes cujo contributo foi relevante para atingir os
objetivos propostos.

InstituigGes principais

1. Servico de Endocrinologia, Diabetes e Metabolismo
(Diretores: Professora Doutora Manuela Carvalheiro até 2013; Dr. Francisco Carrilho a
partir de 2013)
Hospitais da Universidade de Coimbra (HUC)/ Centro Hospitalar e Universitario de
Coimbra (CHUC)
3000-075 Coimbra
Tel: 4351 239 400 423
Fax: +351 239 825 879
E-mail: endocdiab@huc.min-saude.pt

2. |Instituto de Patologia e Imunologia Molecular da Universidade do Porto (IPATIMUP)
(Diretor: Professor Doutor Manuel Sobrinho Simd&es)
Grupo de Investigacao Biologia do Cancro
(Coordenadora: Professora Doutora Paula Soares)
4200-465 Porto
Tel: 225570700
Fax: 225570799
E-mail: ipatimup@ipatimup.pt

Outras Instituicoes
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Colaboraram também na realizacdo deste trabalho o Servico de Anatomia Patoldgica dos
HUC/CHUC, o Servico de Medicina Nuclear dos HUC/CHUC, o Servigo de Anatomia Patoldgica do
CHC/CHUC e o Servico de Anatomia Patoldgica do Hospital de S. André/Centro Hospitalar de
Leiria e Pombal.

Na segunda fase do trabalho e com vista a cumprir os objetivos mencionados nos pontos 2.3 e
2.4, colaboraram também o Servigo de Anatomia Patoldgica do Centro Hospitalar S. Jodo - Porto,
o Servico de Anatomia Patolégica do Instituto Portugués de Oncologia do Porto, o Servico de
Anatomia Patoldgica do Hospital Clinico e Universitario de Santiago de Compostela, o Servigo de
Endocrinologia do Instituto Portugués de Oncologia de Lisboa e o Grupo de Endocrinologia
Molecular da Unidade de Investigacdo de Patobiologia Molecular do Centro de Estudos de
Doengas Crdénicas da Faculdade de Ciéncias Médicas de Lisboa.

3.2. - Amostra

Para a primeira parte do estudo clinico, foram considerados os doentes com carcinomas da
tiroide de diferenciacdo folicular seguidos na Consulta de Oncologia da Tiroide do Servico de
Endocrinologia, Diabetes e Metabolismo do Centro Hospitalar e Universitdrio de Coimbra. A
partir de uma lista consecutiva de doentes seguidos na Consulta de Oncologia da Tiroide entre
1990 e 2012, foram incluidos doentes selecionados de duas formas: aleatoriamente para a
primeira parte do estudo clinico e bioquimico; de oportunidade/conveniéncia, para a
componente do estudo molecular, sendo condicdo essencial a disponibilidade de tecido tumoral
para a realizacdo do estudo.

Para a primeira parte (estudo clinico e bioquimico), foram selecionados 297 doentes.

Para a segunda parte (estudo clinico e molecular), foram inicialmente selecionados 102 doentes
seguidos na Consulta de Oncologia da Tiroide do Centro Hospitalar e Universitdrio de Coimbra e
com tecido tumoral disponivel no Servico de Anatomia Patoldgica da mesma instituicdo.
Posteriormente, apds a identificacdo de mutagdes do gene TERT nos carcinomas da tiroide de
diferenciagao folicular, houve necessidade de alargar a amostra com a inclusdo da analise
molecular de tecido tumoral arquivado no IPATIMUP. Este aumento do nimero de casos teve
como objetivos descrever com maior precisdo a frequéncia da alteracdo nos diferentes
histotipos e obter uma amostra com dimens3do suficiente para permitir a realizagdo de uma
anadlise do progndstico em termos de mortalidade especifica pela doencga (detalhada em capitulo
préprio). A amostra incluiu também uma série de tumores obtida a partir de doentes irradiados
na sequéncia do acidente nuclear de Chernobyl.

3.3. - Métodos de investigacdo

3.3.1. - Estudo clinico e bioquimico
O estudo clinico consistiu na consulta dos processos clinicos dos doentes, com recolha dos dados
relativos aos seguintes elementos:

1. Elementos clinicos iniciais —idade no diagndstico, género, diagndstico histoldgico inicial,
presenca de doenca metastatica no momento do diagndstico e sua localizagdo (quando
aplicavel).
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Tratamento — Abordagem inicial, nomeadamente tipo de tiroidectomia e de terapéutica
ablativa com 3| (forma de estimulac3o e atividade terapéutica administrada). Nos casos
com doenga persistente ou recorréncia foram também consideradas as outras
modalidades de tratamento utilizadas, nomeadamente cirurgia, terapéutica com 31,
radioterapia externa ou tratamento com inibidores de cinases de tirosina.

Estudo bioquimico e hormonal — doseamentos seriados de Tg basal e estimulada,
anticorpos anti-Tg, TSH e T4 livre. O doseamento de Tg foi realizado através de um
ensaio de imunoquimioluminescéncia automatizado (IMMULITE 2000; DPC, Buhlmann),
com sensibilidade analitica de 0.2 ng/mL e sensibilidade funcional de 0.9 ng/mL. A
determinacgdo do valor dos anticorpos anti-Tg de terceira geragdo recorreu também a
um ensaio de imunoquimioluminescéncia (IMMULITE 2000), com sensibilidade analitica
de 10 Ul/mL e valores de referéncia <40 Ul/mL. Considerou-se como positivo um titulo
de anticorpos anti-Tg acima deste ponto de corte, ndo sendo valorizado o valor de Tg
nestes casos. Os doseamentos de TSH e T4l foram realizados por
imunoquimioluminescéncia (IMMULITE 2000), com valores de referéncia entre 0,4-4,0
puUl/mL para a TSH e 0,8-1,9 ng/dL para a T4l.

Estudo imagioldgico — cintigrafia corporal com 3!l e ecografia cervical em todos os
doentes. Outros exames imagioldgicos, nomeadamente TAC e RMN dirigidas a
localizacdes especificas, nos casos com suspeita de doenca residual ou metastatica.
Evolucdo — O seguimento dos doentes foi realizado de acordo com as recomendacées
clinicas internacionais (6, 7, 239), incluindo os pontos anteriormente mencionados
relativos ao estudo clinico. Considerou-se a reavaliacdo seis a doze meses apds a
abordagem terapéutica inicial para definir os doentes como livres de doenga, caso
apresentassem Tg estimulada <1 ng/mL, ecografia cervical sem evidéncia de doenca e
auséncia de captacdo cervical fora do leito tiroideu na cintigrafia corporal apds
terapéutica com 3. Nos doentes com anticorpos anti-Tg séricos positivos, ndo houve
valorizagao dos valores de Tg, sendo a avaliagdo dos doentes realizada em fung¢do dos
outros exames complementares de diagndstico, incluindo cintigrafia de diagndstico com
1311 em casos selecionados com duvidas relativamente a presenca ou localizacdo da
doenga. Foram considerados como livres de doenga no final do seguimento os doentes
sem evidéncia imagioldgica de tecido tumoral em localizagdo cervical ou a distancia e
com valores de Tg basal ou estimulada <1 ng/mL na ultima avaliagdo; no caso de ser um
valor basal, a definicdo pressupds pelo menos um doseamento prévio estimulado com
o mesmo critério (Tg <1 ng/mL). Todos os doentes que ndo preencheram os critérios
anteriormente mencionados foram classificados como apresentando doenga
persistente. Considerou-se também na evolucdo a mortalidade especifica pela doenca.
Os doentes que faleceram no decurso do seguimento por causas nao atribuiveis ao
carcinoma da tiroide foram considerados como perdidos para seguimento (censurados)
a data do 6bito na andlise de mortalidade especifica. Face ao progndstico muito
diferente dos carcinomas diferenciados quando comparado com o grupo dos «menos
diferenciados» (carcinoma pouco diferenciado e carcinoma anapldsico), a andlise da
evolugdo sob o ponto de vista progndstico centrou-se nos carcinomas diferenciados.

3.3.1.1. - Valor preditivo da Tg no momento da ablagdo estimulada com rhTSH
A avalia¢do do valor preditivo da Tg no momento da ablagdo estimulada com rhTSH constituiu

um objetivo especifico (1.1) do estudo clinico e bioguimico, tendo obedecido a uma metodologia

propria. Procedeu-se a determinacdo do valor preditivo da Tg no momento da ablagdo para
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auséncia de doenga um ano apds a abordagem terapéutica inicial. Para além disso, comparou-
se o valor preditivo da Tg na abla¢do sob rhTSH com o valor preditivo da Tg no momento da
ablacdo estimulada com TSH enddgena. Tal como mencionado no capitulo «Amostra», foram
selecionados 293 doentes com carcinomas diferenciados da tiroide sem evidéncia de
metdstases a distancia na abordagem terapéutica inicial. Todos os doentes foram submetidos a
tiroidectomia total ou quase total (num ou dois tempos), sem esvaziamento ganglionar do
compartimento central por rotina, seguida de terapéutica ablativa depois de estimulagdao com
rhTSH (n=151) ou TSH enddgena (n=142). No grupo estimulado com rhTSH, a ablacdo consistiu
na administracdo de 100 mCi de 3| no terceiro dia, precedida de duas injecdes de 0,9 mg de
rhTSH realizadas em dias consecutivos, de acordo com as recomendacdes clinicas (6, 7). No
grupo estimulado com TSH enddgena, procedeu-se a suspensdo da levotiroxina durante quatro
semanas antes da administracdo de 100 mCi de **I. Quando se utilizou rhTSH, o doseamento da
Tg e dos anticorpos anti-Tg foi realizado no quinto dia depois da primeira injecdo de rhTSH,
correspondente ao terceiro dia apds a administragdo de 31| (Figura 3). No grupo submetido a
estimulacdo endégena, a Tg e os anticorpos anti-Tg foram doseados imediatamente antes da
administracdo de 3.

Figura 3 - Esquema com cronologia da administracdo de rhTSH, administracdo de 3! e
determinacdo de Tg

Determinacédo da
rhTSH rhTSH Tg sérica

(0,9 mg) (0,9 mg)

Y )
| D1 | D2 | D3| Dad | D5

Realizou-se uma cintigrafia corporal cinco a sete dias apds a atividade terapéutica em todos os
doentes. Sempre que havia suspeita de captacdo de 31| fora do leito tiroideu, a cintigrafia foi
complementada com uma SPECT/CT (single-photon emission computed tomography) para
esclarecimento. O seguimento dos doentes incluiu uma ecografia cervical e doseamentos de Tg,
anticorpos anti-Tg, TSH e T4l trés meses apo6s a ablagdo. Aproximadamente um ano (9-12 meses)
apos a ablagao, repetiu-se a ecografia cervical acompanhada do doseamento da Tg estimulado
com rhTSH e respetivos anticorpos anti-Tg. Os doentes foram considerados como livres de
doenca um ano depois da ablagdo se apresentassem uma ecografia cervical normal, um valor de
Tg estimulado <1 ng/mL e auséncia de captacdo de 3| fora do leito tiroideu na cintigrafia pds-
terapéutica. Todos os doentes que apresentaram anticorpos anti-Tg positivos em qualquer
determinagao foram excluidos.

Para além dos fatores anteriormente mencionados, consideraram-se os seguintes elementos
clinico-patolégicos: idade no momento do diagndstico, género, diagndstico histoldgico principal,
estadiamento TNM UICC/AICC, presenca de caracteristicas histologicas agressivas (variante de
células altas, variante de células colunares ou variante sélida do carcinoma papilar ou presenca
de invasdo vascular) e presenca de metdstases ganglionares no momento do diagnéstico.
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Os doentes com tumores pT1-T2, NO-Nx e sem caracteristicas histoldgicas agressivas foram
considerados como de baixo risco, enquanto os doentes com tumores T3-T4, N1 ou com
histologia agressiva foram considerados como de risco intermédio-alto.

3.3.2. - Estudo anatomo-patolégico (histoldgico)

No que diz respeito aos casos selecionados para o estudo molecular, procedeu-se a revisao das
laminas por um patologista especializado em tiroide; essas laminas foram obtidas a partir de
cortes histolégicos de 4 um de espessura dos fragmentos do tumor e coradas pela hematoxilina
e eosina. Na revisao foi atribuido um diagndstico de acordo com a classificacdo da OMS (4) e um
estadio pTNM (238). Sempre que se registou discordancia entre o diagndstico histoldgico
inicialmente atribuido e o diagndstico considerado na revisdo, procedeu-se a avaliacdo das
laminas por um terceiro patologista perito em doencas da tiroide.

Para além do histotipo e respetivas variantes, foram confirmados os seguintes elementos:
tamanho do tumor (maior dimensdo), presenca de extensdo extratiroideia e presenca de
invasdo vascular.

Com vista aos passos subsequentes do estudo molecular, o patologista procedeu a marcacao
nas laminas de uma area tumoral representativa, evitando dreas com necrose ou fibrose muito
acentuadas. A partir dessa marcacdo procedeu-se a selecdo do bloco tumoral incluido em
parafina para realizagdo das andlises moleculares subsequentes.

Os tumores que numa segunda fase foram adicionados a série para permitir uma analise
estatistica mais robusta do progndstico estavam arquivados no IPATIMUP. A confirmacdo do
diagndstico histoldgico foi também realizada por pelo menos dois patologistas.

3.3.3. - Estudo molecular
Todos os casos selecionados para o estudo molecular foram analisados para mutacdes do BRAF
e NRAS.

O DNA gendmico foi extraido a partir de cortes de 10 um. Procedeu-se a microdissecc¢do da drea
selecionada pelo patologista, através da comparagao com a lamina corada com hematoxilina e
eosina. O material obtido foi depois desparafinado com xilol, lavado em etanol e digerido com
proteinase K (0,5 pg/ pL) durante a noite a 552C, sob agita¢do. Posteriormente procedeu-se a
precipitacdo e remocdo de proteinas. De seguida, procedeu-se a precipitacao do DNA, lavagem
em etanol e re-hidratacao.

As sequéncias do BRAF (exdo 15) e NRAS (exdo 2) foram amplificadas utilizando os primers
identificados na Tabela 10, utilizando um termociclador programavel (MyCycler, Bio-Rad, USA).
A mistura da PCR (25 pL) foi constituida por 5 pL de PCR Buffer, 0,8 mM de dNTPs (Fermentas),
0,07 pg de cada primer, 0,1-0,2 ug de DNA, 0,5 U Tag DNA Polimerase (Go Taq Flexi DNA
Polymerase, Promega Corporation) e 2,5 mM de MgCl,. Depois de 5 minutos de desnaturacdo a
959(C, as misturas de PCR foram sujeitas a 40 ciclos de desnaturagdo a 959C durante 30 segundos,
annealing durante 40 segundos a 582C e extensdo durante 45 segundos a 722C. A reacdo foi
terminada com um periodo de extensdo final de 10 minutos a 729C. Os produtos de PCR foram
submetidos a eletroforese em gel de agarose a 2% e purificados enzimaticamente. As amostras
purificadas foram posteriormente sequenciadas, tendo a reac¢do sido preparada da seguinte
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forma: 3,0-5,7 pL do produto de PCR purificado (determinado em fungao da largura das bandas
na eletroforese) foram adicionados a uma solucdao contendo 3,5 uL de Sequencing Buffer
(Applied Biosystems, Forester City, CA), 0,5 pL de Big Dye Terminator (Applied Biosystems), 0,3
uL de primer (0,003 pg/ uL) e H,O até perfazer 10 pl. A reacdo de sequenciacdo foi realizada no
ABI Prism 3100 Genetic Analyser (Applied Biosysytems). As amostras nas quais se detetou a
existéncia de mutagao foram novamente amplificadas e sequenciadas para confirmacao.

Tabela 10 - Primers utilizados nas reagdes de amplificagdo e sequenciagdo

Gene Exao Sequéncia dos primers Temperatura de Tempo de
annealing (PCR) annealing (PCR)
BRAF 15 Fw: TGCTTGCTCTGATAGGAAAA 58¢C 40"
Rv: GGATCCAGACAACTGTTCAA
NRAS 2 Fw: GATTCTTACAGAAAACAAGT 582C 40"
Rv: GAAAATAATGCTCCTAGTAC
TERT - Fw: CAGCGCTGCCTGAAACTC 62°C 90”

Rv: GTCCTGCCCCTTCACCTT
Fw — Forward; Rv — Reverse

Para o estudo das mutacGes do promotor do TERT realizou-se a amplificagdo de um fragmento
contendo os hotspots previamente descritos (51) por PCR, utilizando o kit Qiagen Multiplex PCR
(Qiagen, Hilden, Germany), de acordo com as instrucdes do fabricante. A reacdo de
sequenciacdo foi preparada com o kit ABI Prism BigDye Terminator (Perkin-Elmer, Foster City,
CA), tendo sido realizada no ABI Prism 3100 Genetic Analyser na dire¢do Forward; nas amostras
que apresentaram mutagdo ou foram inconclusivas, procedeu-se a uma nova amplificagdo e
sequenciagdo, desta vez em ambas as dire¢Ges (Forward e Reverse).

Para a andlise da expressdo do mRNA do TERT, foi realizada uma RT-PCR quantitativa de 28
amostras de tiroide, 24 tumores e trés amostras de tecido normal. Incluiu-se ainda uma
referéncia normal, consistindo em RNA obtido a partir de nove amostras de tecido tiroideu
normal. Para obtencdo do cDNA, 1 pug de RNA total foi submetido a transcri¢do inversa usando
o kit RevertAid first strand cDNA synthesis kit (Fermentas, Burlington, ON, Canada). Os produtos
da transcricdo inversa foram amplificados para o TERT por qPCR (IDT; no. HS.PT.56a.40988589)
utilizando a TagMan PCR Master Mix (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) com o gene TBP
(TATA-binding protein) como controlo endégeno (Applied Biosystems; no. 4326322E-0705006).
Utilizou-se o sistema ABI PRISM 7500 Fast Sequence Detection System (Applied Biosystems)
para detetar o nivel de amplificacdo, tendo sido programado para um passo inicial de dois
minutos a 50 °C, 10 minutos a 95 °C, seguidos de 45 ciclos a 95 °C durante 15 s e 60 °C durante
um minuto. As amplificacdes dos genes TBP e TERT foram realizadas em triplicado utilizando 1
pl de cDNA (=50 ng) para cada amostra. A quantificagdo relativa dos genes analisados foi
determinada utilizando o método AACT, o qual foi previamente validado pelo método de
regressao linear de Livak (gradiente =0.0696) (Sequence Detector User Bulletin 2; Applied
Biosystems).
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3.3.4. - Relacdo entre os fatores clinico-patologicos e moleculares com o progndstico
Avaliou-se a relagdo entre os indicadores moleculares e os indicadores clinico-patoldgicos, assim
como entre cada um dos anteriores e a resposta ao tratamento, estado dos doentes no final do
seguimento (livres de doenga ou com doenca persistente) e mortalidade especifica pelo
carcinoma da tiroide.

3.3.5. - Analise estatistica

3.3.5.1. - Métodos gerais utilizados na globalidade da amostra

O estudo estatistico foi realizado usando o software do programa comercial de estatistica SPSS
(versdo 20.0; SPSS Inc., Chicago, IL, EUA). A significancia estatistica foi assumida com um risco
de 5% de erro do tipo 1.

As varidveis continuas foram analisadas para a sua distribuicdo e os dados foram expressos em
média (+ desvio padrdo) quando paramétricos, e mediana (intervalo) quando ndo paramétricos.
O teste t de student e de Mann-Whitney foram usados para comparar varidveis continuas em
dois grupos com distribuicdo normal e ndo normal, respectivamente. O teste do qui-quadrado e
o teste do qui-quadrado com correcdo de Yates foram usados para comparar varidveis nominais
em dois grupos, e o teste de Wilcoxon para comparagdo de varidveis ordinais emparelhadas. A
regressao linear e a correlacdo de Pearson, o odds ratio e o coeficiente de Spearman foram
utilizados para analisar a associacdo das varidveis quantitativas, nominais e ordinais,
respetivamente.

Utilizou-se a regressao logistica univariada e multivariada para analisar o progndstico em termos

de metastizacdo a distancia e persisténcia de doenca no final do seguimento.

A andlise de sobrevivéncia de Kaplan-Meier com teste do log-rank foi usada para estimar a
percentagem cumulativa de mortalidade especifica pela doenca. Para confirmacdo destes
resultados efetuou-se a analise de regressdao de Cox (Cox proportional hazard regression)
multivariada.

3.3.5.2. - Andalise do valor preditivo da Tg no momento da ablagdo

Nesta parte do trabalho, utilizou-se a andlise da curva ROC (Receiver Operating Characteristics)
para a determinagao do melhor ponto de corte para o valor da Tg na ablagdo. Para este ponto
de corte, calculou-se a sensibilidade, especificidade, VPP e VPN. O valor preditivo dos valores da
Tg e dos outros fatores considerados — idade no momento do diagndstico, género, classificacdo
T1-T4, presenca de envolvimento ganglionar no diagndstico, estadio UICC/AJCC, histologia
(papilar vs folicular) e presenca de caracteristicas histoldgicas agressivas — foi avaliado através
de um modelo de regressao logistica univariado e multivariado (neste ultimo, todas as variaveis
foram inseridas no modelo num sé passo). Todas as variaveis com associagdo significativa no
modelo univariado foram incluidas no modelo multivariado.
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4. - Resultados e discussao

4.1 - Valor preditivo da Tg no momento da ablagao estimulada com rhTSH e
sua comparag¢ao com o valor preditivo da Tg no momento da ablagao
estimulada com TSH endogena

Uma vez que se procedeu a analise da amostra global para os marcadores de progndstico
clinicos, bioquimicos e moleculares, opta-se por apresentar primeiro os resultados deste estudo
clinico e bioquimico.

Resultados

Grupo submetido a ablagdo com estimulagdo pela rhTSH

Foram inicialmente selecionados 151 doentes; destes, 19 foram excluidos pela presenca de
anticorpos anti-Tg e um doente foi excluido devido a auséncia de informacao clinica detalhada.

As caracteristicas clinico-patoldgicas deste grupo estdo resumidas na Tabela 11. O tratamento
cirurgico inicial foi realizado num sé tempo em 88 doentes (67,2%); 43 doentes (32,8%) foram
tratados em dois tempos.

A idade média dos doentes na altura da cirurgia foi de 47,2415,0 anos. O tempo médio de
seguimento depois da terapéutica com *3!| foi de 24,349,3 meses.

Tabela 11 - Caracteristicas dos doentes no momento do diagndstico e estado na avaliagdo um
ano apds a terapéutica ablativa: grupo submetido a ablagdo apds estimulagdo com rhTSH

Parametro n (%) Livres de doenga, Doenga persistente p
n (%) ou recorrente, n (%)

Total 131 96 (73,3) 35(26,7)

Género
Feminino 107 (81,7) 80 (74,8) 27 (25,2) 0,42
Masculino 24 (18,3) 16 (66,7) 8(33,3)

Idade (anos) 47,2+15,0 47,1+14,8 47,3+15,8 0,95
<45 anos 58 (44,3) 45 (77,6) 13(22,4) 0,32
245 anos 73 (55,7) 51 (69,9) 22 (30,1)

Classificagdao TNM
T1 37 (28,2) 29 (78,4) 8(21,6) 0,13
T2 36 (27,5) 30(83,3) 6 (16,7)

T3 57 (43,5) 36 (63,2) 21 (36,8)
T4 1(0,8) 1(100,0) 0(0,0)

NO/Nx 104 (79,4) 87 (83,7) 17 (16,3) <0,001"

N1 27 (20,6) 9 (33,3)* 18 (66,7)*
Nla 20 (15,3) 8 (40,0) 12 (60,0)
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N1b 7(5,3) 1(14,3) 6 (85,7)
Estadio

I 78 (59,5) 61 (78,2)* 17 (21,8)* 0,001
] 13 (9,9) 12 (92,3)* 1(7,7)*
]| 36 (27,5) 23 (63,9)* 13 (36,1)*
v 4(3,1) 0* 4 (100,0)*
Histologia
Papilar 107 (81,7) 77 (72,0) 30 (28,0) 0,47
Multifocal 41 (38,3) 30(73,2) 11 (26,8) 0,83
Folicular 24 (18,3) 19 (79,2) 5(20,8) 0,47
Variante
agressiva'?
Ndo 115 (87,8) 88 (76,5) 27 (23,5) 0,03
Sim 16 (12,2) 8 (50,0)* 8 (50,0)*

* Estatisticamente significativo na analise univariada.
(1) A analise estatistica comparou NO/Nx vs N1.
(2) A histologia agressiva foi definida pela presenca de qualquer uma das seguintes

caracteristicas: variante de células altas, variante sdlida ou variante de células colunares do
carcinoma papilar ou presenca de invasao vascular em carcinomas papilares ou foliculares.

Noventa e seis doentes (73,3%) foram considerados como estando livres de doenga um ano apds
a abordagem terapéutica inicial. No grupo com doenca persistente (n=35), 27 (77,1%)
apresentavam valores elevados de Tg, 17 (48,6%) apresentavam alteragGes na ecografia cervical
e 17 (48,6%) doentes apresentavam captagdo de iodo fora do leito tiroideu na cintigrafia
corporal pds-terapéutica. Do ponto de vista clinico, estes resultados corresponderam a presenca
comprovada de metastases ganglionares em 16 doentes (45,7%), as quais foram submetidas a
citologia aspirativa com agulha fina e doseamento da Tg no lavado da agulha, com subsequente
excisdo cirurgica (dois doentes foram classificados como N1a e 14 como N1b). Metastases a
distancia no pulmdo ou no osso estavam presentes em nove doentes (25,7%) e trés doentes
(8,6%) apresentaram recorréncia local no leito tiroideu. Nove doentes apresentaram apenas
elevagao do valor estimulado da Tg na avaliagdo um ano apds a abordagem inicial, sem outra
evidéncia de doenga.

Valor preditivo da Tg no momento da ablagdo estimulada com rhTSH

Os valores de Tg no momento da ablagdo variaram entre 0 e 1927 ng/mL, com valores
significativamente mais elevados no grupo de doentes com doenca persistente ou recorrente
um ano depois (136,3+341,0 ng/mL vs 17,9+49,1; p<0,001).

Valores ndo doseaveis de Tg foram encontrados em 13 doentes. Um ano depois, um deles
apresentou doenga recorrente.

Os valores de Tg ndo foram significativamente diferentes entre os doentes submetidos a
tratamento cirdrgico num sé tempo ou em dois tempos (52,5+214,9 vs 41,6%102,7 ng/mL;
p=0,75).
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Antes da administracdo da rhTSH, o intervalo de valores da TSH era de 0,01 a 3,7 pUl/mL. Todos
os doentes apresentavam valores de T4l e T3l (quando doseada) dentro do intervalo de
normalidade.

A andlise da curva ROC (Figura 4) demonstrou que o valor estimulado da Tg no momento da
ablacao utilizando rhTSH era preditivo de doenca persistente um ano depois [drea sob a curva
(AUC) =0,79; SE =0,05; p <0,001]. Estabeleceu-se um ponto de corte para o valor da Tg de 7,2
ng/mL, ao qual correspondeu uma sensibilidade de 80,0%, uma especificidade de 62,5%, um
VPP de 43,8% e um VPN de 89,6%. Este ponto de corte foi valido quer para os doentes de baixo
risco (VPN=89,2%), quer para os doentes de risco intermédio-alto (VPN=90,0%) (Tabela 12).

Figura 4 - Curva ROC dos valores da Tg sérica no momento da ablagdo para doenga persistente
ou recorrente um ano depois (grupo estimulado com rhTSH)
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Tabela 12 - Sensibilidade, especificidade, VPP e VPN para o ponto de corte da Tg estabelecido
(7,2 ng/mL) nos doentes de risco baixo e nos doentes de risco intermédio-alto (grupo estimulado
com rhTSH)

Ponto de corte = 7,2 ng/mL Sensibilidade (%) Especificidade (%) VPP (%) VPN (%)

Amostra global 80,0 62,5 43,8 89,6
Risco baixo 55,6 58,9 17,9 89,2
Risco intermédio-alto 88,5 67,5 63,9 90,0

A presenca de metdstases ganglionares no diagndstico (p <0,001), uma variante histoldgica
agressiva (p =0,03) e um estadio mais elevado (p =0,001) associaram-se significativamente a
doenca persistente ou recorrente um ano depois (Tabela 11).
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Na analise multivariada, a Tg no momento da ablacio emergiu como um marcador de
prognéstico independente para o estado dos doentes um ano depois, ndo sendo influenciada
pela presenca de metdstases ganglionares no diagndstico (também um marcador de progndstico
independente), pela presenga de uma histologia agressiva ou de um estadio mais elevado
(Tabela 13).

Tabela 13 - Fatores preditivos para doenca persistente um ano apds a ablagdo: grupo submetido
a ablagdo apds estimulagéo com rhTSH

Doenga Andlise Univariada Analise multivariada
persistente
Sim (% do total) OR (95%Cl) p OR (95%Cl) p

Tiroglobulina

<7,2 ng/mL 7 (10,4) 1 (ref) 1

>7,2 ng/mL 28 (43,8) 8,2(2,9-23,1) <0,001 5,5(2,0-15,4) 0,001
Ganglios
linfaticos

NO/Nx 17 (16,3) 1 1

N1 18 (66,7) 10,2 (3,9-26,6) <0,001 7,3(2,4-22,1) <0,001
Estadio

Il 18 (19,8) 1

n-v 17 (42,5) 3,0(1,3-6,8) 0,007 1,5(0,5-4,2) 0,47
Variante
agressiva

N3o 27 (23,5) 1 1

Sim 8 (50,0) 3,3(1,1-9,5) 0,03 1,8 (0,5-6,3) 0,39

Grupo submetido a ablagdo com estimulagdo pela TSH enddégena

Realizou-se uma andlise semelhante num grupo de 142 doentes submetidos a terapéutica
ablativa depois da suspensdo da levotiroxina durante quatro semanas. Excluiram-se 17 doentes
por apresentarem anticorpos anti-Tg e dois doentes por falta de dados.

As caracteristicas clinico-patoldgicas deste grupo sdo resumidas na Tabela 14. O tratamento
cirurgico inicial foi realizado num tempo em 90 doentes (73,2%); 33 doentes (26,8%) foram
tratados em dois tempos.

A idade média dos doentes na altura da cirurgia foi de 46,8+15,3 anos. O tempo médio de
seguimento depois da terapéutica com 3!l foi de 25,1+8,9 meses.
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Tabela 14 - Caracteristicas dos doentes no momento do diagndstico e estado na avaliagdo um
ano apds a terapéutica ablativa: grupo submetido a abla¢cdo apds estimulacGo com TSH

enddgena
Parametro n (%) Livres de doenga, Doenga persistente P
n (%) ou recorrente, n (%)

Total 123 95 (77,2) 28(22,8)

Género
Feminino 104 (84,6) 82 (78,8) 22(21,2) 0,32
Masculino 19 (15,4) 13 (68,4) 6(31,6)

Idade (anos) 46,8115,3 46,91£15,0 46,3116,4 0,57
<45 anos 57 (46,3) 44 (77,2) 13 (22,8) 0,99
245 anos 66 (53,7) 51(77,3) 15(22,7)

Classificagdo

TNM
T1 40 (32,5) 29 (72,5) 11 (27,5) 0,40
T2 35 (28,4) 29 (82,9) 6(17,1)

T3 44 (35,8) 35(79,5) 9 (20,5)
T4 4(3,3) 2 (50,0) 2 (50,0)
NO/Nx 103 (87,7) 87 (84,5) 16 (15,5) <0,001"
N1 20 (16,3) 8 (40,0)* 12 (60,0)*
Nla 11(8,9) 5(45,4) 6 (54,5)
Nib 9(7,4) 3(33,3) 6 (66,7)

Estadio
I 76 (61,8) 59 (77,6) 17 (22,4) 0,08
I 11 (8,9) 9(81,8) 2(18,2)

n 24 (19,5) 21 (87,5) 3(12,5)
v 12 (9,8) 6 (50,0) 6 (50,0)

Histologia

Papilar 107 (87,0) 83 (77,6) 24 (22,4) 0,82
Multifocal 49 (45,8) 38(77,6) 11 (22,4) 0,95
Folicular 16 (13,0) 12 (75,0) 4 (25,0) 0,82
Variante
agressiva'?
N3o 96 (78,0) 79 (82,3) 17 (17,7) 0,01
Sim 27 (22,0) 16 (59,3)* 11 (40,7)*

* Estatisticamente significativo na analise univariada.
(1) A anélise estatistica comparou NO/Nx vs N1.
(2) A histologia agressiva foi definida pela presenca de qualquer uma das seguintes

caracteristicas: variante de células altas, variante sdlida ou variante de células colunares do
carcinoma papilar ou presenca de invasao vascular no carcinoma papilar ou folicular.

Noventa e cinco doentes (77,2%) foram considerados como estando livres de doenga um ano
apo6s a abordagem terapéutica inicial. No grupo com doencga persistente (n=28), 25 (89,3%)
apresentavam valores elevados de Tg, 16 (57,1%) apresentavam alteracGes na ecografia cervical
e 11 (39,3%) doentes apresentavam captagdo de iodo fora do leito tiroideu na cintigrafia
corporal pds-terapéutica. Do ponto de vista clinico, estes resultados corresponderam a presenca
comprovada de metdstases ganglionares em 11 doentes (39,3%) (trés doentes foram
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classificados como Nla e oito como N1b). Metastases a distancia no pulmao ou osso estavam
presentes em sete doentes (25,0%) e dois doentes (7,1%) apresentaram recorréncia local no
leito tiroideu. Dez doentes apresentaram apenas elevacdao do valor estimulado da Tg na
avaliagdo um ano apds a abordagem inicial, sem outra evidéncia de doenga.

Valor preditivo da Tg no momento da abla¢io estimulada com TSH endégena

Os valores de Tg no momento da ablagdo variaram entre 0 e 691 ng/mL, com valores
significativamente mais elevados no grupo de doentes com doenca persistente ou recorrente
um ano depois (123,6+166,6 vs 7,7+36,2 ng/mL; p <0,001).

Valores ndo dosedveis de Tg foram encontrados em 16 doentes. Um ano depois, nenhum deles
apresentou doenga recorrente.

Todos os doentes se encontravam em hipotiroidismo antes da administracdo de *3!I, com valores
de TSH >30 pUI/mL (média =89,2+39,4 uUIl/mL; intervalo =31-243 pUl/mL). N3o foi encontrada
correlacdo entre os valores da TSH e da Tg (r =0,16; p =0,09).

Os valores de Tg nao foram significativamente diferentes entre os doentes submetidos a
tratamento cirdrgico num sé tempo ou em dois tempos (35,3+101,3 vs 30,6+88,2 ng/mL;
p=0,81).

O valor estimulado da Tg no momento da ablacdo sob estimulacdo da TSH enddgena foi
preditivo de doenca persistente ou recorrente um ano depois (AUC =0,93; SE =0,3; p <0,001)
(Figura 5). Quando se aplicou o ponto de corte de 7,2 ng/mL, obteve-se uma sensibilidade de
85,7%, uma especificidade de 83,2%, um VPP de 60,0% e um VPN de 95,2%. O mesmo ponto de
corte revelou-se apropriado quer para o grupo considerado de risco baixo (VPN =95,8%), quer
para o grupo de risco intermédio-alto (VPN =91,7%) (Tabela 15).

Figura 5 - Curva ROC dos valores da Tg sérica no momento da ablagdo para doenga persistente ou
recorrente um ano depois (grupo estimulado com TSH enddgena)
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Tabela 15 - Sensibilidade, especificidade, VPP e VPN para o ponto de corte da Tg estabelecido
(7,2 ng/mL) nos doentes de risco baixo e nos doentes de risco intermédio-alto (grupo estimulado
com TSH enddgena)

Ponto de corte =7,2 ng/mL Sensibilidade (%) Especificidade (%) VPP (%) VPN (%)

Amostra global 85,7 83,2 60,0 95,2
Risco baixo 85,7 82,1 54,6 95,8
Risco intermédio-alto 78,6 84,6 64,7 91,7

A existéncia de metastases ganglionares no diagndstico (p <0,001) e as variantes histoldgicas
agressivas (p =0,01) também foram preditivas de doenca persistente ou recorrente um ano
depois (Tabela 14). Na andlise multivariada, apenas os valores da Tg e a presenca de metastases
ganglionares foram fatores preditivos independentes de persisténcia ou recorréncia tumoral um
ano depois (Tabela 16).

Tabela 16 - Fatores preditivos para doenca persistente um ano apds a ablagdo: grupo submetido
a ablagdo apds estimulagdo com TSH enddgena

Doenga Andlise Univariada Analise multivariada
persistente
Sim (% do OR (95%Cl) p OR (95%Cl) p
total)
Tiroglobulina
<7,2 ng/mL 4 (4,8) 1 (ref) 1
>7,2 ng/mL 24 (60,0) 29,6 (9,0-97,1) <0,001  26,0(7,3-92,5)  <0,001
Ganglios
linfaticos
NO/Nx 16 (15,5) 1 1
N1 12 (60,0) 8,2 (2,9-23,1) <0,001 7,2 (1,7-30,3) 0,007
Variante
agressiva
Nao 17 (17,7) 1 1
Sim 11 (40,7) 3,2(1,3-8,1) 0,011 2,56 (0,70-9,32) 0,155
Discussao

O seguimento dos doentes com carcinomas da tiroide baseia-se no doseamento da Tg sérica
como uma modalidade importante para identificar persisténcia ou recorréncia da doenga,
sobretudo quando a abordagem inicial inclui tiroidectomia total e terapéutica com *3!I. Exames
com elevado VPN sdo particularmente Uteis no seguimento dos doentes com carcinomas
diferenciados da tiroide, uma vez que eles permitem a identificacdo da grande maioria dos
doentes que, com grande probabilidade, ndo vao sofrer recorréncia. A definicdo de livre de
doenga 8-12 meses apds a ablagdo implica um valor estimulado de Tg préximo do ndo doseavel,
o que se deve ao elevado VPN da Tg neste momento: doentes com Tg ndo dosedvel tém uma
probabilidade de 95,0 a 99,5% de estarem livres de doenca a longo prazo (153, 154).
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Nos ultimos anos, varios estudos avaliaram o valor preditivo da Tg no momento da ablagdo sob
estimulagdo pela TSH enddgena (153, 183, 184, 240-246). Apesar de se constatar uma grande
amplitude nos valores encontrados para a sensibilidade (47,1-94,9%), especificidade (54,1-
94,1%) e VPP (26,0-75,0%) nos diferentes estudos, o VPN apresentou um intervalo de variacdo
muito mais estreito (81,6-99,2%). Uma meta-analise envolvendo cerca de 4000 doentes
confirmou que a Tg imediatamente antes da ablacdo pode ser utilizada como um fator preditivo
negativo para persisténcia ou recorréncia da doenga (186). Os autores definiram um valor de 10
ng/mL para uma sensibilidade e especificidade 6timas. Cerca de 70% dos doentes apresentavam
valores de Tg abaixo daquele ponto de corte e o VPN global foi de 94,2%.

Nesta parte do nosso estudo, avalidmos o valor preditivo da Tg no momento da ablacao
estimulada com rhTSH. Os resultados mostram que a Tg no momento da abla¢do foi um fator
preditivo independente de doenca persistente ou recorrente um ano depois. A partir da analise
da curva ROC, definimos um ponto de corte paraa Tg de 7,2 ng/mL como sendo o mais adequado
para obter uma sensibilidade e especificidade otimizadas. Um doente com Tg abaixo deste valor
tinha uma probabilidade de cerca de 10% de ter doenga persistente um ano depois, sendo este
facto verdade quer o doente pertencesse ao grupo de risco baixo quer pertencesse ao grupo de
risco intermédio-elevado. Para comparacgao, realizdmos uma andlise com a mesma metodologia
num grupo com caracteristicas clinicas semelhantes, no qual a ablacdo se fez sob estimulagdo
pela TSH enddgena. Utilizando o mesmo ponto de corte, um doente com Tg estimulada
endogenamente apresentava uma probabilidade de 5% de ter doenga persistente ou recorrente
um ano depois.

Apesar do tempo de seguimento ser relativamente curto, a Tg estimulada no momento da
ablagdao sob rhTSH foi capaz de prever a auséncia da doenga numa altura critica durante o
seguimento dos doentes com carcinomas diferenciados da tiroide — a avaliagdo cerca de um ano
apo6s a abordagem terapéutica inicial (153, 154). Esta determinagao simples tem potencial para
ser utilizada pelos clinicos como um instrumento na estratificacdo dindmica do risco e,
combinada com outros elementos com significado progndstico ja demonstrado, pode ser
utilizada para prever uma boa evolugdo. Na pratica clinica, o valor estimulado da Tg pode ajudar
os clinicos a estabelecerem o objetivo individualizado para os niveis de TSH. A supressao inicial
da TSH (<0,1 pUl/mL) é recomendada para os doentes de risco intermédio e elevado, ao passo
que nos doentes de risco baixo se recomenda um valor de TSH préximo ou ligeiramente abaixo
do limite inferior do intervalo de referéncia (6). Os efeitos adversos da supressdo da TSH incluem
as consequéncias conhecidas da tirotoxicose subclinica, homeadamente exacerbacdes de
doenga cardiaca isquémica e fibrilhagdo auricular. Os doentes com patologia cardiovascular
relevante sdo candidatos ideais a ablagdo sob rhTSH, uma vez que o periodo de hipotiroidismo
inerente a suspensdo da LT4 também pode agravar a doenca cardiaca. O conhecimento do VPN
da Tg estimulada no momento da ablagdo sob rhTSH pode ajudar o clinico na decisdo de nao
frenar a TSH, uma atitude que pode evitar iatrogenia relevante nos doentes com patologia
cardiovascular. O valor preditivo da Tg no momento da ablacdo sob rhTSH também parece ser
valido no grupo de doentes com risco intermédio-elevado. Isto pode ser importante na defini¢ao
da estratégia de seguimento destes doentes, uma vez que estdo disponiveis menos consensos e
recomendacdes clinicas neste grupo. Um exame simples com elevado VPN tem o potencial para
reduzir a frequéncia dos doseamentos estimulados de Tg e ecografias cervicais. No entanto,
serdo necessarios estudos adicionais para confirmar os pontos anteriormente mencionados.
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Quando se utiliza a rhTSH na preparacdo para a ablacdo, a Tg é medida no quinto dia depois da
primeira injecdo, 48 horas depois da administracdo de 3 (Figura 3). Um estudo prévio
questionou o significado do valor da Tg quando se utilizava rhTSH neste contexto (247). Taieb et
al (247) analisou as alteracbes sequenciais da Tg sérica depois da administracdo de 3!l em 26
doentes hipotiroideus: os valores de Tg aumentaram nas 48 horas apds a administracdo de 31|
devido a lesao celular; para além disso, os valores da Tg as 48 horas ndo se correlacionavam com
os valores de Tg basais. Estes dados levantaram duvidas sobre a possivel aplicacdo da Tg no
momento da ablagdo sob rhTSH como instrumento preditivo. O nosso estudo demonstra que os
valores da Tg na ablacdo sob rhTSH tém valor preditivo para a presenca ou recorréncia de
doenga um ano depois, numa amostra de 131 doentes, utilizando um protocolo de seguimento
concordante com as recomendag¢des europeias e americanas (6, 7, 239). Para além disso,
guando comparamos os resultados obtidos com estimulacdo pela rhTSH com a coorte de
doentes estimulada com TSH enddgena, o VPN do teste apenas era ligeiramente superior na
ultima (89,6% vs 95,2%).

E reconhecido que os niveis de TSH sdo um determinante fundamental dos valores de Tg. Neste
estudo, ndo encontramos uma correlacao significativa entre os valores de TSH e de Tg no grupo
que suspendeu a LT4. Neste contexto e desde que ocorra uma estimulacdo adequada pela TSH
(TSH >30 pUl/mL), parece que a TSH ndo é um determinante major dos valores de Tg. Ndo
apresentamos uma analise semelhante para o grupo que realizou ablacdo sob rhTSH, uma vez
qgue nao foi colhido sangue ao terceiro dia (correspondente ao pico da TSH) depois da primeira
injecdo de rhTSH, mas apenas no quinto dia, o que ndo possibilitou uma investigacdo precisa
sobre a relagdo entre o pico da TSH e a Tg.

O ponto de corte definido neste estudo é proximo do valor estabelecido na maior parte das
séries realizadas em condi¢Ges de hipotiroidismo. De facto, se utilizarmos o valor definido por
Webb et al (186) (10 ng/mL) na nossa série, o VPN seria de 89,3% para a Tg estimulada com
rhTSH e 94,4% para a Tg estimulada com TSH enddgena (dados ndo apresentados nos
resultados). Quando se utiliza a Tg para detecdo de tecido tumoral no seguimento dos doentes
com carcinomas diferenciados da tiroide, os valores estimulados parecem ser inferiores quando
se utiliza arhTSH em comparagdo com a estimulagdo enddgena (248). Ao contrario da suspensdo
da LT4, a ablacdo sob rhTSH requer o doseamento da Tg apds a administracdo de 31I. Isto pode
contribuir para elevar os valores da Tg, através da les3o celular promovida pelo **!1, no grupo de
doentes estimulados com rhTSH. Embora uma comparagdo absoluta entre os valores da Tg
estimulados por métodos diferentes deva ser vista com precaugdo pelas razoes anteriormente
mencionadas, encontrdmos um ponto de corte semelhante para a predi¢cdo de auséncia de
doenca na coorte que analisamos.

Um estudo realizado por Giovanella et al (249) avaliou o valor preditivo da Tg medida antes da
ablacdo sob rhTSH para a dete¢do de metastases. Os valores de Tg foram determinados por um
ensaio de elevada sensibilidade (sensibilidade funcional =0,2 ng/mL) em condi¢cSes de
eutiroidismo. O ponto de corte estabelecido para doenca persistente/recorrente foi de 0,65
ng/mL. Este estudo sugere a possibilidade de se utilizar a Tg basal apds a cirurgia determinada
por um ensaio de segunda geragcdo como um instrumento preditivo. No entanto, esta
metodologia ndo esta disponivel na generalidade dos centros envolvidos no seguimento de
doentes com esta patologia. O facto de os doentes terem sido submetidos a tiroidectomia total
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com esvaziamento profilatico dos ganglios do compartimento central também pode ter
contribuido para os bons resultados obtidos no estudo de Giovanella et al.

Existe controvérsia sobre a relacdo risco-beneficio do esvaziamento profilatico do
compartimento central (discutido no capitulo «Introdugdo»). A auséncia de esvaziamento
profilatico no nosso hospital pode implicar um estadiamento menos preciso dos doentes e
contribuir para o niumero relativamente elevado de recorréncias locais. Neste contexto, o valor
da Tg estimulada pela rhTSH na ablacdo pode desempenhar um papel relevante como marcador
de progndstico independente. No futuro, serd necessdrio demonstrar o valor progndstico do
valor da Tg no momento da ablacdo estimulada com rhTSH quando se realizou esvaziamento
profildtico do compartimento central.

Em resumo, podemos afirmar que quando se utiliza a rhTSH na ablacdo, o nivel assim estimulado
da Tg apresenta um valor preditivo independente para a auséncia de doenga um ano depois.
Um valor baixo de Tg nesse momento pode ser considerado um fator de progndstico favoravel.
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4.2. - Valor preditivo de fatores clinico-patologicos e moleculares para
metastizagcdo a distancia, persisténcia de doenga no final do seguimento e
mortalidade especifica

Nesta parte do estudo foi avaliado o valor preditivo dos fatores clinico-patoldgicos e moleculares
previamente mencionados no material e métodos para a ocorréncia de metastizagao a distancia,
doenca persistente no final do seguimento, resposta ao tratamento e mortalidade especifica
pela doenga.

A amostra global foi constituida por 469 doentes com carcinoma da tiroide de diferenciacdo
folicular, incluindo 402 doentes com carcinomas diferenciados e 67 doentes com carcinomas
pouco diferenciados ou anaplasicos. As caracteristicas clinico-patolégicas da amostra estdo
sumariadas na Tabela 17. Entre os doentes com carcinoma papilar, 43 (13,0%) apresentavam
microcarcinomas.

Tabela 17 - Caracteristicas clinico-patoldgicas dos doentes com carcinomas de diferenciagdo
folicular incluidos no estudo

Total CPT CFT CPDT CAT

Numero total 469 332 70 31 36
Idade no diagnéstico (n) 469 332 70 31 36

Média (anos) 48,2+16,9 44,8+15,6 51,8+16,4 53,2+18,4 68,7t10,4

<45 anos 211 (45,0) 178(53,6) 23(32,9) 8(25,8) 2 (5,6)

> 45 anos 258 (55,0) 154 (46,4) 47(67,1)  23(74,2)  34(94,4)
Género (n) 459 327 68 29 35

Feminino 342 (74,5) 254(77,7) 50(73,5) 16(552)  22(62,9)

Masculino 117 (25,5) 73 (22,3) 18 (26,5) 13 (44,8) 13 (37,1)
Tamanho do tumor (n) 418 315 61 26 16

<2 cm* 151 (36,1) 142 (45,0) 7 (11,5) 2(7,7) 0

2-4cm 161(38,5) 129 (41,00 23(37,7)  7(26,9) 2 (12,5)

>4cm 106 (25,4) 44 (14,0) 31(50,8) 17 (65,4) 14 (87,5)
Extensao extratiroideia (n) 373 268 49 20 36

Presente 231(61,9) 176 (65,7) 8(16,3) 12 (60,0) 35(97,2)
Invasdo vascular (n) 325 257 53 8 7

Presente 157 (48,3) 103 (40,1) 39(73,6) 8(100,0) 7 (100,0)
Metastases ganglionares (n) 391 298 47 24 22

Presentes 234 (59,8) 202 (67,8) 8(17,0) 14 (58,3) 10 (45,5)
Metastases a distancia (n) 337 263 31 20 23

Presentes 76 (22,6) 36 (13,7) 8(25,8) 14 (70,0) 18 (78,3)
Estadio (62 UICC/AJCC) (n) 310 225 29 20 36

| 134 (43,2) 124 (55,1) 8 (27,6) 2 (10,0) 0

] 36 (11,6) 25(11,1) 8 (27,6) 3(15,0) 0

n 45(14,5) 36(16,00  5(17,2) 4(20,0) 0

v 95 (30,7) 40 (17,8) 8(27,6) 11 (55,0) 36(100,0)

57



n —numero de doentes com dados disponiveis para cada item

Os numeros entre paréntesis representam percentagens para cada categoria

CPT — carcinoma papilar da tiroide, CFT —carcinoma folicular da tiroide, CPDT — carcinoma pouco
diferenciado da tiroide, CAT — carcinoma anapldsico da tiroide

* NUmero de microcarcinomas (<1,0 cm) — Total =47 (10,0%); CPT =43 (13,0%); CFT =4 (5,7%);
CPDT =0; CAT =0

A média do tempo de seguimento foi de 7,845,8 anos. A totalidade do seguimento correspondeu
a 2967,5 pessoa-anos para a globalidade dos doentes com carcinomas de diferenciag¢do folicular,
2760,8 pessoa-anos para o grupo de doentes com carcinomas diferenciados, 2342,9 pessoa-
anos para o grupo com carcinoma papilar e 417,9 pessoa-anos para o grupo com carcinoma
folicular.

No que diz respeito ao estudo molecular, estudamos um total de 647 lesGes benignas e malignas
da tiroide.

Em virtude do progndstico muito diferente dos carcinomas diferenciados da tiroide quando
comparados com os pouco diferenciados e anapladsicos, optou-se por fazer a analise
maioritariamente para o grupo de doentes com carcinomas diferenciados.

Uma vez que a analise de todos os factores clinico-patolégicos e moleculares considerados foi
realizada para os mesmos outcomes, a discussdo global é apresentada no final de todos os
resultados.

Resultados

4.2.1. - Fatores clinico-patologicos

Fatores clinico-patolégicos e metastizagdo a distdncia

Para esta analise estavam disponiveis dados de 294 doentes. Um total de 44 doentes (15,0%)
desenvolveu metdstases a distancia, as quais estavam localizadas no pulmao (n =28), osso (n
=8), pulmao e osso (n =6), cérebro (n =1) e pulmado e rim (n =1). Os resultados estdo sumariados
na Tabela 18.

Tabela 18 - Fatores preditivos para metastiza¢do a distdncia em doentes com carcinomas
diferenciados

Presencga (%) OR (95%Cl) P
Total 44 (15,0)
Idade
<45 anos 17 (11,5) 1 (ref) NS
>45 anos 27 (18,5) 1,75 (0,91-3,37) (0,09)
Género
Feminino 28 (12,4) 1 0,02
Masculino 16 (24,6) 2,31 (1,16-4,60)
Tamanho do tumor 1,28 (1,07-1,54) 0,009
Extensao extratiroideia
Nao 14 (15,1) 1 NS
Sim 22 (14,3) 0,94 (0,46-1,94) (0,87)

Invasao vascular
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Nao 10 (7,2) 1 <0,001

Sim 22 (23,4) 3,94 (1,77-8,78)

Metéastases ganglionares
NO/Nx 17 (17,9) 1 NS (0,64)
N1 27 (15,7) 0,85 (0,44-1,66)

* 0 tamanho do tumor foi considerado como uma variavel continua

O género masculino (p =0,02), o maior tamanho do tumor (p =0,009) e a presenca de invasdo
vascular (p <0,001) associaram-se significativamente com a metastiza¢do a distancia.

Fatores clinico-patoldgicos e doenga persistente no final do sequimento
Para esta andlise estavam disponiveis dados de 211 doentes. Os resultados estdo sumariados na
Tabela 19.

Tabela 19 - Fatores preditivos para doencga persistente no final do sequimento

Presenga (%) OR (95%Cl) 4
Total 58 (27,5)
Idade
<45 anos 25(22,9) 1 (ref) NS
>45 anos 33 (32,4) 1,61 (0,87-2,96) (0,13)
Género
Feminino 42 (24,9) 1 0,04
Masculino 16 (41,0) 2,10 (1,02-4,35)
Tamanho do tumor 1,18 (0,97-1,43) NS (0,10)
Extensao extratiroideia
Nao 22 (24,4) 1 NS
Sim 28 (35,9) 1,73 (0,89-3,27) (0,11)
Invasao vascular
Nao 16 (20,0) 1 NS
Sim 22 (32,8) 1,96 (0,93-4,13) (0,08)
Metastases ganglionares
NO/Nx 21 (23,3) 1 0,04
N1 35(37,2) 1,95 (1,03-3,71)
Metastases a distancia
N3o 12 (15,4%) 1 <0,001
Sim 44 (42,3%) 4,03 (1,95-8,35)

* O tamanho do tumor foi considerado como uma variavel continua

O género masculino (p =0,04), a presenca de metastases ganglionares (p =0,04) e a presenca de
metadstases a distancia (p <0,001) associaram-se significativamente com doenca persistente no
final do seguimento.

Fatores clinico-patoldégicos e mortalidade especifica pelo carcinoma da tiroide

Durante o tempo de seguimento, a mortalidade especifica pela doencga para a globalidade da
amostra de doentes com carcinomas da tiroide de diferenciagao folicular foi de 11,7%. No grupo
de doentes com carcinomas diferenciados, a mortalidade especifica foi de 2,2%, no grupo de
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doentes com carcinoma papilar foi de 1,8% e no grupo de doentes com carcinoma folicular foi
de 2,8%.

Na Figura 6 apresentam-se as curvas de Kaplan-Meier relativas a mortalidade especifica pelo
carcinoma diferenciado da tiroide para cada um dos fatores clinico-patolégicos considerados
(género, idade no momento do diagndstico, tamanho do tumor, extensdo extratiroideia, invasdo
vascular, metastases ganglionares e metastases a distancia).

Apenas a idade no diagndstico superior a 45 anos (log-rank p =0,002) e a presenga de metastases
a distancia (log-rank p <0,001) se associaram significativamente a uma maior mortalidade
especifica pela doenca.

Figura 6 - Curvas de sobrevivéncia de Kaplan-Meier para mortalidade especifica por carcinoma
diferenciado da tiroide, de acordo com fatores clinico-patoldgicos
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4.2.2. - Mutacgdes do BRAF e NRAS na determinacao do prognostico

BRAF - Frequéncia das mutagdes
A frequéncia de mutagGes do BRAF nos diferentes histotipos é apresentada na Tabela 20. Todas
as alteracdes encontradas consistiram na mutacdo V600E.

Tabela 20 - Frequéncia da muta¢do do BRAF nos diferentes histotipos

Total CPT CFT CPDT CAT
BRAF (n) 422 301 56 29 36
wild-type 264 (62,6) 153 (50,8) 56 (100,0) 26 (89,7) 29(80,6)
mutado 158 (37,4) 148 (49,2) O 3(10,3) 7 (19,4)

Os numeros entre paréntesis representam percentagens para cada categoria
CPT - carcinoma papilar da tiroide, CFT — carcinoma folicular da tiroide, CPDT — carcinoma pouco
diferenciado da tiroide, CAT — carcinoma anaplasico da tiroide
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Uma vez que o nosso objetivo era estudar o valor progndstico das mutacdes do BRAF em
carcinomas diferenciados e que ndo se encontraram mutagdes deste gene nos carcinomas
foliculares, tal como reportado na literatura (ver capitulo «Introducdo»), a analise subsequente
restringiu-se ao grupo de doentes com carcinoma pabpilar.

No grupo de doentes com carcinoma papilar, a frequéncia da mutacdo foi de 120/211 (56,9%)
na forma classica e de 13/63 (20,6%) na variante folicular.

BRAF e fatores clinico-patoldgicos nos doentes com carcinoma papilar

Nos doentes com carcinoma papilar, a mutacao do BRAF associou-se a uma idade no momento
do diagnéstico mais avangada (p =0,005) e a invasdo vascular menos frequente (p =0,02). Na
Tabela 21 apresenta-se um sumario da relacdo entre a mutacdo do BRAF e as caracteristicas
clinico-patoldgicas.

Tabela 21 - Sumdrio da relagGo entre a mutag¢do do BRAF e as caracteristicas clinico-patoldgicas

BRAF BRAF
Total*
wt mutado

Idade no diagndstico (n=299) 44,8+15,6 42,0+15,5 47,1+15,5 0,005
Género (n=298)

Feminino 231(77,5) 116(76,8) 115(78,2) NS (0,77)

Masculino 67 (22,5) 35(23,2) 32(21,8)
Tamanho do tumor, cm (n=286) 2,4%1,5 2,3%1,4 2,4+1,5 NS (0,39)
Extensdo extratiroideia (n=249)

Presente 168 (67,5) 77 (65,3) 91 (69,5) NS (0,48)
Invasdo vascular (n=241)

Presente 97 (40,2) 56 (47,9) 41 (33,1) 0,02
Metastases ganglionares (n=277)

Presentes 193 (69,7) 97 (70,8) 96 (68,6) NS (0,69)
Metastases a distancia (n=238)

Presentes 35(14,7) 21(17,2) 14(12,1) NS (0,26)

Estadio UICC/AJCC (n=200)
| 112 (56,0) 56(53,8) 56 (58,3) NS (0,59)
1 22 (11,0) 14 (13,5) 8(8,3)
1] 30 (15,0) 14 (13,5) 16 (16,7)
v 36(18,0) 20(19,2)  16(16,7)

BRAF e resposta ao tratamento

Ndo se encontrou relacdo entre a presenca de mutacdo do BRAF e o numero de terapéuticas
com 31, a atividade cumulativa de *!l ou 0 numero de outras modalidades terapéuticas (Tabela
22).
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Tabela 22 - Relagdo entre os procedimentos terapéuticos e a muta¢éo do BRAF

BRAF BRAF

Total
ota wt mutado P
Numero de terapéuticas com 3| 1,77+1,20 1,79+1,34 1,88+1,15 NS (0,68)
Atividade cumulativa (mCi) 233,0+221,5 255,6+262,7 233,7+185,9 NS (0,58)

Numero de outras terapéuticas*® 1,07+1,59 1,16+1,84 1,18+1,46 NS (0,94)

* Consideraram-se como «outras terapéuticas» intervengdes cirurgicas adicionais, radioterapia
externa ou tratamento com inibidores de cinases de tirosina

BRAF e doenca persistente no final do seguimento

Os doentes com carcinoma papilar com mutacdo do BRAF apresentaram com maior frequéncia
doencga persistente no final do seguimento (37,1%) em comparacdo com os doentes com
carcinoma papilar BRAF wt (22,7%), mas a diferenga ndo atingiu o limiar da significancia
estatistica (p =0,05).

BRAF e mortalidade especifica pelo carcinoma papilar da tiroide
A mortalidade especifica dos doentes com carcinoma papilar com e sem mutacdo do BRAF foi
semelhante (Figura 7).

Figura 7 - Curva de sobrevivéncia de Kaplan-Meier em fun¢éo do gendtipo do BRAF para doentes
com carcinoma papilar da tiroide
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NRAS - Frequéncia das mutagoes
A frequéncia de mutagdes do NRAS nos diferentes histotipos é apresentada na Tabela 23. Todas
as alteragdes encontradas dizem respeito a mutacdes no codao 61.

Tabela 23 - Frequéncia de mutacdes do NRAS nos diferentes histotipos

Total CPT CFT CPDT CAT

NRAS (n) 426 301 64 27 34
wild-type 380 (89,2) 286 (95,0) 50(78,1) 19 (70,4)  25(73,5)
mutado 46 (10,8) 15 (5,0) 14 (21,9) 8(29,6) 9 (26,5)

Os numeros entre paréntesis representam percentagens para cada categoria
CPT — carcinoma papilar da tiroide, CFT —carcinoma folicular da tiroide, CPDT — carcinoma pouco
diferenciado da tiroide, CAT — carcinoma anapldsico da tiroide

Nos casos de carcinoma papilar, a frequéncia da mutacdo foi de 5 em 222 (2,3%) na forma
classica e de 9 em 68 (13,2%) na variante folicular.

NRAS e fatores clinico-patolégicos

Uma vez que estas mutagOes estdo sobretudo presentes no carcinoma folicular, na variante
folicular do carcinoma papilar, no carcinoma pouco diferenciado e no carcinoma anaplasico,
optou-se por apresentar a relagdo com os fatores clinico-patolégicos nos seguintes grupos:
carcinoma diferenciado com morfotipo folicular (incluindo a variante folicular do carcinoma
papilar e o carcinoma folicular), variante folicular do carcinoma papilar, carcinoma folicular e
carcinomas «menos diferenciados» (carcinoma pouco diferenciado e carcinoma anaplasico)
(Tabela 24).

Tabela 24 - Sumdrio da relagGo entre as mutacbes do NRAS e as caracteristicas clinico-
patoldgicas

Histotipo Total NRAS NRAS p
wild type mutado

Carcinomas Idade no diagndstico (n=107) 49,2+15,3 49,1+15,6 50,5+14,9 NS (0,73)
dlferenaadc.)s Género (n=107)
com morfotipo o
folicular Feminino 81(75,7) 69(79,3) 12(60,00 NS(0,07)
(variante Masculino 26(24,3) 18(20,7) 8(40,0)
folicular do Tamanho do tumor, cm (n=99) 3,2+2,1 3,142,0 3,6+2,5 NS (0,45)
carcinoma Extensdo extratiroideia (n=75)
papilar + Presente 30(40,0) 25(39,7) 5(41,7)  NS(0,89)
carcinoma .
folicular) Invasdo vascular (n=86)

Presente 48 (55,8) 35(52,2) 13(68,4) NS(0,21)
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(n=148)

Metastases ganglionares (n=84)

Presentes 31(36,9) 26(38,2) 5(31,3) NS (0,60)
Metastases a distancia (n=73)
Presentes 16(21,9) 14(23,00 2(16,7) NS (0,63)
Estadio UICC/AJCC (n=64)
| 27(42,2) 19(36,5) 8(66,7)  NS(0,17)
1] 11(17,2) 11(21,2) O
[ 10(15,6) 8(15,4) 2 (16,7)
\Y 16 (25,0) 14 (26,9) 2(16,7)
Variante Idade no diagndstico (n=69) 47,0+15,3 47,7+15,5 44,2+14,7 NS (0,53)
folicular do Género (n=69)
:Z'L)Ciil’;‘r’ma Feminino 56(81,2) 50(83,3) 6(66,7)  NS(0,23)
(n=78) Masculino 13 (18,8) 10(16,7) 3(33,3)
Tamanho do tumor, cm (n=67) 2,611,6 2,6%1,6 2,210,7 NS (0,42)
Extensdo extratiroideia (n=49)
Presente 24 (49,0) 22(50,0) 2(40,0) NS (0,67)
Invasdo vascular (n=53)
Presente 20(37,7) 16(35,6) 4(50,0) NS (0,44)
Metastases ganglionares (n=54)
Presentes 24 (44,4) 22(46,8) 2(28,6) NS (0,36)
Metastases a distancia (n=53)
Presentes 10(18,9) 8(17,8) 2 (25,0) NS (0,63)
Estadio UICC/AJCC (n=45)
| 21(46,7) 15(40,5) 6(750) NS (0,19)
I 7(156) 7(189) O
I 7(156) 7(189) 0O
\Y 10(22,2) 8(21,6)  2(25,0)
Carcinoma Idade no diagndstico (n=63) 51,8+16,4 53,1+16,2 49,2+17,7 NS (0,44)
folicular (n=70) Género (n=63)
Feminino 46 (73,00 38(77,6) 8(57,1) NS (0,13)
Masculino 17 (27,0) 11(22,4) 6(42,9)
Tamanho do tumor, cm (n=56)  4,4+2,6  4,5t+2,7  4,2+2,8 NS (0,70)
Extensdo extratiroideia (n=47)
Presente 8(17,0) 5(13,5) 3(30,0) NS (0,22)
Invasdo vascular (n=52)
Presente 39(75,0) 29(74,4) 10(76,9) NS(0,85)
Metastases ganglionares (n=44)
Presentes 8(18,2) 5(15,2) 3(27,3) NS (0,37)
Metadstases a distancia (n=28)
Presentes 6(21,4) 6 (25,0) 0 NS (0,26)

Estadio UICC/AJCC (n=26)
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I 7 (26,9) 5(22,7) 2 (50,0) NS (0,12)
1] 8(30,8) 8(36,4) 0
1 5(19,2) 3(13,6) 2 (50,0)
v 6(23,1) 6(27,3) 0
Carcinomas Idade no diagndstico (n=60) 61,5+16,2 61,9+16,4 60,2417,2 NS (0,73)
«fnenos. Género (n=59)
diferenciados»
(carcinoma Feminino 37(62,7) 26(61,9) 11(64,7) NS(0,84)
pouco Masculino 22(37,3) 16(38,1) 6(35,3)
diferenciado + Tamanho do tumor, cm (n=39) 6,5+3,2 6,4+3,2 6,1+3,6 NS (0,79)
anaplasico) Extensdo extratiroideia (n=53)
(n=67) Presente 45(84,9) 33(89,2) 12(75,0) NS (0,19)
Invasdo vascular (n=14)
Presente 14 (100,0) 10(100,0) 4(100,0) a)
Metastases ganglionares (n=43)
Presentes 23 (53,5) 15(51,7) 8(57,1) NS (0,74)
Metastases a distancia (n=40)
Presentes 29(72,5) 18(64,3) 11(91,7) NS(0,08)
Estadio UICC/AICC (n=52)
| 2(3,8) 1(2,6) 1(7,7) NS (0,55)
[ 3(5,8) 2(5,1) 1(7,7)
1l 4(7,7) 4(103) O
\Y 43(82,7) 32(82,1) 11(84,6)

n —numero de doentes com dados disponiveis para cada categoria

Os numeros entre paréntesis representam percentagens em cada categoria.

a) Ndo se procedeu ao teste estatistico em virtude de existirem numeros constantes numa
categoria.

Ndo foi encontrada nenhuma associacdo entre a mutagdo do NRAS e qualquer das
caracteristicas clinico-patolégicas estudadas nos diferentes grupos.

NRAS e resposta ao tratamento
Quando se consideraram os carcinomas diferenciados (variante folicular do carcinoma papilar e
carcinoma folicular), ndo se encontrou relagdo entre a presenca de mutacdo do NRAS e o

131|
’

numero de terapéuticas com a atividade cumulativa de 3!l ou o nimero de outras

modalidades terapéuticas (Tabela 25).

66



Tabela 25 - Relagdo entre os procedimentos terapéuticos e a mutagdo do NRAS

NRAS NRAS
Total
wt mutado
Nidmero de terapéuticas com !l  1,56+1,06 1,53+1,06 1,50+1,27 NS (0,93)
Atividade cumulativa (mCi) 222,0+247,8 214,3+237,1 262,3+391,5 NS (0,65)
Numero de outras terapéuticas 0,81+1,54 0,81+1,57 0,56+1,67 NS (0,66)

NRAS e doenga persistente no final do seguimento
Quando consideramos o grupo de carcinomas diferenciados para a analise do NRAS (variante

folicular do carcinoma papilar e carcinoma folicular), os doentes com tumores NRAS wt

apresentaram maior frequéncia de doenga persistente (23,2%) quando comparados com os

doentes com tumores com mutacdo do NRAS (8,3%), mas a diferenca ndo atingiu o limiar da

significancia estatistica (p =0,25).

NRAS e mortalidade especifica pelo carcinoma da tiroide
A mortalidade especifica dos doentes com carcinomas diferenciados (variante folicular do

carcinoma papilar e carcinoma folicular) com e sem mutag¢do do NRAS foi semelhante (Figura 8).

Figura 8 - Curva de sobrevivéncia de Kaplan-Meier em fungdo do gendtipo do NRAS para doentes
com carcinomas diferenciados da tiroide
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4.2.3. - Contribuicdo para o esclarecimento da oncobiologia dos carcinomas da
tiroide de diferenciacdo folicular, através do estudo da frequéncia de uma nova
alteracao molecular presente nestes tumores, as mutagdes no promotor do TERT

Apds a descricdo de mutagdes no promotor do TERT em melanomas, procedeu-se ao estudo da
frequéncia destas alteracGes genéticas numa série de 647 amostras tiroideias, incluindo tecido
tiroideu normal, patologia benigna e maligna. Os resultados obtidos sdao apresentados na Tabela
26.

Tabela 26 - Diagndstico histoldgico das 647 amostras de tecido tiroideu analisadas para a
presenca de mutacdes no promotor do TERT e respetivas percentagens

Classificacdo histologica N2 de casos TERT n (%)
Tecido tiroideu normal 30 0(0,0)
Tiroidite linfocitica 9 0 (0,0)
Bdcio nodular 12 0 (0,0)
Adenoma folicular
Convencional 53 0(0,0)
Variante oncocitica 7 0(0,0)

Carcinoma folicular

Convencional 43 12 (27,9)
Variante oncocitica 27 0(0,0)
Carcinoma papilar
Convencional 230 19 (8,3)
Variante folicular 74 5(6,8)
Variante oncocitica
Padrdo papilar 6 0(0,0)
Padr3o folicular 3 0(0,0)
Variante sélida 7 0(0,0)
Variante «Warthin-like» 6 0(0,0)
Variante células altas 2 0 (0,0)
Carcinoma mucoepiderméide 4 1(25,0)
Carcinoma pouco diferenciado 31 9(29,0)
Carcinoma anapldsico 36 12 (33,3)
Carcinoma medular 28 0 (0,0)
Série de Chernobyl
Adenomas foliculares 12 0 (0,0)
Carcinomas papilares 27 0(0,0)
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Ndo foram encontradas mutacGes no promotor do TERT em lesdes benignas (tiroidites,
adenomas, bécios nodulares) nem em carcinomas medulares. Também ndo foram encontradas
mutacdes em nenhuma variante oncocitica dos carcinomas papilar ou folicular, assim como em
nenhum tumor da série de Chernobyl. Isto é, apenas se encontraram mutacdes no promotor do
TERT em carcinomas da tiroide com diferenciacdo folicular. A sua frequéncia de acordo com o
histotipo principal é apresentada na Tabela 27:

Tabela 27 - Frequéncia das mutagbes no promotor do TERT nos principais histotipos de
carcinomas da tiroide de diferenciagdo folicular

Total CPT CFT CPDT CAT

TERT (n) 469 332 70 31 36
wild-type 411 (87,6) 307(92,5) 58(82,9) 22(71,0) 24 (66,7)
mutado 58 (12,4) 25 (7,5) 12(17,1)  9(29,0)  12(33,3)

Os numeros entre paréntesis representam percentagens para cada categoria
CPT — carcinoma papilar da tiroide, CFT —carcinoma folicular da tiroide, CPDT — carcinoma pouco
diferenciado da tiroide, CAT — carcinoma anapldsico da tiroide

As mutagdes no promotor do TERT foram ligeiramente mais frequentes na forma cldssica do
carcinoma papilar (8,3%) do que na variante folicular (6,8%). A maioria dos tumores mutados
(48 em 58; 82,8%) apresentavam a alteracdo -124G>A e os restantes 10 a alteracdo -146G>A.

Nos carcinomas papilares, a mutagao no promotor do TERT foi mais frequente nos tumores que
apresentavam mutagdo do BRAF (46,9% vs 75,0%; p =0,008) (Figura 9).

Figura 9 - Frequéncia relativa das mutacdes do BRAF em carcinomas papilares com promotor do
TERT wild-type e mutado
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Relagdo entre a presenca das mutagcdes no promotor do TERT com a expressdo do mRNA do
TERT

Numa subamostra constituida por 24 tumores, realizamos um RT-PCR quantitativo para avaliar
a expressao do mRNA do TERT. VerificAmos que os tumores que apresentavam mutacgdes no
promotor do TERT tinham niveis significativamente mais elevados de mRNA (Figura 10). De entre
os tumores com mutacdo no promotor do TERT, aqueles que apresentavam expressdao mais
elevada eram os que concomitantemente tinham mutagao do BRAF (Figura 11).

Figura 10 - Quantifica¢@o dos niveis de expressdo do mRNA do TERT em tumores com e sem
mutagdo no promotor
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Figura 11 - Quantificagéo da expressGo do mRNA do TERT em tecido tiroideu normal e em
carcinomas com diferentes alteragées genéticas
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N — tecido tiroideu normal, wt — carcinomas sem alteragGes genéticas conhecidas, B — carcinomas com
mutagdo do BRAF, RET — carcinomas com rearranjo do RET, R — carcinomas com muta¢do do RAS, T -
carcinomas com muta¢do no promotor do TERT, BT — carcinomas com mutacdo do BRAF e TERT, RT —
carcinomas com muta¢do do RAS e TERT. As barras a preto representam tumores com muta¢do no
promotor do TERT.
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4.2.4. - Mutagdes no promotor do TERT como indicadores de prognostico

Relacdo entre a presenca de mutagées do promotor do TERT e fatores clinico-patolégicos

No grupo de doentes com carcinomas diferenciados da tiroide, a presenca de mutag¢ées no
promotor do TERT associou-se significativamente a idade mais avancada dos doentes (p <0,001)
e maior tamanho do tumor (p =0,002) (Tabela 28). Os doentes com tumores mutados no
promotor do TERT apresentaram também maior frequéncia de metastases a distancia (p <0,001)
e estadios mais elevados (p <0,001). Ndo se encontrou associacdo entre a presenca das
mutacdes no promotor do TERT e a presenca de invasdo vascular, extensdo extratiroideia ou
metdastases ganglionares.

No grupo de doentes com carcinoma papilar, a presenca de mutagdes no promotor do TERT
associou-se com idade mais avangada no diagndstico (p <0,001), maior tamanho do tumor (p
=0,005) e estddios mais elevados (p =0,02). Embora os doentes com tumores com mutagdes no
promotor do TERT tenham apresentado metdstases a distancia mais frequentemente do que os
doentes com tumores wt para o promotor da TERT (27,8% vs 14,7%), a diferenca ndo atingiu o
limiar da significancia estatistica (p =0,07).

No grupo de doentes com carcinoma folicular, as mutagées no promotor do TERT associaram-
se com idade mais avancada dos doentes (p =0,004), estadios mais avangados (p =0,007) e
metdstases a distancia (p <0,001).

No grupo de doentes com carcinoma pouco diferenciado ou anaplasico, a presenca de mutacdes
no promotor do TERT associou-se com idade mais avangada no diagndstico (p =0,003) e género
feminino (p =0,02).

Tabela 28 - Sumdrio das associagées entre as mutagcdes no promotor do TERT com fatores clinico-
patoldgicos e moleculares

Histotipo Total TERT TERT p

wt mutado

Fatores clinico-patolégicos

Carcinomas Idade no diagnéstico (n=402) 46,0+16,0 44,5+15,6 60,2+12,7 <0,001
diferenciados da ,
. Género (n=395)
tiroide
(n=402) Feminino 304 (77,00 278(77,7) 26(70,3) NS (0,31)
Masculino 91(23,0) 80(22,3) 11(29,7)
Tamanho do tumor, cm (n=376) 2,7+1,9 2,6+1,8 3,612,3 0,002
Extensdo extratiroideia (n=317)
Presente 184 (58,0) 167 (57,4) 17 (65,4) NS (0,43)
Invasdo vascular (n=310)
Presente 142 (45,8) 129 (45,4) 13(50,0) NS (0,65)
Metastases ganglionares (n=345)
Presentes 210(60,9) 189 (61,0) 21 (60,0) NS (0,91)
Metastases a distancia (n=294)
Presentes 44 (15,0) 34 (12,5) 10 (43,5) <0,001
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Estadio UICC/AJCC (n=254)

| 132(52,0) 129 (55,1) 3(15,0) <0,001
Il 33 (13,0) 31(13,3) 2 (10,0)
1l 41(16,1) 37(15,8) 4(20,0)
vV 48 (18,9) 37 (15,8) 11 (55,0)
Outras alteracoes genéticas
MutagGes BRAF (n=357) 148 (41,5) 130(40,2) 18(52,9) NS (0,15)
MutagOes NRAS (n=365) 29 (7,9) 24 (7,3) 5(14,3) NS (0,15)
Fatores clinico-patolégicos
Carc.inomas Idade no diagndstico (n=332) 44,8+15,6 43,6153 58,4+13,2 <0,001
p'ap.llares da Género (n=327)
tiroide
(n=332) Feminino 254 (77,7) 237(78,5) 17(68,0) NS (0,23)
Masculino 73 (22,3) 65 (21,5) 8(32,0)
Tamanho do tumor, cm (n=315) 2,4+1,5 2,3%1,4 3,2%2,2 0,005
Extensdo extratiroideia (n=268)
Presente 176 (65,7) 162 (64,8) 14 (77,8) NS (0,26)
Invasdo vascular (n=257)
Presente 103 (40,1) 98 (40,7) 5(31,3) NS (0,46)
Metdastases ganglionares (n=298)
Presentes 202 (67,8) 184 (66,9) 18(78,3) NS (0,26)
Metastases a distancia (n=263)
Presentes 36 (13,7) 31(14,7) 5(27,8) NS (0,07)
Estadio UICC/AICC (n=225)
I 124 (55,1) 121(57,3) 3(21,4) 0,02
I 25(11,1) 24(11,4) 1(7,1)
1] 36 (16,0) 32 (15,2) 4 (28,6)
v 40(17,8) 34(16,1)  6(42,9)
Outras alteracdes genéticas
MutagGes BRAF (n=301) 148 (49,2) 130(46,9) 18(75,0) 0,008
Mutagbes NRAS (n=301) 15 (5,0) 14 (5,1) 1(4,2) NS (0,85)
Fatores clinico-patolégicos
Carcinomas Idade no diagnéstico (n=70) 51,8+16,4 49,3+16,3 63,8+11,0 0,004
foliculares da .
. Género (n=68)
tiroide
(n=70) Feminino 50(73,5) 41 (73,2) 9 (75,0) NS (0,90)
Masculino 18 (26,5) 15 (26,8) 3 (25,0)
Tamanho do tumor, cm (n=61) 4,4+2.6 4,4+2,6 4,4+2.5 NS (0,96)
Extensdo extratiroideia (n=49)
Presente 8(16,3) 5(12,2) 3(37,5) NS (0,08)
Invasdo vascular (n=53)
Presente 39 (73,6) 31(72,1) 8(80,0) NS (0,61)
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Metdastases ganglionares (n=47)

Presentes 8(17,0) 5(14,3) 3(25,0) NS (0,39)
Metastases a distancia (n=31)
Presentes 8 (25,8) 3(11,5) 5 (100,0) <0,001
Estadio UICC/AJCC (n=29)
I 8(27,6) 8 (34,8) 0 0,007
I 8 (27,6) 7 (30,4) 1(16,7)
1l 5(17,2) 5(21,7) 0
v 8(27,6) 3(13,1) 5(83,3)
Outras alteracoes genéticas
Mutagbes BRAF (n=56) 0 0 0 a)
MutacBes NRAS (n=64) 14 (21,9) 10(18,9) 4 (36,4) NS (0,20)
Fatores clinico-patolégicos
Carcinomas Idade no diagnéstico (n=67) 61,5+16,2 58,3+17,6 68,749,6 0,003
¢menos Género (n=64)
diferenciados» -
(carcinoma Feminino 38 (59,4) 22 (50,0) 16 (80,0) 0,02
pouco Masculino 26 (40,6) 22 (50,0) 4 (20,0)
diferenciado+  13m3nho do tumor, cm (n=42) 6,5¢32  6,3%34  6,8£2,9 NS (0,62)
anaplasico) o .
(n=67) Extensdo extratiroideia (n=56)
Presente 47 (83,9) 32(82,1) 15 (88,2) NS (0,56)
Invasdo vascular (n=15)
Presente 15(100,0) 11(100,0) 4(100,0) a)
Metastases ganglionares (n=46)
Presentes 24 (52,2) 16 (57,1) 8 (44,4) NS (0,40)
Metastases a distancia (n=43)
Presentes 32 (74,4) 19 (70,4) 13 (81,3) NS (0,43)
Estadio UICC/AICC (n=56)
I 2 (3,6) 2(5,3) 0 NS (0,39)
[ 3(5,4) 3(7,9) 0
Il 4(7,1) 2(5,3) 2(11,1)
1Y 47 (83,9) 31 (81,5) 16 (88,9)
Outras alteracdes genéticas
Mutacdes BRAF (n=65) 10 (15,4)  6(13,6) 4(19,0) NS (0,57)
Mutacdes NRAS (n=61) 17 (27,9) 9(22,5) 8(38,1) NS (0,20)

n —numero de doentes com dados disponiveis para cada categoria.

Os numeros entre paréntesis representam percentagens em cada categoria.

a) N3o se procedeu ao teste estatistico em virtude de existirem nimeros constantes numa

categoria.

Mutagdes no promotor do TERT e metastizagdo a distdncia
Face a existéncia de uma associacdo estatisticamente significativa entre as mutagdes no

promotor do TERT e a metastizagdo a distancia em carcinomas diferenciados da tiroide, e tendo
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em conta que a presenca de metastases a distancia tem importantes implica¢des no progndstico
dos doentes, realizou-se um modelo de regressao logistica multivariado para identificacdo dos
fatores associados com metastizacao a distancia.

Os resultados estdo sumariados na Tabela 29.

Tabela 29 - Fatores preditivos clinico-patoldgicos e moleculares para metdstases a disténcia em
doentes com carcinomas diferenciados da tiroide

Andlise univariada Anadlise multivariada
Presenga (%) OR (95%Cl) p OR (95%Cl) p
Total 44 (15,0)
Idade
<45 anos 17 (11,5) 1 (ref) NS
>45 anos 27 (18,5) 1,75 (0,91-3,37) (0,09)
Género
Feminino 28 (12,4) 1 0,02 1 0.03
Masculino 16 (24,6) 2,31 (1,16-4,60) 2.32(1.10-4.90)
Tamanho do tumor 1,28 (1,07-1,54) 0,009 1.18 (0.97-1.44) 0.10
Extensao
extratiroideia
Ndo 14 (15,1) 1 NS
Sim
~ 22 (14,3) 0,94 (0,46-1,94) (0,87)
Invasdo vascular
N3o 10(7,2) 1 <0,001 ok k
Sim 22 (23,4) 3,94 (1,77-8,78)
Metastases
ganglionares
NO/Nx 17 (17,9) 1 NS (0,64)
N1 27 (15,7) 0,85 (0,44-1,66)
BRAF*
wt 21(17,2) 1 NS
mut 14 (12,1) 0,66 (0,32-1,37) (0,26)
TERT
wt 34 (12,5) 1 <0,001 1 0,002
mut 10 (43,5) 5,36 (2,18-13,18) 4,60 (1,73-12,21)
n =294

wt — wild-type, mut — mutacdo

*0 tamanho do tumor foi incluido no modelo como uma varidvel continua

**A analise do BRAF apenas foi realizada no grupo de doentes com carcinoma papilar
***A invasdo vascular nao foi considerada no modelo patente na tabela.

Para além das mutagGes no promotor do TERT (OR =5,36; p <0,001), associaram-se com a
presencga de metastases a distancia o género masculino (OR =2,31; p =0,02), o maior tamanho
do tumor (OR =1,28; p =0,009) e a presencga de invasdo vascular (OR =3,94; p <0,001). O valor
preditivo das mutacdes no promotor do TERT manteve-se depois de se ajustar para a invasao
vascular (OR ajustado =3,54; p =0,04) e para a invasdo vascular e para o género (OR ajustado
=3,51; p =0,04). O valor preditivo das mutag¢des do promotor do TERT foi também independente
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do género e tamanho do tumor (OR ajustado =4,60; p =0,002). No entanto, quando todos os
fatores clinico-patolégicos e moleculares associados com metastizacdao a distancia (género,
tamanho do tumor, mutacdes no promotor do TERT e invasdo vascular) foram introduzidos no
modelo multivariado, a invasdo vascular tornou-se o Unico fator preditivo independente para
metastiza¢do a distancia, com um OR ajustado para o género, tamanho do tumor e mutagdes
do promotor do TERT de 3,38 (1,42-8,04); p =0,006.

Mutagées no promotor do TERT e resposta ao tratamento

Os doentes com carcinomas diferenciados da tiroide que apresentavam mutag¢des no promotor
do TERT foram submetidos a mais tratamentos com *!I, nos quais foram utilizadas atividades
terapéuticas mais elevadas (Tabela 30). O grupo de doentes com tumores mutados no promotor
do TERT foi também submetido a um numero significativamente maior de outras modalidades
terapéuticas.

Tabela 30 - Relacdo entre os procedimentos terapéuticos e as mutagbes do promotor do TERT

Total TERT wt TERT mut 4]
Numero de terapéuticas com 131) 1,96i1,29 1,811’1,16 2,69i1,78 0,009
9,818,9/ 9,0£8,1/ 15,8+12,4/ 0,004

Atividade cumulativa (mCi) 264142404 242,8+218,1 425843348

Numero de outras terapéuticas 1364173 1,134+152  2,5642,45 0,001

wt — wild-type, mut — mutagdo

Mutagées no promotor do TERT e doenga persistente no final do seguimento

No final do seguimento, os doentes com carcinomas diferenciados que apresentavam mutacgado
no promotor do TERT tiveram maior propensdo para terem doenca persistente (OR =5,10; p
=0,001) (Tabela 31). O género masculino (OR =2,10; p =0,04) e a existéncia de metastases
ganglionares (OR =1,95; p= 0,04) foram os outros fatores associados a doenca persistente. No
modelo multivariado, as mutagdes do promotor do TERT constituiram um fator preditivo
independente para a persisténcia de doenca no final do seguimento (OR ajustado =4,68; p
=0,007).

Tabela 31 - Fatores preditivos clinico-patoldgicos e moleculares para doenca persistente no final
do seguimento em doentes com carcinomas diferenciados da tiroide

Analise univariada Analise multivariada
Presenga (%) OR (95%Cl) p OR (95%Cl) p
Total 58 (27,5)
Idade
<45 anos 25(22,9) 1 (ref) NS
>45 anos 33(32,4) 1,61 (0,87-2,96) (0,13)

75



Género

Feminino 42 (24,9) 1 0,04 1 0,03
Masculino 16 (41,0) 2,10 (1,02-4,35) 2,46 (1,11-5,47)
1,1 7-1,4 N
Tamanho do tumor 1,28 (1,07-1,54) 0,009 18 (0,97-1,43) (0 150)
Extensao
extratiroideia
N3o 22 (24,4) 1 NS
Sim 28 (35,9) 1,73 (0,89-3,27) (0,11)
Invasao vascular
Nao 16 (20,0) 1 NS
Sim 22 (32,8) 1,96 (0,93-4,13) (0,08)
Metastases
ganglionares
NO/Nx 21(23,3) 1 0,04 1 0,03
N1 35(37,2) 1,95 (1,03-3,71) 2,16 (1,10-4,25)
BRAF*
wt 20(22,7) 1 NS
mut 26 (37,1) 2,00 (1,00-4,03) (0,05)
TERT
wt 48 (24,6) 1 0,001 1 0,007
mut 10 (62,5) 5,10 (1,76-14,78) 4,68 (1,54-14,27)
n=211

wt — wild-type, mut — mutagdo
*0 tamanho do tumor foi incluido no modelo como uma variavel continua.
**A analise do BRAF apenas foi realizada no grupo de doentes com carcinoma papilar.

Mutacgées no promotor do TERT e mortalidade especifica pelo carcinoma da tiroide
A analise de sobrevivéncia de Kaplan-Meier mostrou que a presenca de mutag¢des no promotor

do TERT se associava a maior mortalidade especifica pelo carcinoma na globalidade da amostra

(carcinomas com diferenciagdo folicular) (p <0,001), assim como nos grupos de doentes com

carcinomas diferenciados da tiroide (p <0,001), com carcinoma papilar (p =0,01) ou com

carcinoma folicular (p <0,001) (Figura 12 e Tabela 32). A idade superior a 45 anos no diagndstico

e a presenga de metastases a distancia foram as outras caracteristicas clinico-patoldgicas

significativamente associadas a mortalidade aumentada (descrito no capitulo «Fatores clinico-

patolégicos e mortalidade especifica pelo carcinoma da tiroide»).
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Figura 12 - Curvas de sobrevivéncia de Kaplan-Meier para mortalidade especifica pelo carcinoma

da tiroide de acordo com o gendtipo do promotor do TERT
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Na analise de regressdo de Cox (Tabela 32), o Hazard Ratio (HR) para mortalidade pelo

carcinoma diferenciado da tiroide nos doentes com tumores com mutagdo no promotor do TERT
foi 19,42 (IC 95% =4,30-87,64); depois de se ajustar para a idade e para o género, o HR foi 10,35
(IC 95% =2,01-53,24). No subgrupo de doentes com carcinoma papilar, o HR conferido pela

presenca de mutagdes do promotor do TERT foi 11,63 (IC 95% = 1,93-70,15); depois de se ajustar
para a idade e para o género, o HR foi 23,81 (IC 95% = 1,36-415,76). O reduzido numero de
Obitos no subgrupo de doentes com carcinoma folicular ndo permitiu uma analise de regressao

semelhante a realizada no subgrupo de doentes com carcinoma papilar.
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Tabela 32 - Mortalidade especifica pelo carcinoma da tiroide e Hazard Ratios de acordo com o gendtipo do promotor do TERT

Grupo Mortalidade, n (%) Taxa de mortalidade Hazard Ratio (95% Cl)
(mortes por 1000
nessoa-anos)

Total TERT wt TERT mut p* TERTwt TERT mut N3o ajustado p Ajustado** p
CDT 7/323(2,2) 3/298(1,0) 4/25(16,0) <0,001 1,17 21,17 19,42 (4,30-87,64) <0,001 10,35(2,01-53,24) 0,005
CPT 5/284 (1,8) 3/265(1,1) 2/19(10,5) 0,001 1,36 13,64 11,63 (1,93-70,15) 0,007 23,81(1,36-415,76) 0,03
CFT 2/70 (2,8) 0/58 2/12 (16,7)  <0,001 0 47,23 *okok *okk *okk *okk

*|log-rank (Kaplan-Meier)

**Ajustado para idade e género (regressao de Cox)

***Devido ao numero reduzido de dbitos no grupo de doentes com carcinoma folicular, ndo foi realizada uma anélise de regressdo neste grupo
wt — wild-type, mut — mutagdo, CDT — Carcinoma diferenciado da tiroide, CPT — Carcinoma papilar da tiroide, CFT — Carcinoma folicular da tiroide
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Interacdo entre as mutag¢des no promotor do TERT e do BRAF na determinacdo do
comportamento bioldgico dos tumores e progndstico dos doentes

No grupo de doentes com tumores que apresentavam mutacdo no promotor do TERT,
procedeu-se a comparagao das caracteristicas clinico-patoldgicas e mortalidade entre aqueles
qgue simultaneamente apresentavam mutacdo do BRAF e os que eram wt para o BRAF (Tabela
33 e Figura 13). Ndo foram encontradas diferencas significativas entre os dois subgrupos.

Tabela 33 - Caracteristicas clinico-patoldgicas, estado no final do sequimento e mortalidade
especifica em carcinomas papilares com mutag¢Go no promotor do TERT, de acordo com o
gendtipo do BRAF

Total TERT mut / TERT mut / p
BRAF wt BRAF mut

Fatores clinico-patolégicos
Idade no diagndstico (n=24) 58,4+13,2 52,2%8,0 60,0+14,4 NS (0,22)
Género (n=24)

Feminino 16 (66,7) 5(83,3) 11 (61,1) NS (0,32)

Masculino 8(33,3) 1(16,7%) 7 (38,9)
Tamanho do tumor, cm (n=23) 3,2%2,2 2,9+2,1 3,3%2,3 NS (0,66)
Extensdo extratiroideia (n=18)

Presente 14 (77,8) 3 (60,0) 11 (84,6) NS (0,26)
Invasao vascular (n=16)

Presente 5(31,3) 2 (66,7) 3(23,1) NS (0,14)
Metastases ganglionares (n=23)

Presentes 18 (78,3) 5(83,3) 13 (76,5) NS (0,73)
Metastases a distancia (n=18)

Presentes 5(27,8) 3(50,0) 2 (16,7) NS (0,14)
Estadio (n=14)

I 3(21,4) 0 3(37,5) NS (0,29)

I 1(7,1) 1(16,7) 0

[} 4 (28,6) 2 (33,3) 2 (25,0)

v 6 (42,9) 3 (50,0) 3(37,5)
Estado clinico no final do
seguimento (n=12)

Persisténcia de doenca 6 (50,0) 4 (66,7) 2(33,3) NS (0,25)
Mortalidade especifica (n=19) 2 (10,5) 1(16,7) 1(7,7) NS (0,70)*

*|log-rank (Kaplan-Meier)
wt — wild-type, mut - mutacdo
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Figura 13 - Curva de sobrevivéncia especifica de Kaplan-Meier relativa ao grupo de doentes com
carcinomas papilares com mutagdes no promotor do TERT, de acordo com o gendtipo do BRAF
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Interagcdo entre as mutacbes no promotor do TERT e do NRAS na determinacdo do
comportamento bioldgico dos tumores e progndstico dos doentes

No grupo de doentes com tumores que apresentavam mutacdo no promotor do TERT,
procedeu-se também a comparagdo das caracteristicas clinico-patolédgicas e mortalidade entre
aqueles que simultaneamente apresentavam mutagdo do NRAS e os que eram wt para o NRAS
(Tabela 34 e Figura 14). Nao foram encontradas diferencgas significativas.

Tabela 34 - Caracteristicas clinico-patoldgicas, estado no final do sequimento e mortalidade
especifica em carcinomas papilares com muta¢do no promotor do TERT, de acordo com o
gendtipo do NRAS

Total TERT mut / TERT mut / P
NRAS wt NRAS mut

Fatores clinico-patolégicos
Idade no diagndstico (n=35) 60,2+12,7 60,1+13,4 60,4+10,6 NS (0,95)
Género (n=35)

Feminino 24 (68,6) 20(83,3) 4 (80,0) NS (0,55)

Masculino 11(31,4) 10 (16,7) 1(20,0)
Tamanho do tumor, cm (n=34) 3,6%2,3 3,4+2,0 4,7+3,9 NS (0,51)
Extensao extratiroideia (n=25)

Presente 17 (68,0) 15 (68,2) 2 (66,7) NS (0,96)
Invasdo vascular (n=26)

Presente 13 (50,0) 10 (45,5) 3 (75,0) NS (0,28)
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Metastases ganglionares (n=34)
Presentes

Metastases a distancia (n=22)
Presentes

Estadio (n=19)

|

!

[}

v
Estado

clinico

seguimento (n=15)
Persisténcia de doenca

no final do

Mortalidade especifica (n=23)

21(61,8)

9 (40,9)

3 (15,8)
2(10,5)
4(21,1)
10 (52,6)

9 (60,0)
4(17,4)

18 (62,1)

8(38,1)

3(16,7)
2 (11,1)
4(22,2)
9 (50,0)

8(57,1)
3(30,0)

3 (60,0)

1(100,0)

0
0
0

1 (100)

1 (100,0)
1(7,7)

NS (0,93)

NS (0,22)

NS (0,81)

NS (0,40)
NS (0,18)*

*|log-rank (Kaplan-Meier)
wt — wild-type, mut - mutagao

Figura 14 - Curva de sobrevivéncia especifica de Kaplan-Meier relativa ao grupo de doentes com
carcinomas diferenciados com mutag¢ées no promotor do TERT, de acordo com o gendtipo do
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Discussao global

Nesta parte do trabalho pudemos confirmar o papel relevante de alguns fatores clinico-
patoldgicos como indicadores de progndstico (idade no momento do diagndstico, género,
tamanho do tumor, presenga de invasdo vascular e metastases a distancia), contribuir para o
esclarecimento da relevancia clinica de algumas alteracGes genéticas conhecidas (mutac¢oes do
BRAF e NRAS) e contribuir para o conhecimento de um novo mecanismo molecular subjacente
a oncogénese dos carcinomas da tiroide com origem no epitélio folicular (mutagdes no promotor
do TERT). Na sequéncia deste ultimo resultado, foi ainda possivel estabelecer a importancia
conferida pela presenca de mutagdes no promotor do TERT na determinagao do
comportamento biolégico dos tumores, consubstanciando esta alteracdo genética como um
indicador de progndstico independente nos doentes com carcinomas diferenciados da tiroide.

Fatores clinico-patoldégicos

A analise dos diferentes indicadores de progndstico centrou-se nos doentes com carcinoma
diferenciado da tiroide, uma vez que este grupo ndo sé é largamente maioritdrio como
representa o maior desafio na pratica clinica. Entre os doentes com carcinoma diferenciado da
tiroide, apenas 10-15% vém a desenvolver doenga persistente refratdria ao tratamento, a qual
pode acabar por ser letal. Por outro lado, o progndstico conferido pelos histotipos «menos
diferenciados» (carcinoma pouco diferenciado e carcinoma anaplasico) é desde logo mau, uma
vez que se trata de tumores com comportamento clinico quase sempre agressivo. Este ultimo
aspeto levanta duvidas quanto a utilidade de se insistir na procura de indicadores de progndstico
neste grupo.

No que diz respeito aos fatores clinicos, a idade no momento do diagndstico constituiu um
indicador de progndstico relevante, tendo a idade mais avancada estado associada a
mortalidade aumentada. O ponto de corte utilizado na analise — 45 anos — é aquele que
demonstrou ter uma associacdo mais clara com o prognéstico dos doentes (162, 163), sendo
reconhecido pela UICC/AJCC como um critério major no estadiamento dos doentes (250). Uma
vez que o sistema de estadiamento da UICC/AJCC tem por base o risco de mortalidade especifica
pelo carcinoma, os resultados do nosso estudo estdo em linha com este sistema, associando-se
a idade superior a 45 anos a maior mortalidade especifica. Verificou-se também uma tendéncia
para os doentes mais velhos apresentarem mais frequentemente metdstases a distancia [OR

=1,75 (0,91-3,37); p =0,09)].

O género masculino esteve associado a maior frequéncia de metastizacdo a distancia e doenca
persistente no final do seguimento (em ambas de forma independente), ndo tendo ocorrido
diferenga significativa entre géneros no que se refere a mortalidade especifica. Estes resultados
estdo de acordo com os referidos em varios estudos, sendo geralmente reportada uma relacdo
entre o género masculino e caracteristicas clinico-patoldgicas agressivas, ao passo que a relagao
com a mortalidade (sobretudo como indicador independente) ndo tem sido sistematicamente
reproduzida (168, 169). Salienta-se que o género masculino foi associado a estadios mais
avanc¢ados na apresentacdo e a idade mais avancada no momento do diagndstico. Para este
facto também podera contribuir a maior utilizagdo de recursos de saude por parte de mulheres
jovens, permitindo o diagndstico mais precoce de formas menos avancadas da doenca (251).
Apesar disto, ndo existe uma explicagdo consensual para este pior progndstico no género
masculino, estando a discussdo deste assunto fora do ambito do presente trabalho.
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Relativamente aos fatores anatomo-patoldgicos, o tamanho do tumor e a presenga de invasao
vascular, de metastases ganglionares e de metdstases a distancia associaram-se a maior
agressividade clinica. O maior tamanho do tumor associou-se a maior frequéncia de metastases
a distancia, embora ndo de uma forma independente. O tamanho do tumor é um critério
utilizado pela UICC/AICC no seu sistema de estadiamento, com dois pontos de corte: os 2 cm
(separando as categorias T1 e T2) e os 4 cm (entre T2 e T3). Foram precisamente estes pontos
de corte bem validados que utilizdmos na andlise de mortalidade, ndo existindo diferencas
estatisticamente significativas entre grupos. O mesmo se observou quando se compararam os
doentes com tumores com dimensao < 4 cm vs os doentes com tumores com mais de 4 cm
(dados ndo mostrados nos resultados), sendo este ponto de corte o mais consensual em termos
de aumento do risco de mortalidade (162). As relacGes encontradas no presente estudo entre o
progndstico dos doentes e os outros fatores considerados, assim como a associacdo entre o
tamanho do tumor e a metastizac¢do a distancia (esta aparentemente na dependéncia de outros
fatores) poderdo significar que o tamanho do tumor, quando comparado com outras
caracteristicas clinico-patolégicas e moleculares, deve ser valorizado com precaucao.

A presenca de invasdo vascular associou-se a maior frequéncia de metastizagdo a distancia nos
doentes com carcinoma diferenciado. De facto, a invasdo vascular revelou-se o Unico indicador
independente de risco aumentado de metastizacdo a distancia, apds ajuste para todos os outros
fatores também a ela associados (género, tamanho do tumor e presenca de mutacGes no
promotor do TERT) (Tabela 29). Apesar da invasdo vascular ser reconhecida como um
importante critério para o diagndstico de malignidade, existe controvérsia acerca do seu valor
como indicador de progndstico (191). Pensa-se que esta controvérsia é justificada pela auséncia
de consenso para a definicdo da presenca de invasdo vascular nos diferentes estudos. A
frequéncia de metastizagdo a distancia nos doentes com carcinoma diferenciado da tiroide
angioinvasivo no presente estudo (23,4%) ficou préxima da reportada numa série recente, na
qual foram analisados mais de 4000 casos e foram aplicados critérios rigorosos para definir a
presenca de invasdo vascular (192). No presente estudo foram utilizados critérios uniformes
para a definicdo de invasdo vascular e todos os casos foram revistos por um patologista
especializado em doencas da tiroide, o que poderd ter contribuido para os resultados
semelhantes ao da série referida (192), contribuindo para estabelecer a invasdo vascular como
um indicador de risco aumentado de metastiza¢do a distancia. No que diz respeito a mortalidade
especifica, a analise da curva de Kaplan-Meier (Figura 6) parece indicar uma mortalidade
ligeiramente aumentada nos doentes com tumores que apresentavam invasao vascular, mas a
diferenga observada nao atingiu o limiar da significancia estatistica.

A existéncia de metdstases ganglionares associou-se a maior frequéncia de doenca persistente
no final do seguimento, ndo estando associada a presenca de metastases a distancia ou a
mortalidade aumentada. Estes dados estdo de acordo com a literatura, uma vez que as
metdstases ganglionares, tipicas do carcinoma papilar, tém sido associadas sobretudo a
aumento do risco de recorréncia loco-regional, parecendo ter reduzida influéncia na
mortalidade dos doentes (apenas reportada em individuos com mais de 45 anos em algumas
séries) (96, 252, 253). O nosso estudo reforca a ideia de que a presenca de metdstases
ganglionares em doentes com carcinoma diferenciado da tiroide nado afeta de forma significativa
0 progndstico em termos de mortalidade, podendo no entanto ser um indicador de maior
probabilidade de doenca loco-regional persistente ou recorrente.
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Os doentes com metdstases a distancia apresentaram mais frequentemente doenca persistente
no final do seguimento e mortalidade aumentada. As metastases a distancia sao reconhecidas
em todos os sistemas de estadiamento como um dos principais indicadores de mau progndstico
(202-204, 250). Por esse motivo, para além da avaliagdo da importancia progndstica da
existéncia de metdstases a distancia, procedemos também ao estudo dos fatores clinico-
patolégicos e moleculares que condicionam risco aumentado de ocorréncia deste tipo de
metastizacao.

Fatores moleculares

A frequéncia de mutag¢Ges do BRAF encontrada no presente estudo (49,2% nos carcinomas
papilares, 0% nos carcinomas foliculares, 10,3% nos carcinomas pouco diferenciados e 19,4%
nos carcinomas anaplasicos) (Tabela 20) situou-se dentro do espectro dos resultados reportados
em estudos prévios (17, 29).

No que diz respeito a relacdo entre a mutagdo do BRAF e as caracteristicas clinico-patoldgicas,
verificou-se que os doentes com tumores mutados para o BRAF eram significativamente mais
velhos. A relacdo entre a presenca da mutacdo do BRAF e a idade mais avancada dos doentes
foi encontrada apenas em algumas séries (210, 212, 216, 254); uma revisdo sistematica analisou
a relagdo entre a presenca da mutacdo e a idade no momento do diagndstico, ndo tendo
encontrado diferencas significativas entre os grupos com e sem a mutagao (255). Sendo a idade
um fator de progndstico major nos doentes com carcinoma da tiroide, a existéncia de uma
relacdo entre a mutacdo do BRAF e a idade mais avangada dos doentes poderia contribuir para
explicar a associacdo encontrada em algumas séries entre a mutacdo do BRAF e um pior
progndstico dos doentes. No entanto, numa grande amostra obtida a partir de um estudo
multicéntrico verificou-se que a presenca da mutac¢do se associou a pior progndstico de uma
forma independente da idade, perdendo-se o valor progndstico da mutagao do BRAF quando o
risco foi ajustado para outros fatores clinico-patolégicos, nomeadamente presenca de extensao
extratiroideia ou metdstases ganglionares (217). No nosso estudo, ndo encontramos uma
associagao significativa entre a mutacdo do BRAF e qualquer das outras caracteristicas clinico-
patoldgicas associadas com um comportamento biolégico mais agressivo dos tumores (género
masculino, extensdo extratiroideia, invasdo vascular, metastases ganglionares, metastases a
distancia e estadios mais elevados na apresentacao).

Os doentes com carcinomas papilares com mutag¢ao do BRAF foram submetidos a um numero

1311 assim como a atividades cumulativas semelhantes, quando

idéntico de terapéuticas com
comparados com os doentes com tumores BRAF wt. Os dois grupos (BRAF wt e BRAFV600E)
também foram submetidos a um ndmero semelhante de outras modalidades terapéuticas. Este
aspeto reveste-se de particular interesse, uma vez que foi descrita uma menor expressao do NIS
— e em particular uma menor expressao do NIS membranar — nos carcinomas papilares com
mutacdo do BRAF (219, 256), levantando a hipdtese dos carcinomas papilares com esta mutagdo
terem uma pior resposta a terapéutica com 3. Os dados do presente trabalho n3o d3o suporte
a esta hipodtese, justificando a necessidade de mais estudos que permitam esclarecer se
efetivamente os tumores com mutagdo do BRAF apresentam uma menor expressao do NIS g,

caso essa assungao se confirme, se essa menor expressao tem relevancia na pratica clinica.
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Apesar dos doentes com tumores mutados para o BRAF terem apresentado com maior
frequéncia doenca persistente no final do seguimento (37,1% vs 22,7%), a diferenca observada
foi estatisticamente borderline (p =0,05). Estes resultados sdo dificeis de interpretar e valorizar,
sendo possivel que o aumento da dimens3ao da amostra pudesse vir a esclarecer até que ponto
a mutacdo do BRAF tem ou ndo, per se, significado preditivo para doencga persistente em
doentes com carcinoma papilar. Os dados disponiveis a este propdsito sdo controversos: alguns
estudos ndo encontraram uma associacdo entre a presenga da mutacdo e a persisténcia ou
recorréncia da doenca (189, 210), enquanto duas meta-analises concluiram que os doentes com
tumores mutados tém um risco maior de persisténcia ou recorréncia (209, 257). De referir que
nenhum destes trabalhos demonstrou que esta associa¢do era independente de outros fatores
clinico-patolégicos. Serao necessarios mais estudos para esclarecer este assunto, o qual também
estd estreitamente ligado com a resposta ao tratamento.

A mortalidade especifica pelo carcinoma tiroideu relaciona-se, como é ébvio, com a resposta ao
tratamento. No presente estudo ndo observdmos uma associa¢do entre a mutacdo do BRAFe a
mortalidade especifica. E de salientar que se torna dificil demonstrar uma associacio de
gualquer fator com mortalidade especifica nos doentes com carcinoma diferenciado da tiroide,
em particular nos doentes com carcinoma papilar, fruto das elevadas taxas de sobrevivéncia,
qgue chegam aos 95-98% aos 10 anos (29). Um estudo multicéntrico demonstrou que a presenca
da mutacdo se associou a mortalidade aumentada, mas ndo de uma forma independente de
outros fatores como a extensdo extratiroideia ou a presenga de metastases ganglionares (217).

Uma vez que é possivel determinar o gendtipo tumoral do BRAF em amostras de citologia (84,
85), alguns autores propuseram que a presenca da mutacdo do BRAF pudesse contribuir para
guiar a atitude terapéutica subsequente (221). Partindo do pressuposto de que a mutacdo se
associaria a um comportamento bioldgico mais agressivo dos tumores, em particular maior
frequéncia de metastases ganglionares e recorréncia loco-regional, assim como a uma pior
resposta ao 1311, propuseram-se abordagens terapéuticas iniciais mais agressivas (tiroidectomias
mais extensas com esvaziamento profilatico do compartimento central, menor limiar para a
realizacdo de terapéutica ablativa com **!| e utilizac3o de doses mais elevadas na mesma). Neste
contexto, alguns estudos abordaram especificamente o interesse do estudo molecular da
mutacdo do BRAF como fator determinante da extensdo da cirurgia, momeadamente a
realizacdo ou ndo de esvaziamento ganglionar profilatico (258-261). Na maioria dos estudos, a
adocdo de uma atitude terapéutica mais agressiva condicionada pela presenca da mutacdo do
BRAF ndo alterou a frequéncia de metdstases ganglionares encontrada nem os resultados
obtidos no seguimento dos doentes. Apesar deste assunto ndo ter sido abordado
especificamente no nosso trabalho, a falta de associagdo com a metastizacdo ganglionar, com a
resposta ao tratamento e com o progndstico que observdmos em relagdo a presencga de tumores
mutados para o BRAF refor¢a a prematuridade de condicionar a abordagem terapéutica inicial
ao gendtipo tumoral do BRAF per se. (Esta discussdo é desenvolvida com maior profundidade na
referéncia (262), correspondente ao artigo V do presente trabalho.)

Em resumo, os resultados do presente estudo ndo parecem indicar que as muta¢des do BRAF
sejam, pelo menos isoladamente, um indicador de progndstico relevante nos doentes com
carcinoma papilar da tiroide.
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As frequéncias da mutacdo do NRAS nos carcinomas diferenciados observadas no presente
estudo (5,0% no carcinoma papilar, correspondendo a 2,3% na forma cldssica e 13,2% na
variante folicular; 21,9% no carcinoma folicular) (Tabela 23) encontram-se no limiar inferior do
espectro reportado noutras séries, em particular no carcinoma papilar (29, 263). O principal
fator responsavel pela variacao da frequéncia relativa das mutacdes do NRAS nos carcinomas
papilares parece ser a proporcao entre a forma cldssica e a variante folicular incluida nas
diferentes séries. Sabendo-se que as mutac¢des da NRAS sdo sobretudo encontradas na variante
folicular do carcinoma papilar, é natural que as séries que incluam uma proporcao maior de
casos representativos dessa variante reportem uma frequéncia mais elevada de mutacdes do
NRAS.

Uma vez que o nosso estudo pretendeu sobretudo analisar o impacto de fatores clinico-
patolégicos e moleculares como indicadores de progndstico em doentes com carcinoma
diferenciado da tiroide, optdmos por constituir um grupo especifico para analisar o papel das
mutagdes do NRAS como indicador de progndstico: os carcinomas diferenciados nos quais a
mutagdo do NRAS é frequente (variante folicular do carcinoma papilar e carcinoma folicular).
Pretendemos assim evitar que a analise do grupo de doentes com carcinoma diferenciado fosse
enviesada pelo elevado nimero de formas classicas do carcinoma papilar (cerca de 75% do
total), nas quais esta mutagdao é muito pouco frequente (2,3% na presente série).

N3o observdmos uma associacdo significativa entre a mutacdo do NRAS e qualquer das
caracteristicas clinico-patolédgicas estudadas (idade, género, tamanho do tumor, extensdo
extratiroideia, invasdo vascular, metdstases ganglionares, metastases a distancia, estadio na
apresentacdo), quer no grupo de doentes com carcinoma diferenciado anteriormente definido,
quer nos subgrupos constituidos por doentes com variante folicular do carcinoma papilar ou
com carcinoma folicular, quer ainda no grupo de doentes com carcinomas «menos
diferenciados» (Tabela 24). No grupo de doentes com carcinomas diferenciados, a mutag¢do do
NRAS ndo se associou a pior resposta ao tratamento nem a persisténcia de doenca no final do
seguimento, nem ainda a mortalidade especifica aumentada. Apesar de existirem alguns
estudos que observaram uma associa¢do entre a mutagdao do NRAS e pior progndstico em
doentes com carcinoma diferenciado da tiroide (225, 264), ndo existem para ja dados suficientes
que permitam considerar esta alteracdo genética como um indicador de progndstico nesse
grupo de doentes (263).

Em termos de tratamento dos carcinomas da tiroide metastaticos refratarios ao 3,

uma
perspetiva diferente foi abordada recentemente numa pequena série de doentes. Utilizou-se
um inibidor da MEK (selumetinib) para promover a rediferenciacdo de lesdes metastaticas que
n3o captavam iodo. A utilizacdo deste firmaco permitiu aumentar a captacdo de 3! em
quantidade suficiente para justificar a administracdo de uma terapéutica, tendo-se observado
beneficios clinicos. O grupo de doentes que melhor respondeu ao tratamento com selumetinib
foi o grupo com tumores mutados para o RAS. Caso estes dados se confirmem em séries maiores,
esta alteracdo molecular podera vir a ser utilizada como fator preditivo de resposta ao

tratamento rediferenciador com este farmaco.
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Em resumo, os resultados do presente estudo ndo parecem indicar que as mutagdes do NRAS
tenham utilidade como indicador de progndstico nos doentes com carcinoma diferenciado da
tiroide.

A pesquisa de mutagdes no promotor do TERT numa série de lesGes benignas e malignas da
tiroide revelou a sua presenga apenas em carcinomas da tiroide derivados do epitélio folicular.
A localizacdo destas mutacdes no promotor e ndo na regido codificante do gene, levando dessa
forma a criacdo de novos locais de ligacdo para fatores de transcricdo, representa um
mecanismo inovador de ativagao génica no cancro. O significado oncobiolégico da mutagdo no
promotor do TERT é sustentado pela associacdo significativa com a expressao do mRNA da TERT:
maior expressdo nos carcinomas com mutac¢do quando comparados com os wild-type (Figura
10).

A auséncia da muta¢do no promotor do TERT em tecido tiroideu normal, em lesGes benignas
(tiroidites, adenomas, bdcios multinodulares) e nos carcinomas medulares (Tabela 26) esta de
acordo com séries previamente publicadas (265, 266). Também ndo encontramos mutacées no
promotor do TERT em nenhum dos carcinomas com caracteristicas oncociticas. Se no caso da
variante oncocitica do carcinoma papilar esse facto pode ser explicado pela reduzida dimensdo
da amostra (n=9), o mesmo ja ndo é verdade em relacdo aos carcinomas foliculares oncociticos
(n=27), no qual ndo foi encontrada qualquer mutacdo no promotor do TERT, em comparacao
com a sua presenca em 12 de 43 carcinomas foliculares ndo oncociticos (27,9%). Apesar do
nosso estudo ndo fornecer uma explicacdo para estes resultados, eles permitem reforcar a ideia
de que os tumores oncociticos da tiroide apresentam alteracGes genéticas e metabdlicas
préprias (26, 267, 268). Também ndo encontramos mutagdes no promotor do TERT num grupo
de tumores benignos e malignos de doentes irradiados apds o acidente nuclear de Chernobyl,
sugerindo que a irradiagao ndo é um fator etioldgico importante na ocorréncia destas mutagdes.

As mutagdes no promotor do TERT foram encontradas em 12,4% dos carcinomas derivados do
epitélio folicular, tendo sido encontradas em 7,5% dos carcinomas papilares, 17,1% dos
carcinomas foliculares, 29,0% dos carcinomas pouco diferenciados e 33,3% dos anaplasicos
(Tabela 27). Esta distribuicdo pelos diferentes histotipos é semelhante a recentemente
publicada por Liu X et al (265) e inferior a reportada por outros dois estudos (266, 269). O
numero relativamente baixo de microcarcinomas (10,0%; Tabela 17), todos sem mutacdo no
promotor do TERT, e a elevada percentagem de metdastases a distancia (15,0% nos carcinomas
diferenciados) quando comparados com algumas séries recentemente publicadas (1, 11, 270),
sugere a possibilidade da amostra incluida no presente estudo dizer respeito a doentes com
estadios mais avancgados referenciados a centros académicos. Serdo necessarios mais estudos
que incluam doentes de risco baixo para estabelecer de uma forma mais precisa a frequéncia
das mutag¢des no promotor do TERT nos diferentes histotipos.

Nos carcinomas diferenciados, a presencga de mutagdes no promotor do TERT associou-se a uma
idade mais avangcada no momento do diagndstico, maior tamanho do tumor, maior frequéncia
de metdstases a distancia e estadio mais avangado. Estes resultados estdo de acordo com os
dados previamente publicados, nos quais as mutagdes no promotor do TERT foram encontradas
com maior frequéncia nas categorias histoldgicas classicamente associadas com um
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comportamento clinico mais agressivo (265, 266). O principal contributo adicional do nosso
estudo foi demonstrar que os doentes com tumores que apresentavam mutagdes no promotor
do TERT tinham uma mortalidade aumentada quando comparados com os doentes cujos
tumores eram wild-type para o promotor do TERT, sendo esta conclusdo verdadeira quer se
considerasse a totalidade dos doentes com carcinoma diferenciado, quer se considerassem os
subgrupos com carcinomas papilares ou foliculares de uma forma independente. A utilidade das
mutac¢des no promotor do TERT nos carcinomas diferenciados é particularmente relevante pelos
dois fatores anteriormente mencionados: apenas uma pequena percentagem destes
carcinomas tem um comportamento clinico agressivo, eventualmente letal e, por outro lado, ha
falta de bons indicadores de progndstico para os doentes com carcinoma diferenciado da
tiroide.

As mutagdes no promotor do TERT foram mais prevalentes nos carcinomas pouco diferenciados
(29,0%) e nos carcinomas anaplasicos (33,3%) em comparagdo com os carcinomas diferenciados.
Apesar de ndo ter sido encontrada uma relagdo entre as mutacdes no promotor do TERT e a
mortalidade neste grupo de tumores «menos diferenciados» (dados ndo descritos no capitulo
«Resultados»), o progndstico sombrio da grande maioria dos doentes com carcinomas pouco
diferenciados ou anapldsicos e as caracteristicas clinico-patoldgicas agressivas destes tumores
levantam duvidas acerca da utilidade de procurar indicadores moleculares de prognéstico, como
as mutac¢des no promotor do TERT, na pratica clinica. Para além disso, o nimero relativamente
pequeno de doentes incluido nestas duas categorias ndo permite tirar conclusdes definitivas
relativamente ao valor progndstico desta alteracdo molecular. Ainda no que diz respeito a
analise da mortalidade especifica pela doenca, o nimero de doentes e de eventos ocorridos na
categoria carcinoma folicular ndo foi suficiente para permitir uma analise de regressao de Cox
multivariada. Foi possivel estabelecer a associagdo da presenga de mutagdes no promotor do
TERT com mortalidade aumentada no grupo de doentes com carcinoma folicular, mas ndo
pudemos demonstrar que essa associacdo era independente de fatores como a idade e o
género, tal como sucedeu com os carcinomas papilares. Este assunto devera ser esclarecido em
séries maiores com um seguimento mais prolongado.

Apesar do prognéstico global dos doentes com carcinoma diferenciado da tiroide ser bom, a
situacdo é diferente nos doentes mais velhos com metdstases a distancia, os quais apresentam
uma sobrevivéncia aos 5 anos de 30-40% (271). Devido a relevancia clinica da presenca de
metdstases a distancia e uma vez que as mutacdes no promotor do TERT se associavam
significativamente a estas lesGes secundarias, procedemos a uma regressdo logistica
multivariada na qual foram incluidos os fatores clinico-patolégicos e moleculares associados a
metastizacdo a distancia. A presenca de mutages no promotor do TERT foi um fator preditivo
independente depois de se ajustar para o género, para o tamanho do tumor ou para a invasdo
vascular de uma forma isolada. A presenca da muta¢do também foi um fator preditivo
independente para metastizacdo a distancia quando se ajustou o OR para os conjuntos invasdo
vascular e género ou género e tamanho do tumor. Quando todos os fatores associados com a
metastizacdo a distancia foram incluidos no modelo multivariado (género, tamanho do tumor,
invasdo vascular e mutagdes no promotor do TERT), a invasdo vascular tornou-se no Unico fator
preditivo independente. Do ponto de vista clinico, a presenca de invasdo vascular é uma
caracteristica apenas acessivel depois da cirurgia e todas as outras — género, tamanho do tumor
(estimado por ecografia) e mutagdes no promotor do TERT (caso seja possivel realizar o estudo
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em amostras de citologia) — podem no futuro préoximo estar acessiveis aos clinicos previamente
a cirurgia, permitindo uma melhor estratificacdo do risco antes da primeira abordagem
terapéutica. Por este motivo, optdmos por apresentar os resultados do modelo multivariado
com e sem o contributo da invasdo vascular (Tabela 29).

A associacdo da presenca de mutagdes no promotor do TERT com maior mortalidade especifica
nos doentes com carcinoma diferenciado foi independente da idade e do género. Para além das
mutacdes no promotor do TERT e da existéncia de metastases a distancia, a idade no momento
do diagnéstico foi o unico fator significativamente associado com menor sobrevivéncia neste
estudo. Apesar da relevancia das metastases a distancia na previsao da evolucdao dos doentes,
trata-se, mais uma vez, de uma informacdo que sé se adquire no decurso do seguimento dos
doentes em mais de metade dos casos (272). Apesar de ndo termos observado uma associagao
entre a mortalidade e o género optamos, face a relevancia que este fator pode ter na
determinacdo do progndstico (anteriormente discutido), por ajustar o HR para a idade e para o
género. A associacdo da presenca de mutacbes no promotor do TERT com mortalidade
aumentada dos doentes manteve-se quer se fizesse o ajustamento do HR apenas para a idade
(ndo referido no capitulo «Resultados») ou para a idade e para o género (Tabela 32).

Recentemente foi publicado um trabalho por Liu T et al que descreve a frequéncia das mutacoes
no promotor do TERT numa série de 107 carcinomas de diferenciacdo folicular (51 carcinomas
papilares, 36 foliculares e 20 anaplasicos) e a sua relagdo com a idade dos doentes e a existéncia
de telémeros mais curtos (269). Os autores propdem que a existéncia de teldmeros mais curtos
no inicio do processo oncogénico em individuos mais idosos promova, através do encurtamento
gue ocorre em divisdes celulares sucessivas, o atingimento rapido de um limiar critico que
desencadeia um fendmeno de crise telomérica, facilitando a aquisicdo de novas alteragoes
genéticas, as quais incluem as mutag¢des no promotor do TERT. Foi também encontrada uma
relagao entre a presenc¢a de mutagdes no promotor do TERT e a metastiza¢do a distancia, assim
como com um aumento da mortalidade na série completa e no subgrupo de doentes com
carcinoma papilar. Estes resultados estdo de uma forma geral de acordo com os observados no
nosso estudo. No entanto, deve ser salientado que os resultados de Liu T et al foram obtidos
numa coorte de carcinomas diferenciados extremamente agressivos (51 doentes com carcinoma
papilar e 36 com carcinoma folicular, com uma mortalidade especifica pela doenga de 24,1%),
enquanto a mortalidade especifica pela doenga no nosso estudo, em carcinomas diferenciados,
é apenas de 2,2%, o que alids estd de acordo com a descrita nas grandes séries publicadas nos
ultimos anos (9, 217). A maior dimensdo da amostra do presente estudo permitiu ainda uma
andlise de regressdo, através da qual podemos demonstrar que a associagdao das mutagdes no
promotor do TERT com mortalidade especifica aumentada era independente da idade e do
género dos doentes. Considerando os resultados dos dois trabalhos em conjunto, pode concluir-
se que, embora incluindo populagdes muito diferentes, ambos indicam que as mutagdes no
promotor do TERT em carcinomas diferenciados constituem um marcador de doencga agressiva
e de mau prognéstico.

Os doentes com carcinoma diferenciado que apresentavam mutac¢des no promotor do TERT e
se encontravam livres de doenca no final do seguimento eram percentualmente em menor
numero do que os doentes com tumores wild-type, tendo sido sujeitos a um numero
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significativamente superior de tratamentos com com doses cumulativas mais elevadas,
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assim como a um maior nimero de outras modalidades terapéuticas. Combinando estes dados
com a mortalidade especifica aumentada, é provavel que no futuro o gendtipo do promotor do
TERT seja considerado para individualizar as decisdes terapéuticas, nomeadamente o tipo de
cirurgia (se a andlise molecular for exequivel em amostras de citologia), a decisdo para realizar
ou n3o terapéutica ablativa e a atividade de '*'I a administrar aos doentes. O ultimo aspeto é
particularmente pertinente, uma vez que a tendéncia atual é para reduzir o nimero de doentes
submetidos a terapéutica ablativa e utilizar doses baixas (111, 112, 273). Os futuros consensos
internacionais e guidelines também poderdo incluir o gendtipo do promotor do TERT para
estabelecer a melhor estratégia personalizada de seguimento.

Quer o DNA quer o RNA do TERT foram ja utilizados para induzir respostas imunoldgicas de
células T-helper e linfocitos T citotdxicos contra tumores com expressdao aumentada da TERT
(274, 275). Neste contexto, uma possibilidade interessante a explorar no futuro sera a utilizacdo
de imunoterapias baseadas na TERT especificamente nos doentes com carcinomas com mutacao
no promotor génico, uma vez que estes tumores tém maior expressdo da TERT e apresentam
um progndstico mais sombrio, provavelmente devido a estarem associados a uma pior resposta
as terapéuticas atualmente disponiveis. Sendo atraente sob o ponto de vista clinico, esta
estratégia carece ainda de dados que a sustentem de uma forma consistente.

No presente estudo, as mutagdes no promotor do TERT estiveram associadas com mutacoes do
BRAF, reforcando a coexisténcia de ativacdo dos genes TERT e BRAF, a qual ja tinha sido
previamente descrita em melanomas (51). Horn et al (51) postula que a mutacdo no promotor
do TERT cria novos locais de ligacdo para fatores de transcrigdo da familia TCF (Elk 1 e Elk 4), os
guais podem ser ativados pelo BRAF. Quer em melanomas quer em carcinomas da tiroide parece
gue uma ativagdo do BRAF aumenta o efeito das mutag¢Ges no promotor do TERT. Os resultados
do nosso estudo relativos a expressdao do mRNA do TERT parecem corroborar esta hipdtese,
uma vez que o grupo de tumores que mostrou maior expressao foi aquele em que coexistiam as
duas mutacdes (Figura 11). No entanto, a existéncia em simultaneo das mutag¢Ges no promotor
do TERT e no BRAF nao se associaram a maior agressividade clinica ou a pior progndstico dos
doentes, quando comparadas com a presenca apenas das muta¢des no promotor do TERT
(Figura 13 e Tabela 33). Ressalva-se que estes resultados deverdo ser interpretados com
precaugdo, em virtude do nimero reduzido de doentes incluidos em cada um dos grupos.

As mutacGes no promotor do TERT associaram-se a maior frequéncia de metastizacdo a
distancia. O significado bioldgico desta associagdao permanece por esclarecer. Sendo uma das
propriedades fundamentais das células neoplasicas e permitindo a sua imortalidade replicativa,
a ativacdo da TERT parece ser independente do microambiente tumoral, uma vez que nao ha
evidéncia de que o estroma contribua para a estabilidade telomérica das células neopldsicas
(276). Os nossos resultados sugerem que pode existir uma ligacdo entre a ativacdo da
telomerase e a capacidade metastatica. E possivel especular que essa ligacdo tenha por base
uma maior resisténcia das células com mutacdo no promotor do TERT durante a fase de
circulacdo ou de alojamento noutros érgdos ou tecidos e ndo no aumento das propriedades
invasoras das células com mutac¢do, mas a discussdo destes aspetos ultrapassa o ambito do
presente trabalho.
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Em resumo, as mutagdes no promotor do TERT revelaram-se um indicador de maior
agressividade clinica dos carcinomas da tiroide de diferenciacao folicular, estando associadas a
metastizacdo a distancia, pior resposta ao tratamento e aumento da mortalidade especifica pela
doenga.
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5. - Conclusoes

O presente trabalho teve como principal forca motivadora a dificuldade, sentida na pratica
clinica da consulta de Oncologia da Tiroide, em estabelecer uma boa avaliagdo do progndstico
dos doentes com carcinoma da tiroide de diferencia¢do folicular. Pretendemos otimizar os
dados clinicos e bioquimicos disponiveis e contribuir para o esclarecimento da utilidade na
pratica clinica de algumas alteracées moleculares frequentes nestes carcinomas. Pretendemos
também aprofundar os conhecimentos relativos a oncobiologia destes tumores, através da
pesquisa de uma nova alteracao molecular, a mutacao no promotor do gene TERT, estudando
subsequentemente a sua utilidade progndstica.

Foi com base nestes objetivos gerais que concebemos os objetivos especificos. Por um lado, no
estudo clinico-patoldgico e bioquimico, quisemos avaliar o valor preditivo da tiroglobulina no
momento da ablacdo estimulada com rhTSH para auséncia de doenga um ano depois. Trata-se
de um doseamento simples e econdmico, cujo valor progndstico ainda ndao havia sido
demonstrado neste contexto. No que diz respeito ao estudo clinico-patolégico e molecular,
propusemo-nos contribuir para o esclarecimento do valor progndstico das mutacdes do BRAF e
NRAS numa coorte de doentes com carcinoma diferenciado da tiroide, avaliando
especificamente o valor preditivo para metastizacdo a distancia, resposta a terapéutica,
persisténcia de doenga no final do seguimento e mortalidade especifica pela doenga. Numa
segunda fase, estudamos a frequéncia das mutagdes no promotor do TERT numa grande série
de lesdes benignas e malignas da tiroide e avalidmos o valor prognéstico da presenca destas
alteragGes moleculares.

No que diz respeito ao estudo clinico-patoldgico e bioquimico e ao primeiro objetivo especifico,
os niveis séricos estimulados da tiroglobulina no momento da ablagdo sob rhTSH apresentaram
um valor preditivo independente para auséncia de doenga num ponto crucial do seguimento
dos doentes com carcinoma diferenciado da tiroide: a avaliagdo um ano depois da abordagem
terapéutica inicial. Concluimos que um valor de tiroglobulina inferior a 7,2 ng/dL pode ser
considerado um fator de progndstico favoravel.

Relativamente ao estudo clinico-patolégico e molecular e ao segundo objetivo especifico, a
presenca da mutacdo do BRAF, caracteristica dos carcinomas papilares da tiroide, associou-se
com a idade mais avancada dos doentes no momento do diagndstico. Ndo encontramos
nenhuma associagdo com outras caracteristicas clinico-patoldgicas sugestivas de
comportamento agressivo, nem com pior resposta ao tratamento. Em consonancia, a
percentagem de doentes com persisténcia de doenca no final do seguimento ndo foi
significativamente diferente quando foram comparados os grupos que tinham tumores com e
sem mutacdo do BRAF. A mutacdo BRAF V600E também ndo se associou a maior mortalidade
especifica pela doenca. Estes dados sugerem que as mutacdes do BRAF ndo sdo, pelo menos per
se, um indicador de progndstico relevante nos doentes com carcinoma papilar da tiroide.

As mutagdes do NRAS ndo se associaram a nenhuma caracteristica clinico-patoldgica sugestiva
de comportamento agressivo. A resposta ao tratamento, percentagem de doentes com doenca
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persistente no final do seguimento e mortalidade especifica pela doenga foram semelhantes
guando se compararam os grupos de doentes com carcinomas com e sem mutacdo do NRAS. As
mutagdes do NRAS ndo parecem ter valor progndstico em doentes com carcinoma diferenciado
da tiroide.

No que diz respeito ao terceiro objetivo especifico, ndo encontrdmos mutag¢ées no promotor do
TERT em tecido tiroideu normal, lesdes benignas ou carcinomas medulares, estando a sua
presenca restrita aos carcinomas da tiroide de diferenciacao folicular. Nestes ultimos, existe um
aumento progressivo da sua frequéncia entre as formas diferenciadas e as formas «menos
diferenciadas» (carcinoma pouco diferenciado e anaplasico).

Nos carcinomas diferenciados, as mutacdes no promotor do TERT associaram-se
significativamente com a idade mais avancada dos doentes no momento do diagndstico, maior
tamanho do tumor, metastizacdo a distancia e estadios mais avancados. Os doentes com
carcinoma diferenciado com mutacdo no promotor do TERT apresentaram uma pior resposta ao
tratamento. A presenca de mutacdes no promotor do TERT foi um fator preditivo independente
de doenca persistente no final do seguimento.

A presenca de mutacGes no promotor do TERT constituiu também um fator preditivo
independente de maior mortalidade especifica pela doenca. Este facto, em combinacdo com os
anteriores, permite concluir que as mutag¢des no promotor do TERT sdao um indicador major de
progndstico em doentes com carcinoma diferenciado da tiroide.

Globalmente, concluimos que os nossos estudos identificaram dois indicadores relevantes de
progndstico: o valor estimulado da tiroglobulina no momento da ablacdo com 3! sob a a¢3o da
rhTSH e as mutagdes no promotor do TERT. O primeiro passou ja a ser utilizado na pratica clinica
para antever a necessidade de um seguimento mais apertado, com eventual beneficio de
intervengdes terapéuticas adicionais para além da inicial. O segundo podera passar a ser
utilizado na pratica clinica no futuro préximo, numa primeira fase contribuindo para selecionar
a terapéutica a implementar em doentes com carcinoma diferenciado portador da mutacao,
favorecendo a opgdo por realizar terapéutica ablativa nestes doentes, na qual se preconizard a

131 A opcdo por atividades mais elevadas também

utilizacdo de atividades mais elevadas de
podera ser recomendada em tratamentos subsequentes. A informac¢do sobre a presenca da
muta¢do podera também promover uma pesquisa mais ativa de eventuais localizagdes
secunddrias no seguimento dos doentes. Caso se comprove que a pesquisa de mutagdes no
promotor do TERT pode ser realizada em amostras de citologia, a presenca da muta¢do poderd
servir ndo apenas para afirmar a malignidade do ndédulo nos casos em que o resultado da
citologia é indeterminado, como também para selecionar a cirurgia inicial, favorecendo a

realizacdo de tiroidectomia total se o contexto clinico for apropriado.

94



6. - Perspetivas futuras

Face aos resultados encontrados neste trabalho e as questdes cientificas que eles levantam,
algumas linhas de investigacdo no futuro préximo poderdo ser Uteis para ajudar a aumentar o
conhecimento cientifico nesta drea. De entre estas, salientaria:

e Avaliar afrequéncia de mutac¢des no promotor do TERT numa série maior de carcinomas
com caracteristicas oncociticas, sobretudo do histotipo papilar, para confirmagdo dos
dados do presente estudo relativos a baixa frequéncia destas mutacdes neste grupo de
tumores.

e Aumentar o numero de doentes com carcinoma folicular da tiroide e com seguimento
prolongado a incluir numa amostra futura onde seja possivel realizar o estudo molecular
do promotor do TERT nos tumores. Este trabalho podera esclarecer se o fator preditivo
para mortalidade aumentada das mutac¢Ges no promotor do TERT neste grupo
histolégico também é, como no carcinoma papilar, independente da idade no momento
do diagndstico e do género dos doentes.

e Uma vez que observdmos uma associacao significativa entre as mutacdes no promotor
do TERT e a metastizacdo a distancia, avaliar a frequéncia da mutacdo em tecido
metastdtico, assim como a concordancia com o estado mutacional do tumor primitivo.
Este estudo poderd ajudar a compreender a relacdo entre estas mutacoes e o processo
da metastizagdo a distancia.

e Os tumores com mutacdo no promotor do TERT apresentaram pior resposta ao
tratamento com 3. Uma vez que a express3o do NIS é essencial para a entrada do iodo
na célula folicular da tiroide, tera interesse avaliar se os tumores com mutacdo no
promotor do TERT apresentam menor expressdo do NIS e/ou menor localizacdo
membranar, o que contribuiria para justificar a pior resposta ao tratamento observada
do ponto de vista clinico.
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Chapter 6

Radiotherapu:
radioiodine and
external beam
irradiation treatment
of differentiated
thyroid carcinomas

Postsurgical remnant
ablation

Radioiodine therapy of Miguel Melo, Gracinda Costaq,

advanced disease

Side effects & FrOHCISCO CorrllhO' Mgnuelo
complications of Carvalheiro & Paula Soares

radioiodine

External-beam Radiciodine has been one of the cornerstones of
radiotherapy differentiated thyroid cancer treatment through the last
60 years. It is considered to be a safe and effective therapy
modality. In daily practice, lodine-131is used in postsurgical
thyroid remnant ablation and in the treatment of advanced
disease. On the other hand, external beam irradiation has
a minor role in the treatment of thyroid cancer. In this
chapter, we will discuss, based on recent international
guidelines, current indications for radiciodine treatment
and external irradiation as well as its side effects.

doi10.2217/EBO.12.3838

© 2013 Future Medicine 7910



()| Radicicdineisa safe therapyfor patientswith | The treatment of differentiated thyroid
differentiated thyroid carcinoma. cancer (DTC) relies on three cornerstones:
The current recommendations of international | surgery, {usually a near-total or total thy-
guidelines should be followed until results of new roidectomy), radiciodine and hormonal
| prospective randomized trials are available. therapy with levothyroxine (aimed at main-
taining thyroid-stimulating hormone [TSH]

at suppression or in the low-normal range).

Radioiodine therapy consists of the systemic administration of lodine-131
(**4)-sodium (or potassium) for selective irradiation of normal and/or
neoplastic thyroid tissue. Based on the fact that thyrocytes are the body’s
main iodine reservoir and primary site of the sodium-iodine symporter (NIS}
expression, radiciodine is one of the most successful targeted therapies in
oncology — it is mainly specific for thyroid cancer cells and emits B-radiation
with therapeutic effect. Furthermore, **!l is also a y-ray emitter, allowing
imaging of drug distribution.

As the terminology used may be confusing for non-nuclear medicine
physicians, we mention the definition of two of the most used terms. The
amount of radiociodine given in a diagnostic or therapeutic procedure should
be referred as an ‘activity’ and is expressed in Curies (Ci) or Becquerels (Bq},
and the radiation absorbed by an organ or tissue is mentioned as the
‘absorbed dose’ or the shorter version, ‘dose’ and is expressed in Gray (Gy).

The introduction of radioiodine in clinical practice occurred in the 1940s,
but the definitive evidence supporting radiciodine use comes from a long-
term follow-up study, in which more than 1500 patients were included.
The results clearly showed that both mortality and recurrences were much
lower in the group of patients who received ***1 1].

In recent years, several studies have reported an increase in the incidence

of thyroid cancer, both in Europe and North America [2,3). These numbers

are mainly due to an increase in small papillary carcinomas, which are

considered as low risk and have an excellent prognosis. For clarification,

in this text, we consider that a low-risk DTC is a classic papillary or minimally

invasive follicular thyroid carcinoma with no local or distant metastases,

i complete resection, no tumor invasion, no
@ Radioiodine therapy: systemic administration |  vascular invasion and no uptake outside
of “!|-sodium {or potassium) for selective | thyroid bed, when radiciodine is used. This
irradiation of normal and/or neoplastic thyroid tissue. increase in the incidence has revitalized the
Activity: amount of radiciodine given in a diagnostic debate on which and to what extent should
or therapeutic procedure; expressed in Curies {Ci) or radiciodine therapies be used in patients
Becquercls{Bd) presenting in lower stages. In fact, many

Absorbed dose: radiation absorbed by an organ or landmark studies included older patients
tissue; expressed in Gra_y fGy).
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with more advanced disease, so their % Ablative therapy: adjuvant administration of
conclusions may not be suitable for current radioiodine after surgery {total or near-total
medical practice. Today, a proper balance thyroidectomy), a|mt'3d at destroying E'my remaining

. occult tumor deposits and any persistent noermal
should be sought between aggressive

thyroid tissue.
intervention and consideration of potential ™
side effects. Concerning radioiodine, the
recent trend is to use lower activities in selected groups of patients.
There are two main forms of therapy, based on the goal to attain:
. Postsurgical remnant ablation of thyroid tissue, which may be considered
as an adjuvant modality;

= Treatment of nonresectable or incompletely resectable tumor lesions.

Radioiodine ablative therapyis considered a part of the primary treatment
of DTC, to be applied after surgery in most of the patients submitted to
total or near-total thyroidectomy. Ablation has three main chjectives:

« To destroy any remaining occult tumor deposits, thus decreasing the risk
of recurrent disease in the future;

To eliminate completely any persistent normal thyroid tissue, therefore
increasing the sensitivity and specificity of two markers used in the
follow-up of patients with DTC — serum thyroglobulin and whole-body
scan (WBS);

= To allow a sensitive post-therapy WBS, performed a few days after the
high activity of **!l used for ablation. This procedure can detect previously
unknown locoregional disease and/or distant metastasis, helping to
localize them with great accuracy when single photon emission computed
tomography/computed tomography (SPECT/CT) is used.

In selected cases, radiciodine can allow radioguided surgery, in which a
v-detection probe is used during surgical procedure to localize tumor
lesions that are difficult to identify.

The success of ablation is evaluated 6-12 months after the procedure,
according to the following criteria (4

= Absence of detectable stimulated thyroglobulin, in patients without
thyroglobulin antibodies;

. Absence of suspicious findings on neck ultrasound;

- Negative thyroid bed uptake on follow-up diagnostic WBS.
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The benefits of remnant ablation in high-risk patients or in cases of
incomplete thyroidectomy have undoubtedly been demonstrated 1). By
contrast, there is still a lack of evidence clearly demonstrating that remnant
ablation is beneficial in patients with low- and intermediate-risk tumors [s].
The survival benefits of this procedure have not been unequivocally shown
for low-risk patients with stage T1-2NOMO (according to the International
Union against Cancer [UICC] staging system} [e]. In a recent study that
included nearly 1300 patients with this stage that were followed for more
than 10 years, there was also no difference in disease-free survival between
those treated with adjuvant radiciodine and those without adjuvant
treatment [7]. Data from the National Thyroid Cancer Treatment Cooperative
Study Group report [s], in which 2936 patients were included, with a median
follow-up of 3 years, found that near-total thyroidectomy followed by
radioactive iodine (RAl} and aggressive TSH suppression predicted improved
overall survival of patients with stage Ill and IV, and was also beneficial for
most patients with stage Il. There was no difference in the group of patients
with stagel disease. Of note, National Thyroid Cancer Treatment Cooperative
Study Group staging criteria are similar to the American Joint Committee
on Cancer {AJCC) system. These findings can be justified by the excellent
prognaosis of this type of cancer in stage | patients. Nevertheless, the
extremely long follow-up necessary to demonstrate a statistical effect on
thyroid cancer ocutcomes may mean other factors are involved. In fact, a
systematic review showed that the longer the follow-up of a study is, the
more likely it is to show a benefit of RAI 9. These authors also found that
patients with a tumor greater than 1 cm that were submitted to ablation
had a significantly lower risk of developing distant metastasis. This indicates
that even some patients traditionally considered to be low risk may have
some benefit. The group of stage | patients harboring tumors with histologic
signs of aggressiveness seems to benefit with ablation [10], although this
evidence is recent and has not been shown consistently. It is well known
that several histologic features may place the patient at higher risk of
recurrence or metastases than would have been predicted by the AJCC
staging system. These include some histologic subtypes (solid, tall cell,
columnar, insular variants and poorly differentiated thyroid cancer} as well
asthe presence of vascular invasion. The presence of these features should
be combined with patient age, size of the tumor and lymph node status,
guiding the clinician in the decision on whether ablation is warranted.

Taking these data into account, current guidelines {(summarized in
Table 6.1) recommend RAI ablation for all patients considered as having
a high risk of disease persistence or recurrence, although the definition of
‘high risk” is not entirely concordant between them. Both the American




Guideline No indication {low

ATA'
(2009)

ETAF
(2006)

EANM?
(2008)

ESMO*
(2010)

risk of relapse or
cancer-specific
mortality)

Single or multifocal
intrathyroidal
microcarcinoma
{TL<1lcm), no
aggressive histology,
NO, MO

Single intrathyroidal
microcarcinoma
{T1<1cm), no
aggressive histology,
NO, MO

Single intrathyroidal
papillary
microcarcinoma
{T1<1lcm), no
aggressive histology,
NO, MO, no history
of radiation
exposure

Single intrathyroidal
microcarcinoma
{T1<1lcm), no
aggressive histology,
NO, MO

"American study.
*European study.
ATA: American Thyroid Association; DTC: Differentiated thyroid cancer; EANM: European Association of
Nuclear Medicine; ESMQ: European Society of Medical Oncelogy; ETA: European Thyroid Association.

Probable indication/selective use Definitive indication

Selective use in patients with
tumors 1-4 cm (T1-T2) confined to
the thyroid, with proven lymph

node involvement or when

combination of age, histology,
tumor size and lymph node status
predicts an intermediate to high

risk of recurrence or specific
mortality

T1 {(>1 cm)-T2, NO, MO or no lymph
node dissection or age <18 years or
less than total thyroidectomy or

unfavorable histology

Individual cases (consider family
history of DTC, tumor size, history
of neck irradiation, histology,
closeness of tumor to the thyroid
capsule, presence of vascular

invasion)

T1 {(>1 cm)-T2, NO, MO or no lymph
node dissection or less than total

thyroidectomy or aggressive
histology

Primary tumor size >4 cm
(T3-T4) in the absence of
higher risk features or
gross extrathyroidal
extension of the tumor
regardless of tumor size or
known distant metastases

Incomplete tumor
resection or complete
tumor resection but
extension beyond thyroid
capsule (T3-T4) or lymph
node involvement or
distant metastases

All the patients not
fulfilling previous criteria

T3-T4 or incomplete tumor
resection or locoregional
metastases or distant
metastases

Thyroid Assaociation (ATA} (5] and the European Thyroid Association (ETA})
111], together with the European Society of Medical Oncology (ESMO) [12)
and the European Association of Nuclear Medicine (EANM)} (4], recommend
ablative therapy for all patients with primary tumors >4 cm even in the
absence of other higher-risk features; for all patients with gross
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extrathyroidal extension (regardless of tumor size) and for all patients with
distant metastasis. On the other hand, all the guidelines advise no ablation
for patients with unifocal microcarcinomas (<1 cm} without other higher-
risk features. The ATA also does not recommend the procedure for patients
with multifocal microcarcinoma. The presence of lymph node involvement
is considered as an indication for routine RAI therapy in the European
guidelines, whereas the ATA only recommends its use in selected cases.
All the patients not fulfilling the previous criteria are considered as having
low or intermediate risk, with probable indication for RAI ablation.
Features such as age, tumor size, histology and lymph node involvement
(only for the ATA} should be taken into account when deciding the selective
use of RAL

Serum thyroglobulinlevel is a useful test for further risk stratification after
surgery. In low-risk patients and under suppressive levothyroxine
treatment, a thyroglobulin level of less than 1 ng/ml has a 98% negative
predictive value for subsequent disease persistence or recurrence [13].
Another study assessed the value of stimulated thyroglobulin levels in
patients with stage I-IV disease submitted to total thyroidectomy 4. It
was shown that, if the patients had already undetectable thyroglobulin
before ablation, the relapse rate was 1% and only occurred in patients with
tumors harboring histologic signs of aggressive behavior. The authors
proposed that, in the absence of lymph node involvement or unfavorable
histology and if patients had undetectable stimulated thyroglobulin levels
after surgery, remnant ablation could be avoided.

The therapeutic strategy for differentiated thyroid carcinoma in Japan is
different, with narrower indications for both total thyroidectomy and RAI
ablation. This strategy is based on the high iodine intake of the population,
on the good prognosis of most thyroid tumors and on the limited capacity
to administer RAl. Ablation is actively recommended for patients showing
vascular invasion, significant extrathyroid extension, multiple lymph node
metastases and continucus high thyroglobulin levels after thyroidectomy.
Ablative therapy is also advisable for patients with aggressive histologic
types 115). However, it is estimated that only approximately 35% of Japanese
patients with indication will undergo RAI ablation, mainly due to lack of
availability [1s).

In order to uptake RAI, thyroid cells must be stimulated by TSH
(thyrotropin). ATSH level above 30 mU/lis considered sufficient to ensure
the efficacy of therapy in both normal and tumor tissue. This can be
achieved by two ways:




Thyroid hormone withdrawal for ?;\/ Recombinant human thyroid-stimulating

3-5 weeks (endogenous TSH stimulation) hormone use is recommended in the
preparation of routine ablation. Compared with

« Administration of recombinant human | thyroid hormone withdrawal, it avoids hypothyroidism,
TSH (rhTSH; exogenous TSH stimulation) preserves quality of life and decreases total body

irradiation.

Endogenous TSH stimulation is obtained
either by the discontinuation of levothyroxine (LT4) for 3—4 weeks or by
switching LT4 to liothyronine (LT3} for 2—4 weeks, followed by the with-
drawal of LT3. Although the latter approach could decrease the period of
time in which patients remain hypothyroid, recent studies do not show any
difference in symptoms when LT3 is used. Children can usually achieve
adequate serum TSH levels after 2 weeks of LT4 withdrawal [17].

The introduction of rhTSH in clinical practice made it possible to achieve
proper serum TSH levels without symptoms and signs of hypothyroidism.
This can be particularly relevant for patients unable to tolerate hypothyroid-
ism (e.g., with severe heart disease}, as well as for those unable to generate
an elevated TSH. Apart from prevention of morbidity associated with hypo-
thyroidism, the advantages of rhTSH include a maintained quality of life and
a better radiation profile for critical organs, such as the salivary glands or
the gonads. The radiation exposure to other organs is decreased on average
by 35%, due to reduced circulation of RAl in the blood when performing
treatment in an euthyroid patient [1s].

When comparing endogenous or exogenous TSH stimulation for remnant
ablation, the rates of success are similar, with 80—-90% of patients being
successfully ablated in both groups. A randomized, prospective Phase Il
study in mainly low-risk patients using a standard activity of 100 mdi
showed comparable ablation rates of approximately 90% after endogenous
or exogenous TSH stimulation [19). Several retrospective analyses, which
included high-risk patients, bared similar results. Recent randomized, pro-
spective studies evaluated the use of 50 mCi 120] and 30 mCi 21,22] of RAI
after rhTSH stimulation in comparison with the standard dose of 100 mCi.
All of them demonstrated similar ablation rates in the groups prepared by
LT4 withdrawal or rhTSH administration, even when smaller doses were
used. Based on these findings, rhTSH is now approved by the EMA (using
30-100 mCi of =21} and the US FDA (no dose specification}, for ablative
therapy in patients with tumors with stages T1-T4, NO—N1 and M0. Owing
to its equal efficacy and fewer side effects, the ATA, ESMO and EANM
recommend preparation for remnant ablation with rhTSH.

The protocol of rhTSH administration includes two intramuscular injections
(0.9 mg} in 2 consecutive days. Therapeutic radiciodine is given on the third
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U The indications, dosimetry and preparation
methods are currently under discussion,
especially concerning ablative therapies in low-risk
patients. Ablation is indicated for high-risk and most
intermediate-risk patients.

Dosirmetry

Saagres

day and WBS are usually performed between
the fifth and the ninth day (Figure 6.1).

Before any RAl treatment, a low-iodine diet
{<50 pg/day) for 1-2 weeks is recommended,
particularly for those with high iodine intake.

When performing ablation, the most frequent approach is the
administration of a standard fixed dose of RAI. Activities between 30 and
100 mCi seem to show similar rates of successful remnant ablation and
recurrence rates. The results of the ESTIMABL 20] and HiLO (19] studies show
comparable results with 30 or 100 mCi, either when rhTSH was used or LT4
withdrawn. The ATA recommends the utilization of the minimum activity
{30-100 mCi) necessary to achieve successful ablation, particularly for
low-risk patients. However, if tumors display a more aggressive histology
or if residual microscopic disease is suspected or documented, higher
activities {100-200 mCi) can be appropriate.

Scans

Historically, a diagnostic WBS with a low activity of **!| used to be performed,
in order to provide information on the presence of iodine-avid tissue. The
recent trend is to avoid pre-therapy scans, due to the lack of accuracy of
low-dose scans, its low impact on the decisionto ablate and concerns over
#)-induced stunning. Stunning is defined as a reduction in uptake and
efficacy of a *| therapeutic dose induced by a prior diagnostic RAI
administration. The stunning effect is more prominent with higher activities
{5—-10 mCi) of *] and does not seem to occur if the therapeutic dose is
administered in the 72 h after the diagnostic activity. To minimize the risk
of stunning, lodine-123 {*#) can be used, but its short half-life makes this
isotope difficult to handle. Furthermore, 11 has lower imaging sensitivity
and higher cost than **I. Another approach is the determination of thyroid

Figure 6.1. Protocol for administering recombinant human thyroid-stimulating

hormone.

hTSH

i
NQ mg) (0.9mg)

Serum Tg
determination

©
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rhTSH: Recombinant human thyroid-stimulating hormone; Tg: Thyroglobulin.
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bed uptake without scanning, which can be achieved using very low
activities (10100 pCi) of 1. lodine-124 (*?*1) PET/CT is an emerging and
attractive modality for pretreatment imaging and dosimetry, and in expert
hands, can accurately predict findings on subsequent high-dose post-
treatment **!l scans [23]. As a consequence, if a 'l PET/CT does not show
radioiodine-avid tissue, the exposure of the patient to a high therapeutic
activity of **!I can be prevented. The ATA states that pretreatment scans
and/or determination of thyroid bed uptake may be useful when the size
of thyroid remnant cannot be ascertained from the surgical report or neck
ultrasound, or when the results would alter either the decision to treat or
the activity given. When performing a diagnostic scan, a low activity of **I
(1.5-3 mCi} or **!l (<1 mCi} is recommended, and the therapeutic activity
should be given within 72 h.

After ablation, a WBS is universally recommended and typically performed
2-10 days after the therapeutic activity is administered, with a trend to
perform early scans (2—7 days} when rhTSH is used. When compared with
diagnostic scans, post-therapy WBS can detect additional metastatic foci
in 10-26% of patients, changing the disease stage in approximately 10%
and affecting clinical management in 9-15%. If available, SPECT/CT fusion
imaging provides superior lesion localization.

Radiociodine is an effective therapy for advanced disease, as long as tumor
tissue preserves the ability to uptake iodine. In fact, patients with
metastases that accumulate RAI have a much better prognaosis than those
in which this capability is not present or has been lost in the course of
disease. The response to **'l can be especially good in young patients
(<20 years}, in which long-lasting full remissions can be achieved, even
when extensive lesions are present.

For locoregional disease affecting lymph nodes, surgery is usually the
treatment of choice, especially in the presence of bulky disease. RAIl can
also be used adjunctively after surgery if avid tissue is present or suspected.

Regarding lung metastases, therapeutic decisions are based on the size of
lesions {micronodular or macronodular), avidity for RAI and stability over
time. Micronodular metastases usually respond very well, with highest rates
of complete remission. The ATA recommendation is to treat these patients
with RAl repeatedly every 6—12 months, as long as lesions continue to uptake
iodine and show clinical response. Even though radiation-induced pneumaonitis
and fibrosis are rare complications of high-dose RAl treatment, their presence
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effective therapy, being able to induce long- studies may be helpful in preventing this
e complication in patients with diffuse lung
uptake (see later). Patients with macronodular
metastases that uptake iodine should also be treated repeatedly with RAl as
long as objective clinical benefit is demonstrated — reduction in the size of
lesions, decrease in thyroglobulin levels. Of note, complete remission is rare

and survival of these patients remains poor.

The approach to the patient with bone metastases should take into account
several criteria, including: risk of neurologic damage for vertebral lesions,
risk or presence of pathologic fractures, presence of important pain and
potential bone marrow exposure to radiation (for pelvic lesions). In the
presence of isolated symptomatic metastasis, surgical resection should
always be considered as first-line therapy. RAl should also be considered
for lesions that demonstrate iodine uptake and has been associated with
improved survival [24], but complete remission is unexpected. External-
beam radiationis another option to consider (see later}, particularly when
bone lesions are located in regions where acute swelling from TSH
stimulation may induce neurclogic damage.

Brain metastases are rare and typically occur in older patients with aggressive
tumors. Surgical resection should always be considered; if unfeasible,
external-beam radiation should be considered. Data on RAI treatment of
brainlesions are scarce. If metastases demonstrate iodine uptake, RAl could
be considered, usually after external radiation and concomitant glucocorticoid
therapy, to minimize the effects of tumor swelling.

The prognaosis of patients with nonradiciodine-avid lesions falls dramatically,
with a 10-year survival rate of less than 50% [s]. The response to traditional
systemic chemotherapy is poor, with no more than 25% partial response
rates [25]. The absence of RAl uptake is mainly attributed to dedifferentiation,
with loss of NIS expression. Several attempts have been made to re-express
NIS in these lesions, in order to allow further RAl treatments, but they were
largely unsuccessful. The recent emergence of multikinase inhibitors, able
to induce short-term clinical benefit in approximately half of these patients,
turned these drugs into a valid option to consider in the treatment of
advanced disease.

In the treétment of advanced disease, three approaches can be used:
administration of a standard fixed dose of 100-200 mCi; performing
individualization of therapy based on the absorbed dose to the blood as a
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surrogate of the radiation exposure to organs at risk; and individualization,
taking into account quantitative tumor dosimetry. There are no prospective
randomized trials demonstrating superior effectiveness of one of these
strategies over the other. Nonetheless, individual dosimetry can benefit
some patients with advanced disease, particularly when large activities are
considered or in the presence of renal failure.

When using empiric amounts of %, physicians should refrain from
exceeding 200 mCi, especially in older patients, as this activity may exceed
the maximum tolerated dose by the bone marrow.

If the absorbed dose to the blood is used for individual dosimetry, the
threshold to avoid serious myelotoxicity is established at 2 Gy.

If the option is to calculate an individualized dose predictable to deliver a
specific amount of radiation to tumor lesions, high effectiveness is assured
when the absorbed dose to tumor depaosits is 280 Gy.

As patients with advanced diseased typically require repeated RAI
treatments in order to achieve remission or stabilization of disease,
concerns were raised about the effectiveness and side effects of high
cumulative doses. Apart from selected cases, patients seem not to benefit
from cumulative activities over 600 mCi 126]. Furthermore, cumulative
activities above 500—600 mCi have been associated with increased risk of
secondary malignancies 27].

There are no prospective randomized trials comparing rhTSH with LT4
withdrawal in patients with metastatic disease. A recent retrospective
study that included 56 patients with metastatic disease found no difference
between the two approaches [28]. One small comparative study showed
that radiation dose to metastatic tissue could be lower after rhTSH
preparation [29]. Based on this, guidelines mention that there are insufficient
data to recommend routine RAl therapy of metastatic disease under rhTSH
stimulation.

Whole-body scintigraphy should be performed following every RAI
treatment. Whenever available, SPECT/CT of the neck and other anatomic
regions of interest is preferable.

Treatment with RAl is considered a safe procedure, being associated with
a low number of side effects and complications, which are cumulative

89|

Xl



XV

90

dose related. Some of them can be acute and transient, such as a loss or
change in taste and sialadenitis. There are also late-onset complications,
such as dry mouth, dental caries and nasolacrimal duct obstruction. All
of these are manageable with simple measures, like hydration or
cholinergic agents.

In patients with diffuse lung disease displaying high RAl uptake who receive
multiple treatments, radiation pneumonitis and fibrosis are rare (<1%) but
possible events.

Long-term studies have variably report a small increase in secondary
malignancies (bone, breast, colorectal, kidney, salivary, leukemia and
myelomay} 126). The risk of secondary malignancies is dose related, with a
significant increase found with cumulative activities above 500—-600 mCi.

After RAl treatment, minimal transient effects in platelets and white
blood cells counts are frequent. Persistent mild decrements are usually
only found after high cumulative activities.

RAIl therapy is contraindicated in pregnant or breastfeeding women.
Female patients treated with RAl should avoid pregnancy for 612 months.

Gl
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The indications for external-beam radiation are scarce. Patients with
anaplastic thyroid carcinoma seem to benefit from triple therapy — surgery
(when feasible}, external-beam radiation and chemotherapy —even though
the prognosis of these patients remains poor 30]. The other main indication
for external-beam radiation is the treatment of nonradiciodine-avid bone
metastases. When skeletal lesions arise in locations where tumor swelling
due to TSH-stimulation required for RAl treatment may produce neuroclogic
complications, severe pain or fractures, external-beam radiation is also a
valid option.
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Radiciodine & EBRT of differentiated thyuroid carcinomas

= In the treatment of differentiated thyroid cancer, radioiodine plays a major role.

For low-risk patients, the indications for lodine-131 are under debate. High- and intermediate-
risk patients have usually indication for ablative therapy.

Standard fixed doses of lodine-131 are usually given to low-risk patients.

For advanced disease, radioiodine is an effective therapy, being able to induce long-lasting
remissions in some cases.

If available, individual dosimetry may improve the success of treatment in patients with

metastatic disease.

The use of recombinant human thyroid-stimulating hormone in the preparation for radioiodine
treatment avoids hypothyroid symptoms, maintains quality of life and reduces whole-body
radiation exposure. This approach is recommended for routine ablative therapy.

The use of recombinant human thyroid-stimulating hormone in the treatment of advanced
disease is still off-label, but can benefit selected patients.
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Stimulated Thyroglobulin at Recombinant Human
TSH-Aided Ablation Predicts Disease-free Status One
Year Later

Miguel Melo, Gracinda Costa, Cristina Ribeiro, Francisco Carrilho,
Maria Joao Martins, Adriana Gaspar da Rocha, Manuel Sobrinho-Simées,
Manuela Carvalheiro, and Paula Soares
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Context: Thyroglobulin (Tg) levels measured at the time of remnant ablation after thyroid hor-
mone withdrawal (THW) were shown to have prognostic value in predicting disease-free status.

Objectives: Our objectives were to determine whether stimulated Tg levels, measured at the time
of remnant ablation performed under recombinant human TSH (rhTSH) stimulation, has value in
predicting absence of detectable disease 1 year after radioiodine therapy and to compare the
results obtained with this approach with a cohort of patients submitted to ablation after THW,

Design: This was a prospective observational study.

Setting and Patients: The study included 293 consecutive patients treated for a differentiated
thyroid carcinoma with no initial evidence of distant metastasis. All patients were submitted to a
total or near-total thyroidectomy, followed by ablation either under rhTSH (n = 151) or endog-
enous TSH stimulation (n = 142). Patients with positive Tg antibodies were excluded.

Main Outcome Measures: The predictive value of Tg atablation was assessed by receiver operating
characteristic curve analysis.

Results: In the rhTSH group, 96 patients (73.3%) were considered disease-free at 1year. Stimulated
Tg at ablation after rhTSH was found to be an independent prognostic indicator of disease per-
sistence 12 months later. The highest-accuracy cutoff value for absence of detectable disease was
defined as 7.2 ng/mL, with a negative predictive value of 90%. In the THW group, Tg at ablation
also proved to have independent predictive value. Using the same threshold (7.2 ng/mL), the
negative predictive value of Tg was 95% in the THW group.

Conclusions: When rhTSH was used, stimulated Tg at ablation had independent predictive value
for disease-free status 1 year later. Alow stimulated Tg at rhTSH-aided ablation may be considered
a favorable prognosis factor. (J Clin Endocrinol Metab 98: 4364-4372, 2013)
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he prognosis of differentiated thyroid carcinoma
(DTC) is very good, with a 10-year survival rate
higherthan 85 % in most series (1). The initial approach to
a patient with DTC usually consists of surgery, followed
by radioactive iodine (RAI) remnant ablation. After the
initial approach, follow-up of most patients will rely on
serum thyroglobulin (Tg) levels and neck ultrasound. Due
to its high negative predictive value (NPV) (2), a stimu-
lated Tg measurement is recommended by most Guide-
lines and Clinical Practice Recommendations 6 to 12
months after ablation (3-5). In ablated patients, Tg mea-
surements have high sensitivity (85%-95%) for the de-
tection of residual tumor or nontumor thyroid tissue (6).
Stimulation of Tg secretion can be performed either by
withdrawing levothyroxine for 3 to 5 weeks (endogenous
TSH stimulation) or by the administration of recombinant
human TSH (rhTSH); in the latter, 2 injections are given
on consecutive days and Tg is determined on the fifth day.

The measurement of postoperative Tg levels just before
RAI treatment was initially called into question, because
normal thyroid remnants would contribute to Tg produc-
tion. Nevertheless, several studies demonstrated the pre-
dictive value of Tg levels measured at ablation under en-
dogenous TSH stimulation (7-10). A meta-analysis
examined the predictive value of endogenously stimulated
Tg just before ablative treatment on subsequent disease-
free status (11); the authors concluded that preablation Tg
level is an economical tool with a high NPV, suggesting
that a low preablation Tg (below 10 ng/mL) should be
considered a favorable risk factor.

It has been demonstrated that rhTSH is a safe and ef-
fective way of preparing patients for RAI remnant abla-
tion. When compared with endogenous stimulation,
rhTSH conferred similar rates of success (80%-90%)
while avoiding signs and symptoms of hypothyroidism
and maintaining quality of life in low-, intermediate-, or
high-risk patients (12-15). Recent data also demonstrated
comparable benefits of R Al therapy for patients with met-
astatic DTC prepared either with endogenous stimulation
or rhTSH (16-18); this issue is still under debate, because
previous reports in a limited number of patients raised the
possibility of lower RAI uptake from metastatic lesions
after rhTSH preparation when compared with thyroid
hormone withdrawal (THW) (19, 20). The long-term out-
come of patients ablated under rhTSH stimulation also
appears to be similar (21-23). Furthermore, the radiation
exposure to other organs is decreased on average by 35%
(24). In the preparation for RAI ablation, 3T should be
givenonday 3 after 2 injections of rhTSH, because this day
correspondsto the TSH peak levels in serum. This timeline
disallows a stimulated Tg measurement before RAI ad-
ministration. Moreover, the early sequential changes in
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serum Tg after RAI ablation raised concerns about its pre-
dictive value when rhTSH is used and Tg is measured after
iodine administration (25). Until now, no clinical studies
confirmed or discarded this hypothesis.

The objective of the current study was to examine the
predictive value of Tg at the time of ablation for disease-
free status 1 year after RAl therapy, when rhTSH is used.
We compared the results with the data of a similar group
of patients that underwent ablation under endogenous
TSH stimulation.

Patients and Methods

In this study, we included 293 consecutive patients witha DTC
and no evidence of distant metastases at diagnosis, followed at
our institution between 2006 and 2011. All the patients were
submitted to total or near-total thyroidectomy (in one or two
stages) without routine central lymph node dissection, followed
by RAlremnantablation after sumulationwithrthTSH (n=151)
or endogenous TSH (n = 142). Two surgical teams were in-
volved, each of them with 4 surgeons experienced in thyroid
surgery. The assignment of patients to either group was done by
simple random allocation, using a computer-generated list (Ran-
dom Allocation Software version 1.0) with 2 groups. Patients
with poorly differentiated thyroid carcinomas were excluded. In
the group prepared with rhTSH, RAI ablation consisted in the
administration of 3.7 GBq (100 mCi) **'T on the third day, pre-
ceded by 2 injections of 0.9 mg rhTSH performed on consecutive
days, in accordance with standard protocols (3). Endogenously
stimulated ablation was performed with 3.7 GBq (100 mCi) *3'1
after 4 weeks of THW. A low-iodine diet was recommended in
the week preceding RAI treatment. When rhTSH was used, Tg
and Tg antibodies (Tg-Abs) at the time of ablation were mea-
sured on the fifth day after the first thTSH injection, correspond-
ing to day 3 after RAIL In the THW group, Tg and Tg-Abs were
measured immediately before RAI administration. A whole-
body scintigraphy (WBS) was performed 5 to 7 days after the
therapeutic activity had been administered in all the patients.
Whenever there was suspicion of R Al uptake outside the thyroid
bed, single-photon emission computed tomography fusion im-
aging (SPECT/CT) was used to clarify the region of uptake. The
follow-up protocol included neck ultrasound and measurement
of TSH, free T, (fT), Tg, and Tg-Abs while on suppressive L-T
treatment 3 months after RAI ablation. Approximately 1 year
(9-12 months) after ablation, neck ultrasound was repeated and
an rhTSH-stimulated Tg level was obtained, together with Tg-
Abs. Patients were consider as being disease-free at 1 year if they
had a normal neck ultrasound, a stimulated Tg below 1 ng/mL,
and no RAI uptake outside the thyroid bed in post-therapy WBS.
All the patients demonstrating positive Tg-Abs at any time dur-
ing follow-up were excluded.

Adding to the factors previously mentioned, the following
data were registered: age at diagnosis, gender, histology, and
American Joint Cancer Committee (AJCC)/Union Internation-
ale Contre le Cancer (UICC) TNM staging (sixth edition). In
accordance with 2009 American Thyroid Association Guide-
lines (3), we defined a group of patients harboring tumors with
aggressive histology if any of the following features was present:
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tall cell variant, solid variant, columnar cell variant, or vascular
invasion.

We also took into consideration other factors known to have
prognostic significance, including age of the patient (<45 vs =45
years old), gender, tumor staging, aggressive histology as previ-
ously defined, and presence of lymph node metastases at
diagnosis.

Patients with tumors pT1-T2, NO-Nx and no aggressive his-
tology were considered as low-risk, whereas patients harboring
tumors T3-T4, N1 or aggressive histology were considered as
intermediate- to high-risk.

Patients signed aninformed consent form for the study, which
was approved by the Internal Reviewing Board.

Serum Tg, TSH, and fT, measurement

The Tg was measured using fully automated chemilumines-
cence assay (IMMULITE 2000; DPC, Buhlmann), with analyt-
ical sensitivity of 0.2 ng/mL and functional sensitivity of 0.9
ng/mL. Third-generation Tg-Abs determination was also per-
formed with chemiluminescence assay, with analytical sensitiv-
ity of 10 IU/mL and reference value <40 [U/mL (IMMULITE
2000). The presence of Tg-Abs above the reference value was
used as criteria for exclusion.

TSH and fT, were assayed by chemiluminescence
(IMMULITE 2000), with a reference range of 0.4 t0 4.0 IU/mL
for TSH and 0.8 to 1.9 ng/dL for fT,.

J Clin Endocrinol Metab, November 2013, 98(11):4364-4372

Imaging

Post-therapeutic WBS was performed 5 to 7 days after RAI
administration, using a dual-head y-camera (Discovery VH;
General Electric). The same equipment allowed single-photon
emission computed tomography (SPECT/CT) fusion imaging
when required. For quanttative measurement of RATuptake, we
used Molsgaard Medical y-analyzer type 1600 from 2007 unul
2010; afterward, this equipment was replaced by the Capintec
Captus 3000 Thyroid Uptake System.

Neck ultrasound was performed with a linear, multifre-
quency 7.5- to 10.0-Mhz transducer.

Statistics

All statistical analysis was performed using SPSS version 20.0
(SPSS Inc). Descriptive statistics are presented as numbers of
patients and percentages or mean = SD. The y* test, x” test with
Yates’ correction, and Student’s ¢ test (2-tailed, unpaired) were
used when appropriate. Receiver operating characteristic (ROC)
curve analysis was used to define the best cutoff value for Tg at
ablation. For the established cutoff value, we calculated sensi-
vity, specificity, positive predictive value (PPV) and NPV. The
predictive value of Tg levels and other factors considered (age,
gender, T1-4 status [UICC/AJCC], initial lymph node status,
staging [-1V [UICC/AJCC], histology [papillary vs follicular],
and presence of aggressive histology) were assessed using a uni-

Table 1. Patient Characteristics at Diagnosis: rhTSH-Aided Ablation Group

Free of Disease,

Persistent/Recurrent

Parameter n (%) n (%) Disease, n (%) P

Total 131 96 (73.3) 35(26.7)

Gender
Fermale 107 (81.7) 80 (74.8) 27 (25.2) A2
Male 24(18.3) 16 (66.7) 8(33.3)

Age, y 47.2 = 15.0 47.1 £ 14.8 47.3 +15.8 .95
<45 yr 58 (44.3) 45 (77 .6) 13(22.4) .32
=45 yr 73(55.7) 51(59.9) 22 (30.1)

TNM classification
T 37 (28.2) 29 (78.4) 8(21.6) A3
12 36 (27.5) 30(83.9) 6(16.7)

T3 57 (43.5) 36 (63.2) 21(36.8)
T4 1(0.8) 1(100.0) 0(0.0)

NO/Nx 104 (79.4) 87 (83.7) 17 (16.3) <.001°

N1 27 (20.6) 9(33.3° 18 (66.7)°
Nla 20(15.3) 8 (40.0) 12 (60.0)
N1b 7(5.3) 1(14.3) 6 (85.7)

Stage
| 78 (59.5) 61(78.2)° 17 (21.8)° 001
I 13(9.9) 12 (92.3)° 1(7.7)°
1} 36 (27.5) 23 (63.9° 13 (36.1)°
[\ 4(3) 0° 4 (100.0)°

Histology
Papillary 107 (81.7) 77 (72.0) 30(28.0) A7

Multifocal 41 (38.3) 30(73.2) 11(26.8) .83
Follicular 24 (18.3) 19(79.2) 5(20.8) 47
Aggressive variant®

No 115 (87.8) 88 (76.5) 27 (23.5) .03

Yes 16(12.2) 8 (50.0)° 8 (50.0)°

3 Statistical analysis performed comparing NO/Nx vs N1

® Significant at univariate analysis

© Aggressive histology was defined if any of the following features was present: tall cell variant, solid variant, columnar cell variant, or vascular

nvasion
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variate and a multivariate logistic regression model (enter
method, all the variables were entered in the model in one single
step). All variables significantly associated with disease-free sta-
tusat1 year were included in the multivariate analysis. Statistical
significance was defined by a P value <.05.

Results

Group ablated after rhTSH stimulation

A total of 151 patients were initially selected for inclu-
sion, and 19 patients were excluded due to positive Tg-Abs
during follow-up; 1 patientwas excluded because of miss-
ing data.

Theclinical data and tumor characteristics of the group
(n = 131) are summarized in Table 1. A 1-stage surgical
procedure was performed in 88 patients (67.2%), and 43
{32.8%) were treated in 2 surgical stages.

Mean age at the time of surgery was 47.2 = 15.0years.
Mean follow-up time after R Al ablation was 24.3 += 9.3
months.

Atotal of 96 patients (73.3 %) wereconsidered as being
free of disease 1 year after RAT ablation. In the group with
persistent or recurrent disease (n = 35), 27 (77.1%) dis-
played elevated Tg levels, 17 (48.6%) had an abnormal
neck ultrasound, and 17 (48.6%) presented RAI uptake
outside the thyroid bed. From the clinical standpoint,
these results corresponded to the presence of proven
lymph node metastases in 16 patients (45.7 %) who were
submitted to fine-needle aspiration cytology with Tg mea-
surement in washout fluid and subsequent surgical resec-
tion (2 were considered as N1a and 14 as N1b). Distant
metastases to the lung or bone were present in 9 patients
{25.7%), and 3 patients (8.6 %) presented with local re-
currences in the thyroid bed. Nine patients had isolated
elevation of stimulated Tg levels at 1 year without further
evidence of disease.

Predictive value of Tg at rhTSH-aided ablation

Tglevelsatablation ranged from 0 to 1927 ng/mL, with
values significantly higher in the group of patients with
persistent or recurrent disease (136.3 = 341.0 vs 17.9 =
49.1 ng/mL; P < .001).

Undetectable Tg was found in 13 patients. At 1 year,
one of them presented with recurrent disease.

Tg levels at ablation were not significantly different
between patients submitted to a 1-stage or 2-stage surgical
procedure(52.5 = 214.9vs 41.6 = 102.7ng/mL; P =.75).

Before thTSH administration, the range of TSH levels
was 0.01 to 3.7 pU/mL. All the patients had fT, and fT,
within the reference range.

ROC curve (Figure 1) analysis demonstrated that
stimulated Tg at ablation using thTSH was predictive of
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Figure 1. ROC curve of serum Tg measurements at ablation for the
diagnosis of persistent/recurrent disease 1 year after RAl ablation
{rhTSH-aided ablation group)

disease persistence 1 year later (area under the curve =
0.79, SE = 0.05, P < .001). A cutoff value of Tg level
was established at 7.2 ng/mL, with a sensitivity of
80.0%, specificity of 62.5%, PPV of 43.8%, and NPV
of 89.6%. This cutoff value was valid for both low-risk
patients (NPV = 89.2%) and intermediate- to high-risk
patients (NPV = 90.0%) (Supplemental Data, pub-
lished on The Endocrine Society’s Journals Online web-
site at http:/jcem.endojournals.org).

The presence of initial lymph node metastasis (P <
.001), aggressive histology (P =.03), and higher stage (P =
.001) were significantly associated with persistent or re-
current disease 1 year later (Table 1).

In multivariate analysis, Tg atablation appeared as an
independent prognostic marker at 1 year, irrespective of
the presence of initial lymph node metastases {also an in-
dependent prognostic marker), aggressive histology, and
higher stage (Table 2).

Group ablated after THW

We performed a similar analysis in the group of 142
patients submitted to RAI ablation after THW. Tg-Abs
were present in 17 patients that were excluded from the
analysis. Two patients were excluded due to missing data.

The characteristics of the included population (n =
123) are shown in Table 3. A 1-stage surgical procedure
was performed in 90 patients (73.2%), and 33 (26.8%)
were treated in 2 surgical stages.
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Table 2. Predictive Factors for Disease Persistence 1 Year After RAl Ablation: rhTSH-Aided Ablation Group
Univariate Analysis Multivariate Analysis
Persistent Di
Yes, % of Total OR (95% CI) P OR (95% CI) P
Tg
<7.2 ng/mL 7(10.4) 1 (ref) 1
>7.2 ng/mL 28 (43.8) 8.2(2.9-23.1) <.001 5.5(2.0-15.4) .001
Lymph node
NO/Nx 17 (16.3) 1 1
N1 18 (66.7) 10.2 (3.9-26.6) <.001 7.3(.4-22.1) <.001
Stage
-1l 18(19.8) 1
-1V 17 (42.5) 3.0(1.3-6.8) .007 1.5(0.5-4.2) 47
Aggressive variant
No 27 (23.5) 1 1
Yes 8 (50.0) 3.3(1.1-9.5) .03 1.8 (0.5-6.3) .39

Abbreviations: Cl, confidence interval, OR, odds ratio

Mean age at the time of surgery was 46.8 = 15.3 years.
Mean follow-up time after RAI ablation was 25.1 = 8.9
months.

Atotal of 95 patients (77.2 %) were considered as being
disease-free 1 year after ablation. In the group with per-
sistent or recurrent disease (n = 28),25 (89.3%) displayed

elevated Tg levels, 16 (57.1%) had an abnormal neck ul-
trasound, and 11 (39.3%) showed RAI uptake outside the
thyroid bed. This corresponded to the presence of proven
lymph node metastases in 11 patients (39.3%) (3 were
considered as N1a and 8 as N1b); distant metastases (lung
or bone) were present in 7 patients (25.0%). Recurrences

Table 3. Patient Characteristics at Diagnosis: THW Group
Free of Disease, Persistent/Recurrent

Parameter n (%) n (%) Disease, n (%) P

Total 123 95 (77.2) 28(22.8)

Gender
Fermale 104 (84.6) 82 (78.8) 22(21.2) .32
Male 19(15.4) 13 (68.4) 6(31.6)

Age, y 46.8 = 153 46.9 = 15.0 463 * 164 .57
<45 yr 57 (46.3) 44 (77.2) 13(22.8) .99
=45 yr 66 (53.7) 51(77.3) 1522.7)

TNM classification

40 (32.5) 29(72.5) 11(27.5) A0

12 35(28.5) 29(82.9) 6(17.1)
T3 44 (35.8) 35 (79.5) 9(20.5)
T4 4(3.3) 2 (50.0) 2 (50.0)
NO/Nx 103 (87.7) 87 (84.5) 16 (15.5) <.001°
N1 20(16.3) 8 (40.0)° 12 (60.0)°

Nla 11(8.9) 5 (45.4) 6 (54.5)

N1b 9(7.4) 3(33.3) 6 (66.7)

Stage
| 76 (61.8) 59 (77.6) 17 22.4) .08
Il 11(8.9) 9(81.8) 2(18.2)

1} 24 (19.5) 21 (87.5) 3(12.5)
[\ 12 (9.8) 6 (50.0) 6 (50.0)

Histology

Papillary 107 (87.0) 83 (77.6) 24 (22.4) .82

Multifocal 49 (45.8) 38(77.6) 11(22.4) .95
Follicular 16 (13.0) 12 (75.0) 4(25.0) .82
Aggressive variant®

No 96 (78.0) 79 (82.3) 17 (17.7) .01

Yes 27 (22.0) 16 (59.3)° 11 (40.7)°

3 Statistical analysis performed comparing NO/Nx vs N1
® Significant at univariate analysis

© Aggressive histology was defined if any of the following features was present: tall cell variant, solid variant, columnar cell variant, or vascular
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Figure 2. ROC curve of serum Tg measuremnents at ablation for the

diagnosis of persistent/recurrent disease 1 year after RAI ablation
{THW group).

in the thyroid bed occurred in 2 patients (7.1%). Ten pa-
tients had high levels of stimulated Tg at 1 year without
further evidence of disease.

Predictive value of Tg at ablation under
endogenous TSH stimulation

Tg levels atablation ranged from O to 691 ng/mL, with
values significantly higher in the group of patients with
persistent or recurrent disease at 1 year (123.6 = 166.6 vs
7.7 = 36.2 ng/mL; P < .001).

Anundetectable Tg was found in 16 patients. At 1 year,
all of them were free of disease.

All patients were hypothyroid before RAT administra-
tion, with TSH levels =30 pU/mL (mean = 89.2 = 39.4
#U/mL; range = 31-243 pU/mL). We found no correla-
tion between TSH and Tg levels (r = 0.16; P = .09).
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Tg levels at ablation were not significantly different
between patients submitted to a 1-stage or 2-stage surgical
procedure (35.3 = 101.3 vs 30.6 = 88.2 ng/mL; P = .81).

In the THW group, Tg measurement at ablation was
able to predict the presence of persistent or recurrent dis-
ease (area under the curve = 0.93; SE = 0.3 P < .001)
(Figure 2). When a cutoff value of 7.2 ng/mL was applied,
we obtained a sensitivity of 85.7 %, a specificity of 83.2%,
a PPV of 60.0%, and an NPV of 95.2 %. The same cutoff
was appropriate for both low-risk (NPV = 95.8%}) and
intermediate- to high-risk patients (NPV = 91.7%) (Sup-
plemental data).

The presence of lymph node metastasis (P < .001) and
an aggressive histology variant (P = .01) were also pre-
dictive of disease persistence 1 year later. Only Tg levels
and lymph node metastasis were independent predictors
of tumor persistence or recurrence 1 year later (Table 4).

Discussion

The follow-up of patients with DTC relies on serum Tg
measurements as an important modality for identifying
patients with persistent or recurrent disease, particu-
larly when total or near-total thyroidectomy followed
by RAI remnant ablation has been performed. Tests
with high NPV are particularly useful in the follow-up
of patients with DTC, because they allow the identifi-
cation of the vast majority of patients unlikely to ex-
perience disease recurrence. The definition of disease-
free 8 to 12 months after ablation implies an undetectable
stimulated serum Tg together with a normal neck ultra-
sound, provided that there was no uptake outside the
thyroid bed in post-treatment WBS (3, 4). This is based
on the high NPV of stimulated Tg levels at this time:
patients with an undetectable Tg have a 95% to 99.5%
likelihood of being completely free of tumor on long-
term follow-up (9, 26).

Table 4. Predictive Factors for Disease Persistence 1 Year After RAI Ablation: THW Group

Univariate Analysis

Multivariate Analysis

Persistent Di:

Yes, % of Total OR (95% ) P OR (95% Q) 2

Tg

<7.2 ng/mL 4(4.8) 1 (ref) 1

>7.2 ng/mL 24 (60.0) 296(9.0-97.1) <.001 26.0(7.3-92.5) <.001
Lymph node

NO/MNX 16 (15.5) 1 1

N1 12 (60.0) 8.2(2.9-23.1) <.001 7.2 (1.7-30.3) .007
Aggressive variant

No 17 (17.7) 1 1

Yes 11 (40.7) 3.2(1.3-81) 011 2.56 (0.70-9.32) 155

Abbreviations: Cl, confidence interval; OR, odds ratio
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In recent years, several studies assessed the predictive
value of serum Tg measured at the time of remnant abla-
tion (7-9, 27-33), after THW. Although there was a wide
range of values for sensitivity (47.1%-94.9%), specificity
(54.1%-94.1%), and PPV {26.0%-75.0%) among differ-
ent studies, the NPV showed a much narrower variation
(81.6%-99.2%). A meta-analysis involving nearly 4000
patients confirmed that preablation Tg levels can be a use-
ful negative predictor of persistent or recurrent DTC (11).
The authors defined a cutoff of 10 ng/mL for optimal sen-
sitivity and specificity. About 70% of patients had Tg lev-
els below this threshold, and the overall NPV was 94.2%.

In this study, we evaluated the predictive value of Tg at
the time of rhTSH-aided ablation. Our results show that
Tg at ablation was an independent predictor of disease
persistence or recurrence 1 year later. Based on the ROC
curve analysis, we defined a Tg cutoff of 7.2 ng/mL as
being the most adequate for optimal sensitivity and spec-
ificity. A patient with a Tg below this threshold had a
likelihood of about 10% of having persistent disease 1
year later, and this holds true whether the patient was
considered low- or intermediate- to high-risk. For com-
parison, we performed the same analysis in a clinically
similar group of patients ablated after 1-T, withdrawal.
Using the same cutoff, a patient with endogenously stim-
ulated Tg below 7.2 ng/mL had a §% likelihood of having
persistent or recurrent disease.

Although the follow-up time of this study is relatively
short, stimulated Tg at rhTSH-aided ablation was able to
predict a disease-free status at a critical time during the
follow-up of patients with DTC (9, 26). This simple de-
termination has the potential to be used by clinicians as a
tool in dynamic risk stratification of the patients and, com-
bined with other factors known to have prognostic impli-
cations, may be useful in forecasting a good outcome. In
clinical practice, stimulated Tg at ablation may help phy-
sicians in establishing the optimal TSH level for the indi-
vidual patient. Initial TSH suppression (<<0.1 mU/L) is
recommended for intermediate- and high-risk patients,
whereas a TSH at or below the lower limit of the reference
range is recommended for low-risk patients (3). Adverse
effects of TSH suppression include the known conse-
quences of subclinical thyrotoxicosis, namely exacerba-
tions of ischemic heart disease and atrial fibrillation. Pa-
tients with relevant cardiovascular disease are ideal
candidates for rhTSH-aided ablation, because a period of
hypothyroidism may also deteriorate their health status.
The knowledge of the NPV of stimulated Tg at rhTSH-
aided ablation may cause the physician to refrain from
TSH suppression, an approach that can have important
iatrogenic effects in patients with cardiovascular disease.
The predictive value of Tg at rhTSH-aided ablation seems
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also valid for intermediate- to high-risk patients. This can
be helpfulinthe follow-up strategy of these patients, as less
consensus and fewer guidelines are available. A simple test
with high NPV has the potential to decrease the frequency
of repeated stimulated Tg measurements and neck ultra-
sounds. Further studies will be necessary to specifically
address the aforementioned issues.

When rhTSH is used in the preparation for remnant
ablation, Tg is measured in the fifth day after the first
injection, 48 hours after RAI administration. A previous
study raised concerns about the significance of serum Tg
levels whenever rhTSH is used (25). Taieb et al (25) eval-
uated the sequential changes in serum Tg after RAl abla-
tion in 26 consecutive hypothyroid patients: Tg levels in-
creased during the next 48 hours after *'[ administration
due to thyroid cell damage; furthermore, serum Tg levels
measured at 48 hours were not correlated with baseline Tg
levels. These data raised the question of whether or not
rhTSH-stimulated Tg at ablation could be used as a pre-
dictive tool. Our study demonstrates that rhTSH-stimu-
lated serum Tg has predictive value for disease persistence
or recurrence 1 year later, in a sample of 131 patients,
using a follow-up protocol in accordance with both Eu-
ropean and American guidelines. Furthermore, when we
compare the results obtained with rhTSH-stimulated and
the cohort of patients prepared with THW, the NPV of the
test was only slightly higher (89.6% vs 95.2%).

It is well known that TSH levels are a fundamental
determinant of Tg levels in the follow-up of patients with
DTC. In this study, we found no correlation between TSH
and Tg in the THW group. In this setting and as long as
there is appropriate stimulation (TSH > 30 wU/mL), it
seems that TSH is not a major determinant of Tg levels. A
similar analysis is not presented for the rhTSH-aided ab-
lation group, as blood was not collected in the third day
(peak TSH) after the first thTSH injection but only in the
fifth day, precluding an accurate investigation of the re-
lationship between peak TSH and Tg levels.

The cutoff value defined in this study is close to the
threshold established in most studies performed in hypo-
thyroid conditions. Infact, if the cutoff suggested by Webb
etal(11) wasused (10 ng/mL) inour series, the NPV would
be 89.3% for rhTSH-stimulated Tg and 94.4% for en-
dogenously stimulated Tg (data not shown). When Tg
measurement is used for tumor detection in the follow-up
of patients with DTC, the stimulated levels were reported
to be lower if rhTSH is used in comparison with THW
(34). At variance with hypothyroidism, rhTSH-aided ab-
lation requires a Tg test after RAl administration. This can
contribute to elevated Tg levels, through RAl-induced cel-
lular damage, in rhTSH-stimulated patients. Although a
comparison between absolute stimulated Tg levels per-
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formed under different conditions should be made with
caution dueto the reasons mentioned above, similar cutoff
values for the prediction of absence of disease at ablation
were found in this cohort.

Astudy by Giovanella et al (35) evaluated the predictive
value of Tg measurement before rhTSH-aided ablative
therapy for detecting metastases. Serum Tg was deter-
mined while the patients were under T treatment and a
highly sensitive Tg assay was used (functional sensitivity =
0.2 ng/mL). The cutoff level for persistent/recurrent dis-
ease derived from the ROC curve was 0.65 ng/mL. This
study raised the possibility of using postsurgery basal Tg
levels determined by a second-generation assay as a pre-
dictive tool. Unfortunately, this methodology is not
widely available. The fact that most patients were submit-
ted to total thyroidectomy with lymph node dissection in
the central compartment may also contribute to the good
results obtained with the aforementioned test.

There is controversy about the risk-benefit ratio of pro-
phylactic central compartment node dissection. The pro-
cedure allows a more precise staging (36) and may de-
crease regional recurrence and mortality (37). On the
other hand, other studies demonstrated higher morbidity
with no reduction in the recurrence rates (38, 39). The
absence of routine central lymph node dissection in our
hospital may implicate a less precise staging of the patients
and may contribute for the relatively high number of local
recurrences. In this situation, rhTSH-stimulated Tg at ab-
lation may play an important role as an independent pre-
dictive evaluator. Further evidence is required concerning
the putative value of rhTSH-stimulated Tg at ablation as
away of predicting disease-free status when prophylactic
central-compartment neck dissection is performed.

In conclusion, our results demonstrate that when
rhTSH is used, stimulated Tg at ablation may be used as
a prognostic marker, allowing the definition of a group of
patients with a high probability of being disease-free 1
year after ablation. Based on our data, we recommend an
institutional cutoff value similar to the one established for
Tg at ablation after THW.
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Table 1- Sensitivity, specificity, positive predictive value (PPV) and negative predictive value
(NPV) of established Tg cutoff (7.2 ng/mL) for the low-risk and intermediate to high-risk
groups (thTSH-aided ablation group)

Cutoff=7.2 ng/mL Sensitivity (%) Specificity (%) PPV (%) NPV (%)
Overall 80.0 62.5 43.8 89.6
Low-risk 55.6 58.9 17.9 89.2
Intermediate to high-risk 88.5 67.5 63.9 90.0

XXVII



XXVII

Table 2- Sensitivity, specificity, positive predictive value (PPV) and negative predictive value
(NPV) of established Tg cutoff (7.2 ng/mL) for the low-risk and intermediate to high-risk
groups (THW group)

Cutoff=7.2 ng/mL Sensitivity (%) Specificity (%) PPV (%) NPV (%)
Overall 85.7 83.2 60.0 95.2
Low-risk 85.7 82.1 54.6 95.8
Intermediate to high-risk 78.6 84.6 64.7 91.7




Table 3- Number of patients in ecach category of anatomic distribution (N1la, N1b) and of
number of metastatic lymph nodes. Numbers between parentheses represent patients in whom

extranodal growth was documented.

Number of metastatic lymph nodes

1-2 3-6 >6
rhTSH group
Nla 17 (8) 3(0) 0
N1ib 3(2) 3(1 1(1)
THW group
Nla 5(2) 52 1(0)
N1b 2(D 3(2 4(2)
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Frequency of TERT promoter mutations in human
cancers
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Valdemar Méximo'3 & Paula Soares'3

Reactivation of telomerase has been implicated in human tumorigenesis, but the underlying
mechanisms remain poorly understood. Here we report the presence of recurrent somatic
mutations in the TERT promoter in cancers of the central nervous system (43%), bladder
(59%), thyroid (follicular cell-derived, 10%) and skin (melanoma, 29%). In thyroid cancers,
the presence of TERT promoter mutations (when occurring together with BRAF mutations) is
significantly associated with higher TERT mRNA expression, and in glioblastoma we find a
trend for increased telomerase expression in cases harbouring TERT promoter mutations.
Both in thyroid cancers and glioblastoma, TERT promoter mutations are significantly
associated with older age of the patients. Our results show that TERT promoter mutations are
relatively frequent in specific types of human cancers, where they lead to enhanced
expression of telomerase.
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widespread feature in human cancers, although the genetic

basis remains poorly understood in many cancer types.
Somatic mutations in the coding region of TERT (human
telomerase reverse transcriptase) are infrequent in human
tumours, but germline and somatic mutations in TERT promoter
were recently found in a hi%h percentage of human melanomas
and human cancer cell lines™2. Such mutations occurred in two
hotspot positions, located — 124 and — 146bp upstream from
the ATG start site (— 124 G>A and —146 G>A, C>T on
opposite strand) and conferred enhanced TERT promoter
activity?, by putatively generating a consensus binding site
(GGAA) for ETS transcription factors within the TERT promoter
regionl'z.

Our aim was to investigate whether the aforementioned TERT
promoter mutations were present in cancer types other than
melanoma, having for that matter screened 741 primary tumours
from the thyroid, kidney, bladder, gastrointestinal stromal
tumour (GIST), adrenal medulla (phacochromocytomas) and
central nervous system (CNS). Besides skin melanoma, we have
also included ocular melanoma (not studied in the previous
reports), benign lesions of the thyroid and skin and 58 human
cancer-derived cell lines. Our results highlight TERT promoter
mutations as frequent events in specific types of human cancers.

R eactivation or re-expression of telomerase is referred to be a

Results

TERT mutations in tumours and cell lines. Overall, TERT
promoter mutations were found in 142 (19%) human tumour
samples (Table 1; Fig. 1a) and 14 (24%) human cell lines (Fig. 1b;
Supplementary Tables S1 and $2). The — 124-bp mutation was
the most frequent, being present in 99 cases, whereas the — 146-
bp mutation was present in 43 cases. The — 124 G> A and — 146
G > A mutations were found in a mutually exclusive fashion. Two
tandem GG>AA mutations at positions — 124/ —125 and
— 138/ —139bp were observed in one cell line each
(Supplementary Fig. SI and Supplementary Table S1). TERT
promoter mutations were not detected in normal thyroid tissue
nor in benign lesions (nevi, thyroiditis, goitres and adenomas).
No mutations were detected in 26 kidney cancers, 17 phaco-
chromocytomas and 36 GISTs.

TERT mutations in melanoma. We have analysed both skin and
ocular melanomas, a type of melanoma that was not previously
studied™. TERT mutations were present in 16 out of 56 (29%)
skin melanomas, but absent in the 25 ocular melanomas
(Table 1). All the four skin melanoma-derived cell lines but
none of the six ocular melanoma-derived cell lines harboured
TERT mutations (Fig. 1b and Supplementary Table S1). Ten out
of 16 (63%) skin melanomas with TERT mutation also harboured
the BRAFV600E mutation, whereas the BRAF mutation was
present in 9 out of 38 (24%) melanomas without TERT mutation
(P=0.01, Fisher’s exact test, two-sided) (Supplementary Fig. S2
and Supplementary Table $3).

TERT mutations in CNS tumours. In CNS tumours, TERT
promoter mutations were found in 43% (51/118) of all cases
with an equal prevalence of both mutations (Table 1 and
Supplementary Table $4). The frequency of TERT mutations was
different according to the tumour histology and grade (Fig. 1¢):
although pilocytic astrocytomas (World Health Organization
(WHO) grade 1) and diffuse astrocytoma (WHO grade 2) showed
a lower frequency of mutations (8% and 15%, respectively),
the most aggressive form, glioblastoma multiforme (GBM;
WHO grade 4), present the highest frequency of TERT mutations
(62%). Oligodendrogliomas (WHO grade 2) and anaplastic

2

Table 1 | Prevalence of TERT promoter recurrent mutations
in human cancers.
Organ/tissue Numb TERT N (%)
Melanocytes
Nevi 9 0
Skin melanoma 56 16 (29%)
Ocular melanoma 25 0
CNS
Pilocytic astrocytoma 13 1(8%)
Diffuse astrocytoma 20 3 (15%)
Oligodendroglioma 22 10 (45%)
Anaplastic oligodendroglioma 24 13 (54%)
Glioblastoma 39 24 (62%)
Thyroid
Benign 8 0
PTC 169 13 (8%)
FTC 64 9 (14%)
PDTC 14 3 (21%)
ATC 1% 2 (13%)
MTC 28 0
Bladder
Low grade 21 14 (67%)
High grade 61 34 (56%)
Kidney
CCRCC 12 0
CromRCC - 0
PRCC 10 0
Adrenal
Phaeochromocytoma 17 0
GI
GIST 36 0
Total M 142 (15%)
ATC, anaplastic thyroid carcinoma; CCRCC, dear cell renal cell carcinoma; CNS, central nervous
system; CromRCC, chromophobe renal cell carcinoma; FTC, follicular thyroid carcinoma;
Gl, gastrointestinal; GIST, gastraintestinal stromal tumour; MTC, medullary thyroid carcinoma;
POTC, poorly differentiated thyroid carcinoma; PRCC, papillary renal cell carcinoma; PTC,
papillary thyroid carcinoma.

oligodendrogliomas (WHO grade 3) also harboured a high fre-
quency of TERT mutations (45% and 54%, respectively).

The presence of TERT mutations was significantly associated
with a higher mean age at diagnosis (Supplementary Table S5) in
CNS patients as a whole (P<0.0001; Mann-Whitney test, two-
tailed) and also in GBM patients only (P=0.0247; Mann-
Whitney test, two-tailed); in oligodendroglioma patients, we
found the same trend, although not statistically significant
(P=0.0709; Mann-Whitney test, two-tailed). In addition, we
observed that, in a subset of 14 GBM (8 TERT wild-type tumours
and 6 TERT-mutated tumours), the tumours with TERT
mutations showed a trend to increased immunohistochemistry
(IHC) expression of telomerase, although this difference was
not statistically significant (P=0.4250; Mann-Whitney test,
two-tailed) (Fig. 2).

TERT mutations in thyroid cancer. We analysed a large series of
follicular cell-derived thyroid samples including normal thyroid
(n=27), benign (n=81) and malignant lesions (n=263)
(Table 1 and Supplementary Table $6). TERT mutations were
only detected in malignant tumours (10%) (Fig. 1d), namely in
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Figure 1| Freq and ic ill of TERT promoter mutations in human cancers. Graphics depict the overall frequency of 7TERT mutations

in the four tumour types where TERT mutations were detected (@) and a bar plot showing the number of cell lines of different origin that harbour
TERT mutations (b). The frequency and type of TERT mutations in different histological subtypes of CNS (e), thyroid (d) and bladder (e) tumours is also

shown. A, diffuse astrocytoma; AO, anaplastic oligodendroglioma; ATC, anapl
0, aligodendroglioma; PA, pilocytic astrocytoma; PDTC, poorly differentiated

lastic thyroid carcinoma; GB-glioblastoma; FTC, follicular thyroid carcinoma;
thyroid carcinoma.
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Figure 2 | IHC for TERT in two glioblastomas. (a)A tumour without TERT expression and without 7ERT mutation. (b) A tumour with positive staining both
in nucleus and cytoplasm that also harboured a TERT mutation. The graph (¢) displays quantification of TERT nuclear expression level (IHC) in

glioblastomas with and without TERT mutation. We have measured the exte
moderate or strong) of TERT nuclear staining in 14 glioblastomas (eight TER
independent observers and is the product of extent and intensity of the staini
in TERT-mutated gliomas, although the difference was not statistically signifi

11% of papillary thyroid carcinomas (PTCs), 14% of follicular
thyroid carcinomas, 21% of poorly differentiated thyroid carci-
nomas and 13% of the anaplastic thyroid carcinomas. Within the
group of PTC, TERT mutations were detected to be associated to
the so-called conventional PTC (¢cPTC) (11%).The majority of
TERT-mutated thyroid cancers harboured the 124 G>A
mutation (22 out of 27 cases) (Fig. 1d and Supplementary
Table S7). In thyroid cancer patients, TERT mutations were sig-
nificantly associated with guarded prognosis features such as
larger tumours (£=0.008; Mann-Whitney test, two-tailed),
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nt (<25%, 25-50%, 50-75% and >75%) and the intensity (absent, faint,
T wild type and six TERT mutant). The scoring was performed by two

ng (Methods). Scale bar, 200 um. There is a trend to higher TERT expression
cant (P — 0.4250; Mann-Whitney test, two-tailed). Bars represent s.e.m.

older patients (<0.0001; Mann-Whitney test, two-tailed)
and male gender (=0.0312; Fisher’s exact test, two-sided)
(Supplementary Table S5). After histotype stratification, such
correlations were only kept in the group of ¢PTC where we
also found significant associations with lymph node metastasis
(P=10.0318; Fisher's exact test, two-sided) and BRAFVG0OE
mutation  (P=0.001;  Fisher's exact test, two-sided)
(Supplementary Fig. S2 and Supplementary Table $8). Accord-
ingly, we verified by quantitative RT-PCR (qPCR) that TERT
mRNA is expressed at variable amounts in thyroid tumours, and
3
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Figure 3 | Quantification of TERT mRNA expression level in thyroid tumours. We have performed qPCR in normal thyroid tissue (N), a pool of
mMRNA of nine normal thyroids (pool N) and thyroid tumours with different genctic backgrounds: without known genetic alterations (wit), with BRAF
mutation (B), with RET rearrangement (RET), with RAS mutation (R), with TERT mutation (T), with TERT and BRAF mutations (BT) or with RAS and TERT
mutations (RT). (@) Each bar represents TERT mRNA expression in an individual tumour measured in triplicate. TERT mRNA levels were normalized
against TBP mRNA levels. (b) Quantification of TERT mRNA mean expression level in thyroid tumours with and without TERT mutation. Error bars represent

s.e.m. The difference is statistically significant (P<0.0001, unpaired t-test).

the ones with coexistent TERT and BRAF mutations showed the
highest levels of TERT mRNA expression (P=0.0001, unpaired
t-test; Fig. 3).

TERT mutations in bladder cancer. In bladder cancer, TERT
mutations were frequently detected (48/82; 59%) both in low-
grade tumours (14/21; 67%) and high-grade tumours (34/61;
56%) (Table 1 and Fig. le; Supplementary Table S9). The — 124
G> A mutation was present in 30 cases, whereas the — 146 G> A
was found in 18 cases. No association was found between the
presence of the mutation and the age of the patients.

No mutations were detected in 26 kidney cancers, 17
phacochromocytoma and 36 GISTs (Supplementary Tables S10,
S11 and S12, respectively).

Discussion

Recent findings have described that TERT promoter mutations
arise as a novel mechanism of telomerase reactivation/expression
in human cancers’2 In this work, we report for the first time the
presence of these mutations in different histotypes of thyroid
cancer, and our results validate the findings reported by others in
melanoma, bladder and gliomas'~?. Furthermore, we present for
the first time evidence showing that TERT promoter mutations
are significantly associated with increased TERT mRNA
expression in thyroid cancers. We also found a trend for
increased telomerase expression in cases of GBM harbouring
TERT promoter mutations, In thyroid cancers, TERT mRNA was
particularly high in cases harbouring both TERT and BRAF
mutations.

The location of these mutations in the TERT promoter, rather
than the coding region of the gene, creating additional binding
sites for transcription factors, represents also a novel mechanism
of genetic activation in cancer.

The frequency of TERT mutations we detected in skin
melanomas is similar to that reported by Horn et all in
primary melanomas (33%), but lower than the frequency found
by the same authors in metastatic melanomas (85%) and by
Huang ef al? in a series of 70 melanomas and short-term
cultures™. In our series, we have analysed few metastatic
melanomas that did not show a significantly higher percentage
of TERT mutations. As our series is too small to allow a
conclusion, it remains to be verified if there is an increased

4

frequency of TERT mutations in metastatic melanomas, as
suggested by previous reports .

We have confirmed, in skin melanomas, the significant
association between TERT and BRAF mutations, as previously
advanced by Horn et al!, which we now also demonstrate in
thyroid cancers. Interestingly, in benign nevi, which frequently
harbour BRAF mutations, we did not detect TERT mutations.
This finding, together with the high frequency of TERT mutations
in metastatic melanomas’, suggests that, although BRAF
mutations are thought to be an early event in melanoma
genesis, TERT mutations may occur at a later stage.

No TERT promoter mutations were found in ocular melano-
mas, which, at variance with skin melanomas, harbour GNAQ
mutations instead of BRAF mutations®”. Our results further
support the assumption that ocular melanomas result from
different etiopathogenic mechanism than skin melanomas®®.,

Qur data on CNS tumours indicate that TERT promoter
mutations are frequent events in gliomas, particularly in GBM
where the highest mutation frequency was found. It has been
shown that TERT mutations conferred enhanced TERT promoter
activity in vitro™?; our findings fit with this assumption because
we observed that GBM with TERT promoter mutations appear to
display increased telomerase expression, despite the limited
sensitivity of IHC and the low number of cases analysed. Qur
results are also in concordance with those of Lotsch et al.” who
reported that 60% of GBMs were positive for TERT mRNA and
telomerase activity’. It will be interesting to assess whether the
GBM positive for telomerase activity described by Lotsch ef al.”
also harbour TERT promoter mutations. Our findings also
indicate that TERT mutations are associated with older patients,
in accordance with a recent report®. The high frequency of TERT'
mutations in CNS tumours, particularly in intermediate and
high-grade tumours, opens a window for new approaches in the
therapy of CNS tumours.

In thyroid cancer, TERT mutations were only found in
follicular cell-derived cancers (PTC, follicular thyroid carcinoma,
poorly differentiated thyroid carcinoma and anaplastic thyroid
carcinoma). No mutations were detected in medullary thyroid
carcinomas, as described by Killela e al.?, nor in normal thyroid
and benign lesions, such as goitre, adenomas or thyroiditis; this
finding fits with previous studies that reported telomerase
expression in malignant lesions and not in normal tissue or
hyperplastic lesions®®. TERT mutations were associated with
clinicopathological features (older age, increased tumour size and
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male gender), but, after histotype stratification, these associations
were only maintained in cPTC. Studies in larger series will be
necessary to darify these associations. In ¢PTC, TERT mutations
were associated with BRAF mutation, highlighting the coexistence
of activation of BRAF and TERT, previously reported in
melanoma’ (Supplementary Fig. S2). Our results reinforce the
hypothesis of a link between BRAF activation and telomerase
expression, which can be mediated by transcription factors
binding to the newly created consensus binding sites, as
previously advanced by Horn et al!. Both in thyroid carcinoma
and melanoma, it seems that a ‘background’ status of activated
BRAF enhances the effects of TERT promoter mutation. Our
results in TERT mRNA expression strengthen this assumption,
showing, for the first time, an increased TERT expression in
tumours harbouring BRAF and TERT mutation (Fig. 3). Further
observational and mechanistic studies are needed to clarify these
points.

TERT alterations seem to constitute an early and frequent
event in bladder cancer. These findings fit with the high
prevalence of telomerase activity previously described in bladder
tumours!’, The recurrent hotspot mutations in TERT were
advanced to be, in melanomas, induced by ultraviolet radiation?.
Bladder is a target for several chemical carcinogens; it remains to
be found whether TERT mutations can also result from the action
of such agents. The identification of TERT mutations in urine
may provide a biomarker for early diagnosis and monitoring of
bladder cancer.

No TERT mutations were detected in kidney cancers, nor in 17
phaeochromocytoma and 36 GISTs. The underlying reasons for
the tissue specificity of TERT mutations remain to be darified.
We can hypothesize that TERT mutations can be present in two
settings. As described by Killela et al?, TERT mutations can be
relevant in tissues with relative low rates of self-renewal, which
fits with our findings in follicular cell-derived thyroid cancer and
gliomas where they are associated with the older age of the
patients. On the other hand, these mutations can also result from
environmental factors such as ultraviolet radiation and chemical
carcinogens as suggested by their high frequency in melanoma,
bladder and tongue! . In summary, our data identify TERT
mutations as common events in human cancers and support the
assumption that TERT promoter mutations may be one of the
mechanisms that underlies telomerase reactivation in several
types of human tumours.

Methods

Human cancer samples. All the procedures described in this study were in
accordance with national and institutional ethical standards and previously
approved by Local Ethical Review Committees. According to Portuguese law,
informed consent is not required for retrospective studies.

Formalin-fixed, paraffin-embedded tissues from nine cases of sporadic nevi, 56
cases of sporadic skin melanomas and 25 cases of ocular melanoma were retrieved
from the files of the Hospital S. Jodo {HSJ)/Medical Faculty of Porto (FMUP),
Porto, Portugal, the Department of Pathology of HS] and the Department of
Pathology of Hospital S. Marcos (HSM), Braga, Portugal. Clinicopathological and
follow-up data were retrieved from the files of the Department of Pathology,
Department of Dermatology and Oncology Registry of HSJ and Department of
Pathology of HSM, and from RORENO {Oncology Reglstry of North Region). All
skin mel cases were luated and staF g to the seventh edition
of the American Joint Committee on Cancer'l. The ovemll female:male ratio was
1.2:1. The mean age of the patients was 58 years for females {s.d. £ 17.6), with a
range from 9 to 94 years, and 62 years for males {s.d. £ 13.1), with a range from 33
to 79 years.

melanoma subtype, age, gender, thickness and molecular analysis of TERT, BRAF
and NRAS is compiled in Supplementary Table $3.

Pormalin-fixed, paraffin-embedded tissues from 372 tumours and tumour-like
lesions of the thyroid and 27 normal thyroids were collected from the files of
IPATIMUP, HSJ/FMUP and the Portuguese Institute of Oncology, Coimbra,
Portugal. The histology of all tumour samples was revised, and the final
classification was made accordmg to the WHO n:ntena‘Z In Supplememary Tables
S6 and S7, we have d the
dassification of the lesions, gender, mean age of the pallen(s, molecular data and
the size of the tumours.

Representative formalin-fixed paraffin-embedded samples from 118 gliomas
were retrieved from pathology archives of the Department of Pathology of
HSJ/FMUP and the Department of Pathology of HSM, Braga, Portugal. The
tumours were reviewed and classified according to the WHO classification of CNS
tumours (2007) (ref. 13,14). This cohort includes lesions that were classified as
pilocytic astrocytoma (= 13), astrocytoma grade 2 (7= 20), oligodendroglioma
{n= 22), anaplastic oligodendroglioma {7 = 24) and glioblastoma (n = 39). Purther
information regarding the CNS cases is available in Supplementary Table $4.

Pormalin-fixed, paraffin-embedded tissues were collected from 82 patients with
non-muscle invasive bladder cancer who underwent transurethral resection of the
bladder malignant tumours in the Portuguese Institute of Oncology, Porto.
Haemaloxy‘lm—eosm smmed sections were reviewed according to the standard

logical ion by two independ hologists. Staging and
gradmg were conducled according to the American ]mn( Committee on Cancer'!,
and the 2004 WHO classifi system!%. Suppl y Table S9 summarizes
the chmcopathologwal parameters.

For d, paraffi bedded tissues from 26 kidney cancers were
collected from Lhe HS)/PMUP. Cases were dlassified as clear cell renal cell
carcinoma {n=12), ch yphobe renal cell c: {n=4) and papillary renal
cell carcinoma (7= 10). Information addressing the diagnosis, age, gender, nuclear
grade and sxagmg is obtainable in Supplementary Table S10.

For fixed, paraffi bedded tissues from 17 pheochromocytomas were
collected from the HSJ/EMUP and IPATIMUP Porto, Portugal. Supplementary
Table S11 izes the clini

Pormalin-fixed, paraffin- embedded tissues imrn 36 GIST were collected from
the HSJ/EMUP and IPATIMUP, Porto, Portugal. Tumours were classified
according to the WHO pathological classification'®, and the parameters analysed in
each case incduded: age, gender and tumour size. These data and the molecular
characterization of these tumours can be observed in Supplementary Table S12.

Cell lines. DNA from 58 cell lines deposited in IPATIMUP cell line bank was
retrieved. All the cell lines were authenticated using DNA profile analysis, obtained
with the PowerPlex 16 system {Promega, Madison, USA), according to the DNA
profiles available in American Type Culture Collection and Health Science
Research Resource Bank.

DNA extraction. DNA from formalin-fixed, paraffin-embedded tissues was
retrieved from 10-um cuts after careful microdissection. DNA extraction was
performed using the Ultraprep Tissue DNA Kit {AHN Biotechnologie, Nordhau-
sen, Germany) following the manufacturer’s instructions.

RNA extraction. Total RNA was extracted from frozen thyroid tumours (n = 24)
and normal tissue specimens (n=3) using a Trizol commercial kit (Life Tech-
nologies, GIBCO BRL, Carlsbad, CA) accordmg to the manufacturer’s protocol.
RNA was quantified spect ically, and its quality was checked by ana-

lysis of 260/280nm and 260/230 nm ratios.

PCR and Sanger sequencing. Coding regions of BRAF, GNAQ HRAS, NRAS,
cKIT and PDGFR were screened for mutations in DNA extracted from paraffin
blocks using PCR and Sanger sequencing. The genetic characterization of part of
the tumours had already been previously reported. Por information on primers and
PCR conditions, see refs 5,17,18. To screen for TERT promoter mutations, we
analysed the hotspots previously identified by PCR followed by Sanger sequencing.
TERT promoter mutation analysis was performed with the pair of primers
PWTERT: 5'-CAGCGCTGCCTGAAACTC-3' and RWTERT: 5'-GTCCTGCCCC
TTCACCTT-3'. Amplification of genomic DNA {25-100 ng) was performed by
PCR using the Qiagen Multiplex PCR kit (Qiagen, Hilden, Germany) according to
the manufacturer’s instructions. Sequencing reaction was performed with the ABI
Prism BigDye Terminator Kit {Perkin-Elmer, Foster City, CA), and the fragments
were run in an ABI prism 3100 Genetic Analyser {Perkin-Elmer). The sequencing
reamon was performed in a forward direction, and an independent PCR

ing, both in a forward and reverse direction, was performed

Follow-up data were available for 53 patients, including the di is of
metastases, through the evaluation of the patients or direct interview with their
relatives and by review of in-hospital patient filesyRORENO. The mean follow-up
time of patients was 41 months (range 1-170). During follow-up, 5 (9%) patients
developed (lymph node, liver or brain) metastases and 8 (15%) patients died due to

in posmve samyles or samples that were inconclusive.

Quantitative RT-PCR. qPCR for human TERT was performed in 28 thyroid
samples, 24 tumours and 3 normal tissue specimens. We also included a normal

- il :he Tast foll Pa“em: Jrere al:ve and wrthmit e::gle:ceﬂ;f reference that was produced by pooling RNAs from nine samples of normal
5 8 thyroid tissue'?.
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Por cDNA preparation, 1 jig of total RNA was reverse transcribed using the
RevertAid first strand cDNA synthesis kit {Fermentas, Burlington, ON, Canada).
Reverse transcription products were amplified for the TERT by qPCR {IDT; no.
HS.PT.56a.40988589) using TaqMan PCR Master Mix (Applied Biosystems, Foster
City, CA, USA) with TBP gene (TATA-binding protein) as endogenous control
{Applied Biosy no. 432632 . The ABI PRISM 7500 Fast Sequence
Detection System (Applied Biosystems) was used to detect the amplification level
and was programmed to an initial step of 2 min at 50°C, 10 min at 95 °C, followed
by 45 cycles of 95°C for 15s and 60 °C for 1 min. TBP and TERT amplifications
were done in triplicate using 1 il of cDNA {~ 50 ng) for each sample. The relative
quantification of target genes was determined using the AACT method, which was
previously validated by Livak’s Linear Regression Method (slope = 0.0696)
{Sequence Detector User Bulletin 2; Applied Biosystems).

CH Oy

10. Sanchini, M. A. et al. Relevance of urine telomerase in the diagnosis of bladder
cancer. JAMA 294, 2052-2056 {2005).

11. Edge, S. B. et al. AJCC Cancer Staging Manual {Springer, 2010).

12. DeLellis, R. A., LR, Heitz, P. U. & Eng, C. {eds) World Health Organization
Classification of Tumours. Pathology and Genetics of Tumours of Endocrine
Glands (IARC Press, 2004).

13. Kleihues, P. & Cavenee, W. K. Pathology and Genetics of Tumours of the
Nervous System (IARC Press, 2000).

14. Louis, D. N. et al. The 2007 WHO dlassification of tumours of the central
nervous system. Acta Neuropathol. 114, 97-109 2007.

15. Sauter, G. ef al. in WHO Classification of Tumors. Pathology and Genetics of
Tumors of the Urinary System and Male Genital Organs. (eds Eble, .N., Sauter,
G., Epstein, LI & Sesterhenn, L.A.) (IARC Press, 2004).

16. Fletcher, C. D. et al. Diagnosis of gastrointestinal stromal tumors: a consensus

y. IHC for tel was performed in
tumour tissue sections of 14 gliobl Briefly, dep d and rehydrated
sections were subjected to microwave treatment in 10mM sodium citrate buffer,
PH 6.0, for antigen retrieval. The sections were incubated overnight at 4°C in a
humidified chamber with the primary antibody telomerase {polyclonal, rabbit,
1:500) from Rockland Immunuchemlcals Inc Gllberlswlle, PA The detection was
performed with a labelled ion system
{Thermo Sclcmlﬁc/Lab Vision, Pmmom, USA), and the immunochistochemical
staining was developed with 3,3'-diaminoh Omission of the
primary antibody incubation was used as negative control. Previously tested liver
cancer case was used as positive control. I[HC evaluation was performed inde-
pendently by two observers (V.M. and J.L.). An IHC score was established, which
corresponded to the product of the intensity of expression (absent=0, faint=1,
moderate =2 and strong = 3) with the tumour extent of protein expression
{0-25% =0, 26-50% =1, 51-75% =2 and >75%=3) (ref. 6).

ical analysis was conducted with StatView for Win-
dows, version 5.0 (SAS Institute, Cary, NC). The results are expressed as a per-
centage or mean 1 s.d. Statistical analysis was performed both on the whole series
and considering the different groups of lesions. For the analysis of the relationship
between patients age, tumour size and TERT status of the tumours, we used the
unpaired t-test, Mann-Whitney test and analysis of variance. Pisher’s exact test was
used in the statistical analysis of the other parameters. Graphs and figures were
done in GraphPad v6.0. Results were considered statistically significant if 2<0.05.
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SUPPLEMENTARY INFORMATION FOR JVINAGRE - NCOMMS-13-03296-A

chromosome 5§

|p15:33 ] p15.2 - pI3.1
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3..CAICGCGGGGGIGGCCGGGGCCAGGGCTICCCACGIGCGCAGCAGGACGCAGCGCIGCCIGAAACICGCGCCGCGAGG, GGGAGGGGCIGGGAGGGCCCGG, G 5GGGCT:
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-124 G>=A mutation -138/-139 GG/AA tandem mutation -146 G=A mutation

Supplementary Figure $1 - The panel illustrates the three mutations identified in this

study and their location in chromosome 5 in relation to the TERT ATG translation start
site.
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Supplementary Figure S2 - Bar plot indicating the number of cases with TERT
mutations in BRAF-mutated and BRAF-wild-type conventional papillary thyroid
carcinomas (cPTC) and melanomas. For both tumour types, the presence of TERT
mutations is significantly associated with the presence of BRAF mutations (asterisks,
Fisher's exact test two-sided).
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Supplementary Table S1 - Genetic alterations in thyroid and melanoma cell lines

Origin Cell line BRAF RAS RET GNAQ TERT
Thyroid
XTC-1 WT WT ND = WT
HTH74 V600E WT ND & -124G>A
K1 VV600E WT ND - -124G>A
BCPAP V600E WT ND - -124/-125GG>AA
C643 WT HRASG13E ND - -124G>A
8505C V600E WT ND 2 -146G>A
TPC-1 WT WT RET/PTC1 - -124G>A
T238 WT
TT C634W WT
MZ-CRC-1 M918T WT
Skin
melanoma
A375 VV600E WT WT -146G>A
BLM WT WT WT -146G>A
G361 VV600E WT WT -138/-139GG>AA
Mewo WT WT WT -146G>A
Uveal
melanoma
921 WT WT Q209L WT
OMM1 WT WT WT WT
OMM2.3 WT WT Q209L WT
Mel 202 WT WT Q209L WT
Mel 270 WT WT Q209P WT
Mel 285 WT WT WT WT

*All the cell lines are deposited in the cell line bank from the IPATIMUP and were authenticated
using DNA profile analysis, obtained with the PowerPlex 16 system (Promega, Madison, USA),
according to ATCC and HSRRB available DNA profiles.
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Supplementary Table S2 - Genetic alterations in cell lines

Origin Derivation Cell line TERT
Colorectal  Colon adenocarcinoma COLO-205 WT
Colon adenocarcinoma Caco-2 WT
Colon adenocarcinoma SW 480 WT
Colon adenocarcinoma HT29 WT
Colon adenocarcinoma HCT-15 WT
Colon adenocarcinoma HCT-116 WT
Colon adenocarcinoma SW48 WT
Colon adenocarcinoma Co-115 WT
Gastric Gastric adenocarcinoma AGS WT
Gastric adenocarcinoma MKN28 WT
Well-differentiated gastric carcinoma NCI-N87 WT
Poorly-differentiated gastric carcinoma SNU-638 WT
Poorly-differentiated gastric carcinoma MKN-45 WT
Poorly-differentiated gastric carcinoma KATO Il WT
Metastasis
Diffuse Gastric Carcinoma IPA220A WT
Diffuse Gastric Carcinoma GP202 WT
Breast Breast adenocarcinoma MDA-MB-231  -124G>A
Breast adenocarcinoma MCF-7AZ WT
Breast adenocarcinoma SKBR3 WT
Breast adenocarcinoma MCF-7/6 WT
Breast adenocarcinoma BT-549 -146G>A
Breast adenocarcinoma BT-20 WT
Breast adenocarcinoma MDA-MB-468 WT
Breast adenocarcinoma SUM149 WT
Kidney
CCRCC Caki-2 -124G>A
CCRCC 786-O -124G>A
Leukemia Acute promyelocytic leukemia NB-4 WT
Acute promyelocytic leukemia HL-60 WT
Peripheral B Lymphoblastoid cell lines GM20770 WT
Lymphocytes Lymphoblastoid cell lines GM20890 WT
Lymphoblastoid cell lines GM11840 WT
Lymphoblastoid cell lines GM19782 B WT
Lymphoblastoid cell lines GM20515 WT
Lymphoblastoid cell lines GM19777 WT
Lymphoblastoid cell lines GM20797 WT
Lymphoblastoid cell lines GM10847 B WT
Lung Lung Adenocarcinoma AS549 WT
CNS Glioblastoma SF-767 WT

*All the cell lines are deposited in the cell line bank from the IPATIMUP and were
authenticated using DNA profile analysis, obtained with the PowerPlex 16 system
(Promega, Madison, USA), according to ATCC and HSRRB available DNA profiles.



Supplementary Table 83 — Summary of clinico-pathological and genetic data in 56
skin melanoma

Case Code Melanoma subtype [ Age | Gender | Thickness (mm) | BRAF | NRAS| TERT
MEL1 Superficial spreading 74 M 1.20 Pos
MEL2 Superficial spreading 36 F 0.95
MEL3 Superficial spreading | NA F 0.50 V600E
MEL4 Superficial spreading | NA M 1.40 -146 G>A
MELS Superficial spreading 46 F 3.10
MEL6 Nodular 52 F 0.90
MEL7 Nodular 59 M 3.20 V600E
MEL8 Lentigo maligna 67 F 0.50 V600E
MEL9 Nodular 54 F 16.00
MEL10 Nodular 33 ] 19.50 V600E
MEL11 Superficial spreading 57 F 3.65 -146 G>A
MEL12 Lentigo maligna 79 F 0 V600E -146 G>A
MEL13 Acral lentiginous 94 F 210
MEL14 Acral lentiginous 50 F 1.00
MEL15 Superficial spreading 49 M 10.00 Pos |-124 G>A
MEL16 Superficial spreading 55 M 2.30
MEL17 Nodular 82 F 3.50 V600E
MEL18 Nodular 35 F 2.50 V600E -124 G>A
MEL19 Superficial spreading 58 M 7.70
MEL20 Nodular 42 F 1.70 V600E -124 G>A
MEL21 Nodular 61 F 4.40 -124 G>A
MEL22 Acral lentiginous 69 M 4.00
MEL23 Superficial spreading 41 M 0 V600E
MEL24 Acral lentiginous 72 F 0.70
MEL25 Superficial spreading 2 M 0.50
MEL26 Nodular 76 M 6.00
MEL27 Superficial spreading 66 M 0 -124 G>A
MEL28 Superficial spreading 56 F 1.78
MEL29 Acral lentiginous 67 F 4.00
MEL30 Nodular 63 M 5.00
MEL31 Acral lentiginous 60 M 5.40 VB00E | Pos [-124 G>A
MEL32 Supefficial spreading | NA M 0.50 V600E -146 G>A
MEL33 Acral lentiginous 71 M 5.20
MEL34 Superficial spreading 75 F 70.00 V600E -124 G>A
MEL35 Nodular 69 F 7.00 V600E -146 G>A
MEL36 Acral lentiginous 9 F 3.25
MEL37 Superficial spreading 39 F 2.30
MEL38 Acral lentiginous 68 M 4.50
MEL39 Acral lentiginous NA M 270
MEL40 Superficial spreading NA E 1.20 V600E -146 G>A
MEL41 Superficial spreading 59 F 3.30 V600E
MEL42 Acral lentiginous NA F 4.00
MEL43 Lentigo maligna NA M 5.90 Pos
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MEL44 Lentigo maligna NA F 0.50

MEL45 Acral lentiginous 68 F 2.20 V600E

MEL46 Nodular 71 F 7.80

MEL47 Superficial spreading 59 M 1.20

MEL48 Superficial spreading NA M 0.35

MEL49 Melanoma nodular 42 M 20.00 V600E -124 G>A
MELS0 Superficial spreading 61 F 4.30 V600E

MELS1 Nodular 79 M 22.00 Pos |-146 G>A
MELS52 Lentigo maligna 61 F 3.40

MELS53 Acral lentiginous 75 M 6.10

MELS54 Superficial spreading 49 F 2.90 V600E -146 G>A
MELSS Acral lentiginous NA M 4.40

MEL56 Lentigo maligna 75 M 0.30

Supplementary Table S4 - Summary of clinico-pathological and genetic data in 118

gliomas

Case Code | Age | Gender Diagnosis (Grade) TERT
GLI1 4 F Pilocytic Astrocytoma (1)
GLI2 27 M Pilocytic Astrocytoma (1)
GLI3 22 M Pilocytic Astrocytoma (1)
GLI4 31 F Pilocytic Astrocytoma (1)
GLIS 27 M Pilocytic Astrocytoma (1) -124 G>A
GLI6 18 M Pilocytic Astrocytoma (1)
GLI7 30 F Pilocytic Astrocytoma (1)
GLI8 12 F Pilocytic Astrocytoma (1)
GLI9 NA NA Pilocytic Astrocytoma (1)
GLIM1O NA NA Pilocytic Astrocytoma (1)
GLI1M1 NA NA Pilocytic Astrocytoma (1)
GLI12 NA NA Pilocytic Astrocytoma (1)
GLI3 NA NA Pilocytic Astrocytoma (1)
GLI14 18 F Diffuse Astrocytoma (I1)
GLI15 NA NA Diffuse Astrocytoma (I1) -124 G>A
GLI16 38 M Diffuse Astrocytoma (11)
GLI17 22 M Diffuse Astrocytoma (I1)
GLI18 50 M Diffuse Astrocytoma (I1)
GLI19 31 F Diffuse Astrocytoma (I1)
GLI20 30 M Diffuse Astrocytoma (I1)
GLI21 59 M Diffuse Astrocytoma (I1)
GLI22 NA NA Diffuse Astrocytoma (I1)
GLI23 53 F Diffuse Astrocytoma (11)
GLI24 20 M Diffuse Astrocytoma (I1)
GLI25 69 M Diffuse Astrocytoma (I1) -146 G>A
GLI26 42 F Diffuse Astrocytoma (I1)




GLI27 27 F Diffuse Astrocytoma (I1)

GLI28 60 F Diffuse Astrocytoma (I1) -124 G>A
GLI29 NA NA Diffuse Astrocytoma (I1)

GLI30 NA NA Diffuse Astrocytoma (I1)

GLI31 NA NA Diffuse Astrocytoma (I1)

GLI32 NA NA Diffuse Astrocytoma (I1)

GLI33 NA NA Diffuse Astrocytoma (I1)

GLI34 72 F QOligodendroglioma (11) -124 G>A
GLI3S 9 M Oligodendroglioma (I1)

GLI36 33 M Oligodendroglioma (I1)

GLI37 42 F Oligodendroglioma (11) -124 G>A
GLI38 46 F Oligodendroglioma (I1)

GLI39 45 F Oligodendroglioma (11) -124 G>A
GLI40 43 M Oligodendroglioma (I1)

GLI41 53 M Oligodendroglioma (I1) -146 G>A
GLI42 53 F Oligodendroglioma (I1) -124 G>A
GLI43 54 F Oligodendroglioma (I1) -124 G>A
GLI44 43 F Oligodendroglioma (I1) -124 G>A
GLI45 34 M Oligodendroglioma (11) -146 G>A
GLI46 40 M Oligodendroglioma (I1)

GLI147 45 F QOligodendroglioma (I1) -124 G>A
GL148 NA NA Oligodendroglioma (11)

GL149 NA NA Oligodendroglioma (I1)

GLIS0 NA NA Oligodendroglioma (11)

GLIS1 NA NA Oligodendroglioma (I1)

GLI52 NA NA Oligodendroglioma (I1)

GLIS3 NA NA Oligodendroglioma (11)

GLIS4 NA NA Oligodendroglioma (I1)

GLI55S NA NA Oligodendroglioma (11) -124 G>A
GLIS6 65 M Anaplastic Oligodendroglioma (Il -124 G>A
GLIS7 47 F Anaplastic Oligodendroglioma (IIl) -124 G>A
GLI58 65 F Anaplastic Oligodendroglioma (II)

GLI59 50 M Anaplastic Oligodendroglioma (I} -146 G>A
GLI60 36 F Anaplastic Oligodendroglioma (II1) -124 G>A
GLI61 53 M Anaplastic Oligodendroglioma (111) -146 G>A
GLI62 65 M Anaplastic Oligodendroglioma (l11) -146 G>A
GLI63 47 M Anaplastic Oligodendroglioma (1) -124 G>A
GLI64 50 M Anaplastic Oligodendroglioma (lIl)

GLI65 70 F Anaplastic Oligodendroglioma (I11)

GLI6e6 40 M Anaplastic Oligodendroglioma (II1) -124 G>A
GLI67 67 F Anaplastic Oligodendroglioma (II1) -124 G>A
GLI68 64 F Anaplastic Oligodendroglioma (I11) -146 G>A
GLI69 44 ] Anaplastic Oligodendroglioma (II1)

GLI70 42 F Anaplastic Oligodendroglioma (I -124 G>A
GLI71 68 F Anaplastic Oligodendroglioma (Il -124 G>A
GLI72 NA NA Anaplastic Oligodendroglioma (I11)
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GLI73 NA NA Anaplastic Oligodendroglioma (I}

GLI74 NA NA Anaplastic Oligodendroglioma (II)

GLI7S NA NA Anaplastic Oligodendroglioma (II1) -124 G>A

GLI76 NA NA Anaplastic Oligodendroglioma (lI1)

GLI77 NA NA Anaplastic Oligodendroglioma (I1)

GLI78 NA NA Anaplastic Oligodendroglioma (I}

GLI7T9 NA NA Anaplastic Oligodendroglioma (lI)

GLI80 56 M Glioblastoma (V) -146 G>A

GLI81 27 F Glioblastoma (1V)

GLI82 54 F Glioblastoma (V) -124 G>A

GLI83 46 F Glioblastoma (V)

GLI84 77 M Glioblastoma (V) -124 G>A

GLI8S 67 F Glioblastoma (V) -146 G>A

GLI86 50 F Glioblastoma (V) -146 G>A

GLI87 73 M Glioblastoma (IV) -146 G>A

GLIg8 57 M Glioblastoma (V) -124 G>A

GLI89 28 M Glioblastoma (V)

GLI90 51 F Glioblastoma (V) -124 G>A

GLI91 69 M Glioblastoma (V) -146 G>A

GLI92 53 M Glioblastoma (V)

GLI93 56 F Glioblastoma (V) -124 G>A

GLI194 66 M Glioblastoma (V) -124 G>A

GLI95 68 F Glioblastoma (1V)

GLI96 58 F Glioblastoma (V)

GLI97 73 M Glioblastoma (V) -124 G>A

GLI98 61 F Glioblastoma (V)

GLI99 66 F Glioblastoma (V) -124 G>A
GLIM00 60 F Glioblastoma (V) -124 G>A
GL1O1 54 M Glioblastoma (V) -124 G>A
GLI02 66 F Glioblastoma (1V) -124 G>A
GLI103 79 M Glioblastoma (IV) -124 G>A
GLI104 31 M Glioblastoma (V)

GL10S NA NA Glioblastoma (1V) -124 G>A
GLI106 NA NA Glioblastoma (1V)
GLI107 NA NA Glioblastoma (V) -124 G>A
GLI108 NA NA Glioblastoma (V) -124 G>A
GLI109 NA NA Glioblastoma (V) -124 G>A
GL110 NA NA Glioblastoma (1V) -124 G>A
GLIM11 NA NA Glioblastoma (1V)
GLI112 NA NA Glioblastoma (V)
GL113 NA NA Glioblastoma (V) -124 G>A
GLI114 NA NA Glioblastoma (V)
GLI115 NA NA Glioblastoma (V) -146 G>A
GLI16 NA NA Glioblastoma (V)
GLIM17 NA NA Glioblastoma (V)
GLI1M118 NA NA Glioblastoma (1V)




Supplementary Table 85 — Comparison of the clinico-pathological features of tumours

with and without TERT mutations

Tumour Clinical features All TERT wild TERT P
type patients type mutated value
Thyroid* Mean age at 48+17 46116 62413 <0,0001
(n=283) diagnosis, yr (+SD)
Gender
Male 61 (24%) 50 (22%) 11(42%) 0,03
Female 189 (76%) 174 (78%) 15 (58%)
Mean tumour size, 3.5+3 4 3.4+3 4 46427 0,008
cm
CNS Mean age at 47418 38+17 57412 <0,0001
(n=118) diagnosis, yr (+SD)
Gender
Male 42 (49%) 21 (51%) 20 (47%) NS
Female 43 (51%) 20 (49%) 23 (53%)
Skin Mean age at 60+16 60+14 63112 NS
melanoma diagnosis, yr (+SD)
(n=56)
Gender
Male 26 (46%) 19 (48%) 7 (44%) NS
Female 30 (54%) 21 (52%) 9 (56%)
Bladder Mean age at 63110 65412 63112 NS
(n=82) diagnosis, yr (+SD)
Gender
Male 66 (80%) 24 (70%) 42 (88%) NS
Female 16 (20%) 10 (30%) 6 (12%)

The numbers in parentheses indicate percentages. In some cases information regarding age,
gender or tumour size was missing.
*Only follicular cell-derived thyroid carcinomas: FTC, PTC, PDTC and ATC.
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Supplementary Table S6 — Clinico-pathological characteristics and TERT promoter mutation in the 399 thyroid samples analysed

Histotypes No. Of cases | Gender ratio (7:5) | Mean age (y SE) size (cm+SE) BRAFV600E ti TERT n (%)
Normal Thyroid 27 35:1 47,0+148 NA 0 0(0,0)
L}’h'“y':";;:fi{i‘si“ 9 90 4461157 NA 0 0(0,0)
Nodular Goiter 12 1,751 562+ 13,4 NA 0 0(0,0)
Follicular Thyroid Adenoma
Conventional 52 71 438+ 12,1 3516 0 0(0,0)
Oncocytic Variant 8 0 47,0140 27£12 0 000

Follicular Thyroid Carcinoma

Conventional 36 2,51 53,7+147 45+28 0 9(25,0)

Oncocytic Variant 28 5,5:1 51,4202 46+36 0 00,0

Papillary thyroid carcinoma

Conventional 110 3.1:1 43,1£162 26+16 61 12 (10,9)
Follicular Variant 39 3.9:1 458 £14,7 26+12 2 0 (0,0)
Microcarcinoma 5 5.0 46,0 14,4 04+04 1 0(0,0)
o 4 20 435332 NA 0 1(250)
Oncocytic Variant of PTC

O ! 4 40 453 +11,1 28418 4 0(0.0)
Follicular Pattern 3 2:1 453 £225 52+39 1 0(0,0)
Warthin-like PTC 4 40 5554112 2008 4 0(0,0)
PDTC 14 1:1 57,0£17.4 67+28 1 2(142)
Anaplastic 16 1,311 62,1128 6,931 5 2(125)
mTC 28 231 4641167 30£09 0 0(0,0)
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Supplementary Table S7 - Summary of clinico-pathological and genetic data in 351

tumour and tumour like thyroid lesions

Case Code | Age | Gender | Diagnosis RAS BRAF TERT
THY1 50 F FTA
THY2 50 F FTA
THY3 59 M FTA
THY4 28 F FTA
THYS 45 F FTA
THY6 51 F FTA
THY7 37 F FTA
THY8 53 F FTA
THY9 57 F: FTA

THY10 66 F FTA
THY11 63 F FTA
THY12 40 F FTA
THY13 34 F FTA
THY14 65 F FTA
THY15 35 F FTA
THY16 34 F FTA
THY17 18 F FTA
THY18 37 F FTA
THY19 43 F FTA
THY20 53 F FTA
THY21 45 F FTA
THY22 33 F FTA
THY23 34 F FTA
THY24 46 M FTA
THY25 53 F FTA
THY26 65 F FTA
THY27 29 F FTA
THY28 34 F FTA
THY29 34 F FTA
THY30 NA NA FTA
THY31 NA NA FTA
THY32 56 F FTA
THY33 33 F FTA
THY34 47 M FTA
THY35 30 F FTA
THY36 55 M FTA
THY37 NA F FTA

XLV



XLvil

THY38 41 FTA

THY39 45 FTA

THY40 44 FTA

THY41 NA NA FTA

THY42 64 F FTA

THY43 NA NA FTA

THY44 61 F FTA

THY45 45 F FTA

THY46 46 F FTA

THY47 29 M FTA

THY48 40 F FTA

THY49 35 M FTA

THYS0 42 F FTA

THYS1 35 F FTA

THYS2 21 F FTA

THY53 36 F FHCA

THY54 NA NA FHCA

THYS5 25 F FHCA

THYS6 62 F FHCA

THYS57 38 F FHCA

THYS8 57 F FHCA

THY59 52 F FHCA

THY60 59 F FHCA

THY61 54 F cPTC

THY62 39 F cPTC V600E
THY63 48 M cPTC Pos

THY64 28 F cPTC V600E
THY65 49 i cPTC V600E
THY66 38 F cPTC

THY67 24 F cPTC V600E
THY68 76 F cPTC V600E
THY69 55 F cPTC

THY70 28 F cPTC

THY71 36 F cPTC V600E
THY72 69 F cPTC V600E
THY73 68 F cPTC

THY74 55 F cPTC V600E
THY75 30 F cPTC Pos

THY76 47 F cPTC V600E
THY77 32 F cPTC Pos

THY78 25 F cPTC V600E
THY79 55 F cPTC

THY80 31 F cPTC V600E
THY81 64 F cPTC V600E
THY82 30 F cPTC




THY83 55 F cPTC
THY84 56 F cPTC
THY85 25 F cPTC
THY86 28 F cPTC VB00E
THY87 18 F cPTC
THY88 56 F cPTC
THY89 14 M cPTC
THYS0 57 F cPTC V600E
THY91 40 F cPTC
THY92 53 M cPTC V600OE |[-124 G>A
THY93 61 & cPTC
THYS4 44 M cPTC V600E
THYSS 82 M cPTC V60OE |[-124 G>A
THY96 42 M cPTC VB0OE [-124 G>A
THY97 46 F cPTC
THY98 46 M cPTC V600E
THY99 39 M cPTC V600E
THY100 79 F cPTC VB0OE |[-124 G>A
THY101 32 F cPTC
THY102 37 F cPTC V600E
THY103 72 F cPTC VE0OE [-124 G>A
THY104 77 M cPTC VB0OE [-124 G>A
THY105 60 M cPTC VE00E
THY106 15 M cPTC
THY107 38 F cPTC V600E
THY108 38 M cPTC V600E
THY109 38 M cPTC V600E
THY110 27 F cPTC
THY111 40 F cPTC V600E
THY112 66 M cPTC VB0OE |[-124 G>A
THY113 57 F cPTC V600E
THY114 50 F cPTC V600E
THY115 13 F cPTC
THY116 37 E cPTC V600E
THY117 26 F cPTC V600E
THY118 30 F cPTC
THY119 52 F cPTC V600E
THY120 42 5 cPTC V600E
THY121 NA NA cPTC
THY122 73 F cPTC
THY123 54 F cPTC
THY124 16 M cPTC
THY125 47 F cPTC V600E
THY126 55 F cPTC V600E
THY127 31 F cPTC Pos
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THY128 52 F cPTC

THY129 25 F cPTC

THY130 39 F cPTC V600E

THY131 41 M cPTC VB00E

THY132 36 F cPTC V600E

THY133 35 F cPTC

THY134 63 F cPTC V600E

THY135 NA NA cPTC

THY136 26 F cPTC

THY137 31 F cPTC

THY138 30 M cPTC

THY139 58 F cPTC VB00OE |[-124 G>A
THY140 40 f cPTC

THY141 45 M cPTC V600E

THY142 43 M cPTC V600E |[-124 G>A
THY143 67 M cPTC V600E

THY144 30 F cPTC

THY145 31 F cPTC

THY146 33 F cPTC V600E

THY147 44 F cPTC V600E

THY148 NA NA cPTC

THY149 61 E cPTC VB0OE [-124 G>A
THY150 54 F cPTC VE00E

THY151 72 M cPTC VB0OE [-124 G>A
THY152 52 F cPTC V600E

THY153 20 M cPTC

THY154 NA NA cPTC

THY155 47 M cPTC VB0OE |-146 G>A
THY156 36 F cPTC

THY157 59 M cPTC

THY158 33 F cPTC

THY159 30 F cPTC V600E

THY160 29 M cPTC

THY161 40 E cPTC V600E

THY162 27 F cPTC V600E

THY163 64 F cPTC V600E

THY164 43 F cPTC

THY165 25 5 cPTC

THY166 42 F cPTC V600E

THY167 53 F cPTC V600E

THY168 22 F cPTC VB0OE [-150 G>A
THY169 41 F cPTC V600E

THY170 7 M cPTC

THY171 39 F vPTC Pos

THY172 46 F fvPTC




THY173 36 M fvPTC Pos

THY174 68 F fvPTC

THY175 56 F fvPTC Pos

THY176 44 F fvPTC

THY177 21 M fvPTC

THY178 30 F fvPTC Pos

THY179 61 M fvPTC

THY180 41 M fvPTC Pos

THY181 38 F fvPTC Pos

THY182 52 F fvPTC

THY183 33 & fvPTC

THY184 57 M fvPTC

THY185 40 f fvPTC V600E
THY186 75 F VvPTC

THY187 47 F vPTC

THY188 57 F vPTC

THY189 57 F fvPTC

THY190 22 F VvPTC V600E
THY191 67 F fvPTC

THY192 41 F fvPTC

THY193 25 F fvPTC

THY194 61 E vPTC Pos

THY195 42 F vPTC

THY196 44 F vPTC

THY197 40 F fvPTC

THY198 72 F fvPTC

THY199 60 M fvPTC

THY200 34 M fvPTC K601E
THY201 38 F fvPTC

THY202 76 5 fvPTC

THY203 36 F fvPTC

THY204 48 F vPTC

THY205 30 F VvPTC

THY206 53 E fvPTC

THY207 38 F vPTC

THY208 21 F fvPTC

THY209 42 M fvPTC

THY210 30 5 mPTC

THY211 64 F mPTC V600E
THY212 35 F mPTC

THY213 44 F mPTC

THY214 57 F mPTC

THY215 20 F MEC

THY216 67 F MEC -124 G>A
THY217 NA NA MEC
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THY218 NA NA MEC

THY219 45 F hcPTC V600E

THY220 43 F hcPTC V600E

THY221 33 F hePTC VB00E

THY222 60 F hcPTC V600E

THY223 45 F hefvPTC

THY224 68 F hefvPTC V600E

THY225 23 M hefvPTC

THY226 68 F wPTC V600E

THY227 55 F wPTC V600E

THY228 41 & wPTC V600E

THY229 58 F wPTC V600E

THY230 55 M FTC Pos

THY231 53 F FTC

THY232 82 F FTC -124 G>A
THY233 56 F FTC

THY234 54 F FTC Pos

THY235 42 F FTC

THY236 85 M FTC

THY237 78 M FTC Pos -124 G>A
THY238 66 M FTC Pos

THY239 59 E FTC Pos -124 G>A
THY240 41 F FTC

THY241 72 M FTC

THY242 45 M FTC

THY243 51 F FTC

THY244 24 M FTC

THY245 33 F FTC

THY246 42 F FTC

THY247 60 5 FTC -124 G>A
THY248 76 F FTC -146 G>A
THY249 27 F FTC Pos

THY250 38 M FTC

THY251 49 E FTC Pos -124 G>A
THY252 34 F FTC

THY253 53 F FTC

THY254 60 F FTC

THY255 56 5 FTC

THY256 56 F FTC

THY257 45 F FTC -146 G>A
THY258 36 F FTC

THY259 NA NA FTC

THY260 64 M FTC Pos

THY261 67 FTC

THY262 58 F FTC Pos -124 G>A




THY263 58 F FTC Pos -124 G>A
THY264 52 F FTC

THY265 54 F FTC Pos

THY266 57 F FHCC

THY267 55 F FHCC

THY268 56 F FHCC

THY269 70 F FHCC

THY270 NA NA FHCC

THY271 19 F FHCC Pos

THY272 24 F FHCC

THY273 59 & FHCC

THY274 78 F FHCC

THY275 43 f FHCC

THY276 63 F FHCC

THY277 26 F FHCC

THY278 26 F FHCC

THY279 NA NA FHCC

THY280 86 F FHCC

THY281 53 F FHCC

THY282 41 M FHCC

THY283 29 M FHCC

THY284 68 E FHCC

THY285 77 F FHCC

THY286 69 F FHCC

THY287 41 M FHCC

THY288 35 F FHCC

THY289 59 F FHCC

THY290 57 F FHCC

THY291 23 F FHCC Pos

THY292 36 M FHCC Pos

THY293 86 F FHCC

THY294 63 F PDTC

THY295 NA NA PDTC

THY296 58 M PDTC V600E
THY297 68 F PDTC

THY298 NA NA PDTC -124 G>A
THY299 71 F PDTC

THY300 52 5 PDTC

THY301 70 M PDTC -124 G>A
THY302 64 M PDTC

THY303 38 M PDTC

THY304 80 M PDTC

THY305 " M PDTC

THY306 52 F PDTC

THY307 54 F PDTC Pos -146 G>A
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THY308 60 M Anaplastic VB0OE |-124 G>A
THY309 72 M Anaplastic

THY310 NA NA Anaplastic VB00E
THY311 74 F Anaplastic V600E
THY312 52 F Anaplastic

THY313 55 M Anaplastic

THY314 NA NA Anaplastic

THY315 NA E Anaplastic

THY316 56 F Anaplastic

THY317 59 F Anaplastic

THY318 75 F Anaplastic V600E
THY319 82 F Anaplastic

THY320 69 M Anaplastic V600E
THY321 39 M Anaplastic

THY322 70 M Anaplastic

THY323 44 F Anaplastic -146 G>A
THY324 63 M MTC

THY325 NA NA MTC

THY326 NA NA MTC

THY327 32 F MTC

THY328 NA NA MTC

THY329 NA NA MTC

THY330 NA NA MTC

THY331 NA NA MTC

THY332 NA NA MTC

THY333 NA NA MTC

THY334 68 F MTC

THY335 NA NA MTC

THY336 37 F MTC

THY337 NA NA MTC

THY338 71 F MTC

THY339 40 M MTC

THY340 NA NA MTC

THY341 56 F MTC

THY342 NA NA MTC

THY343 38 F MTC

THY344 NA NA MTC

THY345 NA NA MTC

THY346 23 M MTC

THY347 NA NA MTC

THY348 36 F MTC

THY349 NA NA MTC

THY350 NA NA MTC

THY351 NA NA MTC




Supplementary Table S8 — Comparison of the clinico-pathological features of
conventional PTC with and without TERT mutations

Tumour Clinical features All TERT wild TERT
type patients type mutated

P
value
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Supplementary Table 89 - Summary of clinico-pathological and genetic data in 82
bladder cancers

Case Code | Age | Gender | Stage Grade TERT
BC1 66 M Ta Low Grade -146 G>A
BC2 NA ] ™ Low Grade
BC3 80 M Ta Low Grade -146 G>A
BC4 70 M Ta Low Grade
BC5 67 M Ta Low Grade -124 G>A
BC6 80 M Ta Low Grade -124 G>A
BC7 65 M Ta Low Grade -124 G>A
BC8 40 M Ta Low Grade -124 G>A
BC9 36 M ™ Low Grade -124 G>A
BC10 64 M Ta Low Grade
BC11 65 M Ta Low Grade -124 G>A
BC12 47 F Ta Low Grade
BC13 54 M Ta Low Grade -124 G>A
BC14 a4 M T Low Grade
BC15 50 M T Low Grade -124 G>A
BC16 67 M Ta Low Grade -124 G>A
BC17 97 M Ta Low Grade -146 G>A
BC18 40 E Ta Low Grade -124 G>A
BC19 60 M Ta Low Grade
BC20 70 M T Low Grade -146 G>A
BC21 46 F Ta Low Grade
BC22 61 F Ta High Grade -146 G>A
BC23 NA M T High Grade -124 G>A
BC24 59 M T1 High Grade -124 G>A
BC25 b o g M T High Grade -146 G>A
BC26 65 M T High Grade -124 G>A
BC27 83 F T High Grade -124 G>A
BC28 64 M ™ High Grade
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BC29 NA M NA High Grade -124 G>A
BC30 NA M NA High Grade -146 G>A
BC31 67 M T High Grade -124 G>A
BC32 NA M Ta High Grade
BC33 NA M ™ High Grade
BC34 NA M T High Grade
BC35 NA M T High Grade -146 G>A
BC36 74 M ™ High Grade -124 G>A
BC37 75 M Ta High Grade
BC38 76 F T High Grade
BC39 45 M Ta High Grade
BC40 NA M T High Grade
BC41 76 F ™ High Grade
BC42 NA M Tl High Grade -124 G>A
BC43 72 F Ta High Grade
BC44 NA F T High Grade
BC45 67 M T High Grade -124 G>A
BC46 NA M T High Grade -146 G>A
BC47 NA M T High Grade -146 G>A
BC48 51 M ™ High Grade -146 G>A
BC49 50 M Ta High Grade -124 G>A
BC50 74 M ™ High Grade -124 G>A
BC51 70 F T High Grade -124 G>A
BC52 50 M T High Grade -146 G>A
BC53 68 M T High Grade -124 G>A
BC54 56 M T High Grade
BC55 53 M T High Grade
BC56 60 F T High Grade
BC57 74 M ™ High Grade
BCS58 73 M ™ High Grade
BC59 60 F ™ High Grade
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BC60 64 F T High Grade
BC61 74 M T High Grade
BC62 51 M T High Grade
BC63 63 M ™ High Grade -124 G>A
BC64 57 M Ta High Grade -146 G>A
BC65 67 F Ta High Grade -146 G>A
BC66 58 M Ta High Grade -124 G>A
BC67 66 M ™ High Grade -124 G>A
BC68 64 M T High Grade
BC69 70 M T High Grade -146 G>A
BC70 68 M Ta High Grade -146 G>A
BC71 64 M T High Grade
BC72 59 F ™ High Grade -124 G>A
BC73 63 M Tl High Grade -124 G>A
BC74 66 M Ta High Grade
BC75 76 M T High Grade -124 G>A
BC76 71 M T High Grade
BC77 61 M T High Grade -124 G>A
BC78 76 M T High Grade -124 G>A
BC79 61 M ™ High Grade
BC80 68 F T High Grade
BC81 72 M ™ High Grade
BC82 71 M T High Grade -146 G>A




Supplementary Table $10 - Summary of clinico-pathological and genetic data in 26

kidney cancers

Case code | Diagnosis |Age | Gender | Nuclear grade Staging TERT

RCC1 CCRCC 68 M

RCC2 CCRCC 44 M

RCC3 CCRCC 49 M

RCC4 CCRCC 49 M 3 pT1a Nx Mx
RCC5 CCRCC 57 M 2 pT1a Nx Mx
RCC6 CCRCC 48 F 2 pT1a Nx Mx
RCC7 CCRCC 48 F 2 pT1a Nx Mx
RCC8 CCRCC 68 M 2 pT3a Nx Mx
RCC9 CCRCC 50 M 4 pT3b Nx MO
RCC10 CCRCC 50 M 4 pT3b Nx M1
RCC11 CCRCC 62 M 8 pT2 Nx Mx
RCC12 CCRCC 62 M 3 pT2 Nx Mx
RCC13 CromRCC 59 M

RCC14 CromRCC 77 F 2 pT2 Nx Mx
RCC15 CromRCC | 77 F pT2 Nx Mx
RCC16 CromRCC 72 M pT2 Nx Mx
RCC17 PRCC NA M

RCC18 PRCC 61 M

RCC19 PRCC 26 F pT2 N2 MX
RCC20 PRCC 78 M pT1b Nx Mx
RCC21 PRCC 34 M 1 pT1a Nx Mx
RCC22 PRCC 60 M pT1b Nx Mx
RCC23 PRCC 60 M pT1b Nx Mx
RCC24 PRCC 71 M

RCC25 PRCC 71 M

RCC26 PRCC 75 M 3 pT1a Nx Mx

CCRC - Clear cell renal carcinoma; CromRCC — chromophobe renal cell cancer; PRCC - Papillary

renal cell carcinoma;
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Supplementary Table $11 - Summary of clinico-pathological and genetic data in 17

phaeochromocytoma
Case code | Age | Gender | Tumor size (cm) | MEN/NF/VHL | TERT
PHEO1 51 M 45 NA
PHEO2 56 M 7 NA
PHEO3 54 F 4 NA
PHEO4 46 F 7 NA
PHEOS5 53 F 2,5 NA
PHEO6 42 M 8,5 NA
PHEO7 20 F 15 MEN2
PHEO8 55 F 35 NA
PHEO9 19 F 7 NA
PHEO10 | 56 M 45 NA
PHEO11 62 M 6 NA
PHEO12 | 45 M 7 NA
PHEO13 | 73 F 5 NA
PHEO14 | 57 M 35 NA
PHEO15 | 61 M 1,7 NA
PHEO16 | 20 F 6 MEN2
PHEO17 | 46 F 10 NF1




Supplementary Table $12 - Summary of clinico-pathological and genetic data in 36

gastrointestinal stromal tumour

Case code | Age | Sex | Tumor Size (cm) KIT PDGFRA TERT
GIST1 80 | F exon 11 N567K, L576V, 568del575
GIST2 59 | M 1.2 exon 11 V560D
GIST3 52 | M 95 exon 11 69997 T>A
GIST4 67 | M s exon 11 W557F delK558
GISTS 58 | F 35 exon 11 556delS57
GIST6 54 | M 19 exon 11 V559D
GIST7 79 | F 7 exon 11 del557-558
GIST8 46 [ M 55 exon 11 del 550-557, ins550-551
GIST9 54 | M 31 exon 11 552del557, K550Q, PS51R
GIST10 7% | F 6,7 exon 18 D842V
GIST11 55 | F 6,5 exon 11 del560V
GIST12 [ 43 | M 14,5 exon 11 564del578
GIST13 | 73 | F 038 exon 11 delV559
GIST14 | 62 | M 25 exon 11 del_K558
GIST1S | 38 | M 35 exon 11 V560E
GIST16 | 88 | F 23 exon 11 L576P
GIST17 | 81 | F exon 11 L576P
GIST18 | 78 | F exon 12 583del586
GIST19 40 | F exon 9 502-503dup
GIST20 63 | F 9 exon 9 502-503dup
GIsT21 7% (M 8 exon 11 Q575H, P577T, delL576
GIST22 [ 59 | F exon 11 552del570
GIST23 78 | F 24 exon 11 551del553
GIST24 | 58 | M 135 exon 11 557del558
GIST25 76 | M 14 exon 9 502-503dup
GIST26 | 20 | F 2
GIST27 (77 | F 6
GIST28 (74 | M 3
GIST29 | 58 | F 35
GIST30 (72| F 8
GIST31 62 | M 6,5
GIST32 | 73 | M 6
GIST33 |66 | F 14
GIST34 |63 | F 6,5
GIST3S (55 | M 4
GIST36 |82 | F 7
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TERT Promoter Mutations Are a Major Indicator of
Poor Outcome in Differentiated Thyroid Carcinomas
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Joana Peixoto, Catarina Tavares, Ricardo Celestino, Ana Almeida,
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Context: Telomerase promoter mutations (TERT) were recently described in follicular cell-derived
thyroid carcinomas (FCDTC) and seem to be more prevalent in aggressive cancers.

Objectives: We aimed to evaluate the frequency of TERT promoter mutations in thyroid lesionsand
to investigate the prognostic significance of such mutations in a large cohort of patients with
differentiated thyroid carcinomas (DTCs).

Design: This was a retrospective observational study.

Setting and Patients: We studied 647 tumors and tumor-like lesions. A total of 469 patients with
FCDTCtreated and followed in five university hospitals were included. Mean follow-up (+SD) was
7.8 = 5.8 years.

Main Outcome Measures: Predictive value of TERT promoter mutations for distant metastasiza-
tion, disease persistence at the end of follow-up, and disease-specific mortality.

Results: TERT promoter mutations were found in 7.5% of papillary carcinomas (PTCs), 17.1% of
follicular carcinomas, 29.0% of poorly differentiated carcinomas, and 33.3% of anaplastic thyroid
carcinomas. Patients with TERT-mutated tumors were older (P < .001) and had larger tumors (P =
.002). In DTCs, TERT promoter mutations were significantly associated with distant metastases (P <
.001) and higher stage (P < .001). Patients with DTC harboring TERT promoter mutations were
submitted to more radioiodine treatments (P = .009) with higher cumulative dose (P = .004) and
to more treatment modalities (P=.001). At the end of follow-up, patientswith TERT-mutated DTCs
were more prone to have persistent disease (P = .001). TERT promoter mutations were significantly
associated with disease-specific mortality [in the whole FCDTC (P < .001)]in DTCs (P < .001), PTCs
(P =.001), and follicular carcinomas (P < .001). After adjusting for age at diagnosis and gender,
the hazard ratio was 10.35 (95% confidence interval 2.01-53.24; P = .005) in DTC and 23.81 (95%
confidence interval 1.36-415.76; P = .03) in PTGs.

Conclusions: TERT promoter mutations are an indicator of clinically aggressive tumors, being
correlated with worse outcome and disease-specific mortality in DTC. TERT promoter mutations
have an independent prognostic value in DTC and, notably, in PTC. (J (in Endocrinol Metab 99:
E754-E765, 2014)
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elomerase activation is known to be a hallmark of can-
T cer (1), being detected in up to 80% of malignant
tumors (2, 3). Some tumors may maintain their telomeres
by an alternative mechanism, which is telomerase inde-
pendent, designated as alternative lengthening of telo-
meres, which appears to maintain telomeres through
recombination-based interchromosomal exchange of se-
quence information (4, 5). The maintenance of telomere
length in cancer cells is thought to result more frequently
from telomerase reexpression than from alternative
lengthening of telomeres, although the mechanisms un-
derlying such process remain largely unknown.

Thyroid tissue is a conditionally renewing tissue, which
proliferates rarely in adult life (6). We have proposed that
the embryonic remnants of the ultimobranchial body, the
so-called solid cell nests of the thyroid, may represent the
pool of thyroid stem cells because they express several
stem cell markers, including telomerase (7). At variance
withthis, normal thyroidtissue isthought to be telomerase
negative, thus raising the possibility that the reactivation
of telomerase may be a useful marker of tumor develop-
ment (8).

Several studies have examined telomerase activity in
thyroid lesions and surrounding normal tissues using a
PCR-based telomeric repeat amplification protocol assay
for detection of telomerase activity and RT-PCR or quan-
titative real-time RT-PCR for the detection of TERT
mRNA (for a review see reference 9). Thyroid carcinomas
apparently display less frequent telomerase activation
than other human carcinomas. Approximately 66 % of all
the thyroid carcinomas analyzed to date display telomer-
ase activation that is more frequent in undifferentiated
thyroid carcinomas than in differentiated carcinomas (9).
Putting together the results obtained in the evaluation of
telomerase activity by several authors, telomerase activity/
expression is reported in 48% of papillary thyroid carci-
nomas (PTCs) and 71% of follicular thyroid carcinomas
(FTCs). TERT copy number gain was described in familial
PTCs (10). Capezzone et al (11) observed telomerase ac-
tivity in most sporadic and familial malignant thyroid tu-
mors as well as in some adenomas. No telomerase activity
was observed in hyperplastic nodules or in normal thyroid
tissue of patients with sporadic PTCs (11). Altogether, the
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aforementioned findings suggest that telomerase activity
may contribute to a more aggressive behavior of thyroid
tumors (12-14).

Recently highly frequent mutations in the promoter re-
gion of TERT were reported in melanomas, gliomas, and
bladder and thyroid cancers (15-18). These mutations oc-
cur in two hot spot positions, located —124 and —146 bp
upstream from the ATG start site (—124G>A and
—146G>>A, C>T on the opposite strand) and confer en-
hanced TERT promoter activity (1, 2) putatively by gen-
erating a consensus binding site (GGAA) for ETS tran-
scription factors within the TERT promoter region. In
thyroid tumors, these mutations were shown to be asso-
ciated with aggressive features and with the presence of
BRAF or BRAF/RAS mutations (15, 19, 20). The role
played by TERT promoter mutations in the clinical course
of thyroid tumors, response to the therapy and survival of
cancer patients, remains to be addressed.

In the present study, we searched for the presence of
telomerase promoter mutations in a large series of thyroid
tumors and investigated the putative clinical significance
of such somatic alterations.

Materials and Methods

All the procedures described in this study were in accordance
with national and institutional ethical standards. Patients signed
an informed consent form approved by the internal reviewing
board.

Patient tissue samples

Six hundred forty-seven formalin-fixed, paraffin-embedded
tissue samples from tumors and tumor-like lesions of the thyroid
and from normal thyroid parenchyma localized at distance from
the respective tumors were collected from the files of the Institute
of Molecular Pathology and Immunology of the University of
Porto (Porto, Portugal), corresponding to patients followed up in
five university hospitals in Portugal and Spain. The histology of
all tumor samples was revised by three pathologists (C.E.,
JM.C.-T., M.§.-S.) according to the World Health Organization
criteria (21). Data on the histological characteristics of the 647
samples and the frequency of TERT promoter mutations in
each group are summarized in Supplemental Table 1, pub-
lished on The Endocrine Society’s Journals Online web site at
http://jcem.endojournals.org. Twelve follicular adenomas
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and 27 PTCs from the Chernobyl-irradiated setting that we
had previously studied (22) were also searched for the pres-
ence of TERT promoter mutations. Due to their etiopatho-
genic specificity (irradiation induced tumors) and lack of com-
plete clinical information, they were not included in the
subsequent clinicopathological analysis.

DNA extraction

DNA from formalin-fixed, paraffin-embedded tissues was
retrieved from 10-pm sections after careful microdissection.
DNA extraction was performed using the Ultraprep tissue
DNA kit (AHN Biotechnologie) following the manufacturer’s
instructions.

PCR and Sanger sequencing

The genetic characterization of part of the tumors series re-
garding BRAF, NRAS, RET/PTC, and PAX8/PPARG had been
previously reported; mutations were screened as previously de-
scribed (23-25). To screen for TERT promoter mutations, we
analyzed the hot spots previously identified by PCR followed by
Sanger sequencing. TERT promoter mutation analysis was per-
formed with the pair of primers forward TERT, CAGCGCT-
GCCTGAAACTC; and reverse TERT, GITCCTGCCCCTT
CACCTT. Amplification of genomic DNA (25-100 ng) was per-
formed by PCR using the QITAGEN multiplex PCR kit following
the manufacturer’s instructions (further details on the amplifi-
cation will be given upon request). Sequencing reaction was per-
formed with the ABI Prism BigDye terminator kit (PerkinElmer),
and the fragments were run in an ABI prism 3100 genetic ana-
lyzer (PerkinElmer). The sequencing reaction was performed in
a forward direction, and all the detected mutations were further
validated by a new independent analysis in both strands (Sup-
plemental Figure 1).

Patients’ follow-up

Patients were treated and followed up in accordance with
international protocols available at the time. Data regarding the
number of radioiodine treatments and cumulative activity were
retrieved from hospital records, together with other therapeutic
procedures. For statistical analysis, we defined the category, ad-
ditional treatments, in which we included other treatment mo-
dalities in addition to radioiodine, including surgery, external
beam irradiation, and treatment with tyrosine kinase inhibi-
tors (Supplemental Table 2). Patients were defined as being
disease free at the end of follow-up if they had undetectable
stimulated thyroglobulin (in the absence of thyroglobulin an-
tibodies) and no imagiological evidence of disease. In the sur-
vival analysis, we have considered only deaths attributable to
the thyroid carcinoma (disease-specific mortality).

Statistical analysis

Statistical analysis was conducted with SPSS version 20.0
(SPSS Inc). The results are expressed as a percentage or mean *
SD. Statistical analysis was performed both on the whole series
of follicular cell-derived thyroid carcinomas (FCDTCs) and con-
sidering the different groups of tumors. A Fisher’s exacttest, t test
(unpaired, two tailed), and ANOVA were used when appropri-
ate. The predictive value of TERT promoter mutations and other
factors [age, gender, histologic category, extrathyroidal exten-
sion, vascular invasion, lymph node metastases, staging I-IV
(Union for International Cancer Control/American Joint Com-

TERT Promoter Mutations Predict Qutcome in DTC
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mittee on Cancer [AJCC]), BRAF mutations, RAS mutations] for
distant metastases and disease-free status at the end of follow-up
were assessed using univariate and multivariate logistic regres-
sion models. Survival curves were plotted by the Kaplan-Meier
method with the log-rank statistics. Multivariate survival anal-
ysis was performed using Cox regression. In the regression mod-
els, all the variables significantly associated with the specified
outcome in the univariate model were included in the multivar-
iate analysis. Mortality was expressed as a percentage and rate
per person-year, the latter obtained dividing the number of thy-
roid cancer-specific deaths by the total follow-up time. Results
were considered statistically significant at P < .05.

Results

TERT promoter mutations were not detected in normal
parenchyma (n = 30) or in benign lesions (n = 81), such
asanodular goiter (hyperplasticlesions), lymphocytic thy-
roiditis, or follicular adenomas. TERT promoter muta-
tions were also not detected in medullary thyroid carci-
nomas (n = 28) or in any of the 39 tumors from the
Chernobyl series (Supplemental Table 1).

TERT promoter mutations were detected in 58
FCDTCs. The mutations were detected in 25 PTCs
(7.5%), 12 FTCs (17.1%), nine poorly differentiated thy-
roid carcinomas (PDTCs; 29.0%), and 12 anaplastic thy-
roid carcinomas (ATCs; 33.3%) (Table 1). In differenti-
ated thyroid carcinomas (DT Cs), the overall prevalence of
TERT promoter mutations was 9.2%. TERT promoter
mutations were slightly more frequent in conventional
PTCs (8.3%) than in cases of follicular variant of PTCs
(6.8%). AllPTCs and FTCswith oncocytic featuresas well
as tall-cell PTCs and Warthin-like PTCs did not harbor
TER'T promoter mutations (Supplemental Table 1). Most
of the mutated cases (48 of 58) presented the —124G>A
mutation and the remaining 10 cases presented the —146
G>A.

Because TER T promoter mutations were only detected
in FCDTCs, the subsequent clinicopathological analysis
was restricted to these tumors (Table 1).

Relationship between TERT mutation and
clinicopathological features

In the group of patients with DTCs, the presence of
TERT promoter mutations was significantly associated
with older age (P < .001) and larger tumor size (P = .002)
(Table 2). Patients with tumors harboring TERT muta-
tions had more distant metastases (P < .001) and higher
stage (P < .001). No association was found with the pres-
ence of vascular invasion, extrathyroidal extension, or
lymph node metastases.

A regression model was performed for factors associ-
ated with distant metastases in DT Cs (Table 3). A total of

The Endocaine Society Dovwnloaded from press endocrine org by [Francisco Carmilho) on 06 May 2014. at 10:39 For personal use only. No other uses withous permission. . Al rights reserved



doi: 10.1210/c.2013-3734 jcem endojournals org E757
Table 1. Epidemiological, Histological, and Clinical Data of Patients With FCDTCs Included in the Study
Total PTC FTC PDTC ATC
Total number 469 332 70 31 36
Age at diagnosis, y, n 469 332 70 31 36
Mean, y 482 = 169 44.8 = 15.6 51.8 =164 53.2 + 184 68.7 =104
<45 211 (45.0) 178 (53.6) 23(32.9) 8(25.8) 2(5.6)
=45 258 (55.0) 154 (46.4) 47 ©7.1) 23(74.2) 34 (94.4)
Gender, n 459 327 68 29 35
Female 342 (74.5) 254 (77.7) 50 (73.5) 16 (55.2) 22 (62.9)
Male 117 (25.5) 73(22.3) 18 (26.5) 13 (44.8) 13 (37.1)
Tumor size, cm, n 418 315 61 26 16
<22 151 (36.1) 142 (45.0) 7{(11.5) 22T 0
2-4 161 (38.5) 129 (41.0) 23(37.7) 7(26.9) 2(12.5)
>4 106 (25.4) 44 (14.0) 31 (50.8) 17 (65.4) 14 (87.5)
Extrathyroidal extension, n 373 268 49 20 36
Present 231(61.9) 176 (65.7) 8(16.3) 12 (60.0) 35(97.2)
Vascular invasion, n 325 257 53 8 7
Present 157 (48.3) 103 {40.1) 39(73.6) 8(100.0 7 (100.0)
Lymph node metastasis, n 391 298 47 24 22
Present 234 (59.8) 202 (67.8) 8(17.0) 14 (58.3) 10 (45.5)
Distant metastasis, n 337 263 31 20 23
Present 76 (22.6) 36(13.7) 8(25.8) 14 (70.0) 18 (78.3)
Stage (sixth UICC/AJCC), n 310 225 29 20 36
| 134 {43.2) 124 (55.1) 8(27.6) 2(10.0) 0
] 36(11.6) 25(11.1) 8(27.6) 3(15.0) 0
1l 45 (14.5) 36 (16.0) 5(17.2) 4(20.0) 0
v 95 (30.7) 40(17.8) 8(27.6) 11 (55.0) 36 (100.0)
TERT promoter, n 469 332 70 31 36
Wild-type 411 (87.6) 307 (92.5) 58 (82.9) 22 (71.0) 24 (66.7)
Mutation 58 (12.4) 25(7.5) 12 (17.1) 9(29.0) 12 (33.3)

Abbreviations™ n, number of patients with available data for each feature; UICC, Union for International Cancer Control. Numbers in parentheses

represent percentages within each category

# Number of microcarcinomas (=1.0 cm). total, 47 (11.2%), PTC, 43 (13.7%). FTC, 4 (6 6%). PDTC, 0, ATC, 0

44 patients (15.0%) with DTCs had distant metastases
detected during follow-up; the metastases were located in
the lung (n = 28), bone (n = 8), lung and bone (n = 6),
brain (n = 1), and lung and kidney (n = 1). TERT pro-
moter mutations [odds ratio (OR) 5.36; P < .001], gender
(OR 2.31; P = .02), tumor size (OR 1.28; P = .009), and
vascular invasion (OR 3.94; P < .001) were associated
with distant metastases. TER T promoter mutations were
found to be a predictor of distant metastases irrespectively
of gender and vascular invasion. When all the features
associated with distant metastases in the univariate model
were introduced in the multivariate regression, vascular
invasion became the only independent predictive factor of
distant metastases.

In patients with PTCs, the presence of TERT promoter
mutations was associated with older age (P << .001), larger
tumor size (P = .005), and higher stage (P = .02) (Table 2).
Although patients with TERT mutation-positive PTCs had
distant metastases more frequently than patients harboring
TERT mutation-negative PTCs (27.8% vs 14.7%, respec-
tively), the difference was not statistically significant (P = .07).

In patients with FT'Cs, the presence of TER T promoter
mutations was associated with older age (P = .004),
higherstage (P = .007), and distant metastases (P << .001).

In patients with PDTCs and ATCs, the presence of
TERT promoter mutations was associated with older age
(P = .003) and female gender (P = .02).

Taken BRAF and RAS together, 60.3% of TER T-mu-
tated tumors were also mutated for BRAF or RAS. In
PTCs, there wasa significant association betweenthe pres-
ence of TERT promoter mutations and the presence of
BRAF mutation (P = .008) (Table 2). The BRAF mutation
was not associated with increased lymph node or distant
metastases or with patients’ outcome (survival) (see Figure
2H). In patients with TERT-mutated tumors, the coexis-
tence of BRAF mutations was not associated with more
aggressive clinicopathological features or worse outcome
(Supplemental Table 3 and Supplemental Figure 2). No
associations were found concerning RAS mutated tumors.

None of the cases presenting RET/PTC (12 of 75) or
PAX8/PPARG rearrangement (5 of 62) had TERT pro-
moter mutations.

Relationship between TERT promoter mutations,
clinicopathological features, and outcome

Mean follow-up time (+=SD) of the patients was 7.8 +
5.8 years (range 0.1-38.9 y). The total follow-up for the
whole of FCDTC patients was 2967.5 person-years,
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Table 2. Summary of Clinicopathological and Molecular Associations With TERT Promoter Mutations in Thyroid

Cancers
Tumor Type All Patients TERT Wild Type TERT Mutated P Value
DTCs (n = 402)
Clinicopathological
Age at diagnosis, y (n = 402) 46.0 = 16.0 445 = 15.6 60.2 = 12.7 <.001
Gender (n = 395)
Female 304 (77.0) 278 (77.7) 26 (70.3) NS (.31)
Male 91(23.0) 80(22.3) 1129.7)
Mean tumor size, cm (n = 376) 27 %509 26+*18 3623 .002
Extrathyroidal extension (n = 317)°
Present 184 (58.0) 167 (57.4) 17 (65.4) NS (.43)
Vascular invasion (n = 310)®
Present 142 (45.8) 129 (45.4) 13 (50.0) NS (.65)
LN metastases (n = 345)
Present 210(60.9) 189 (61.0) 21 (60.0) NS (.91)
Distant metastases (n = 294)
Present 44 (15.0) 34(12.5) 10 (43.5) <.001
Stage (n = 254)
| 132 (52.0) 129 (55.1) 3(15.0) <.001
Il 33(13.0) 31(13.3) 2(10.0)
1} 41(16.1) 37 (15.8) 4(20.0)
[\ 48(18.9) 37(15.8) 11 (55.0)
Other genetic alterations
BRAF mutation (n = 357) 148 (41.5) 130 (40.2) 18 (52.9) NS (.15)
NRAS mutation (n = 365) 29(7.9 24 (7.3) 5(14.3) NS (.15)
PTCs (n = 332)
Clinicopathological
Age at diagnosis, y (n = 332) 44.8 + 15.6 436 +15.3 58.4 + 13.2 <.001
Gender (n = 327)
Femnale 254 (77.7) 237 (78.5) 17 (68.0) NS (.23)
Male 73(22.3) 65 (21.5) 8(32.0)
Mean tumor size, cm (n = 315) 2415 2314 32:%:2.2 .005
Extrathyroidal extension (n = 268)®
Present 176 (65.7) 162 (64.8) 14 (77.8) NS (.26)
Vascular invasion (n = 257)°
Present 103 (40.1) 98 (40.7) 5(31.3) NS (.46)
LN metastases (n = 298)
Present 202 (67.8) 184 (66.9) 18 (78.3) NS (.26)
Distant metastases (n = 263)
Present 36(13.7) 31(14.7) 5(27.8) NS (.07)
Stage (n = 225)
| 124 (55.1) 121 (57.3) 3(21.4) .02
Il 25(11.1) 24 (11.4) 1(7.1)
1} 36(16.0) 32 (15.2) 4(28.6)
v 40(17.8) 34 (16.1) 6(42.9)
Other genetic alterations
BRAF mutation (n = 301) 148 (49.2) 130 (46.9) 18 (75.0) .008
NRAS mutation (n = 301) 15 (5.0) 14(5.1) 14.2) NS (.85)
FTCs (n = 70)
Clinicopathological
Age at diagnosis, y (n = 70) 518 = 16.4 493 = 16.3 63.8 = 11.0 .004
Gender (n = 68)
Female 50 (73.5) 41(73.2) 9(75.0) NS (.90)
Male 18(26.5) 15 (26.8) 3(25.0)
Mean tumor size, cm (n = 61) 44+26 44 +26 44 +25 NS (.96)
Extrathyroidal extension (n = 49)°
Present 8(16.3) 5(12.2) 3(37.5) NS (.08)
Vascular invasion (n = 53)°
Present 39(73.6) 31(72.1) 8(80.0) NS (.61)
LN metastases (n = 47)
Present 8(17.0) 5(14.3) 3(25.0) NS (.39)
(Continued)
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Table 2. Continued
Tumor Type All Patients TERT Wild Type TERT Mutated P Value
Distant metastases (n = 31)
Present 8(25.8) 3(11.5) 5 (100.0) <.001
Stage (n = 29)
| 8(27.6) 8(34.8) 0 .007
I 8 (27.6) 7 (30.4) 1{16.7)
il 5(17.2) 5@1.7) 0
v 8(27.6) 3(13.1) 5(83.3)
Other genetic alterations
BRAF mutation (n = 56) 0 0 0 c
NRAS mutation (n = 64) 14219 10(18.9) 4 (36.4) NS (0.20)
Undifferentiated thyroid carcinomas (poorly
differentiated + anaplastic) (n = 67)
Clinicopathological
Age at diagnosis, y (n = 67) 61.5 = 16.2 583+ 17.6 68.7 = 9.6 .003
Gender (n = 64)
Female 38 (59.4) 22 (50.0) 16 (80.0) .02
Male 26 (40.6) 22 (50.0) 4 (20.0)
Mean tumor size, cm (n = 42) 6.5+ 3.2 6.3+34 68+29 NS (.62)
Extrathyroidal extension (n = 56)*
Present 47 (83.9) 32(82.1) 15 (88.2) NS (.56)
Vascular invasion (n = 15)°
Present 15 (100.0) 11 (100.0) 4 (100.0) &
LN metastases (n = 46)
Present 24 (52.2) 16 (57.1) 8 (44.4) NS (.40)
Distant metastases (n = 43)
Present 32 (74.4) 19 (70.4) 13(81.3) NS (43)
Stage (n = 56)
| 2 (3.6) 2(5.3) 0 NS (.39
I 3(5.4) 3(7.9 0
1 4(7.1) 2(5.3) 2(11.1)
v 47 83.9) 31(81.5) 16 (38.9)
Other genetic alterations
BRAF mutation (n = 65) 10 (15.4) 6 (13.6) 4(19.0) NS (0.57)
NRAS mutation (n = 61) 17 27.9) 9(22.5) 8(38.1) NS (0.20)

Abbreviations: LN, lymph node; n, number of patients with available data for each feature; NS, not significant. Numbers in parentheses represent

percentages within each category. Bold values indicate the result was statistically significant

2 Extrathyroidal extension was defined as having disease extending beyond the thyroid capsule, including either microscopic or macroscopic invasion

® Vascular invasion was defined as the presence of intravascular tumor cells either covered by endothelium or associated with thrombus, affecting

lymphatic or blood vessels within or beyond the tumor capsule
© No statistics were computed due to constant numbers of one feature

2760.8 person-years for DTC patients, 2342.9 person-
years for PTC patients, and 417.9 person-years for FTC
patients.

Patients with TERT promoter-mutated DTCs were
submitted to more radioiodine treatments (2.7 = 1.8vs 1.8 =
1.2; P = .009) with higher cumulative doses (15.8 + 12.4 vs
9.0 = 8.1 GBg; P = .004) as well as to more treatment mo-
dalities of other types (2.6 = 2.5 vs 1.1 + 1.5; P = .001)
(Supplemental Table 2). A similar analysis was not per-
formed for PDTCs and ATCs due to the heterogeneity of the
therapeutic management of these two groups of patients.

At the end of follow-up, patients with DTCs harboring
TERT-mutated tumors were more prone to have persis-
tent disease (OR 5.10; P = .001) (Table 3). Male gender
(OR 2.10; P = .04) and lymph node metastases (OR 1.95;

P = .04) were other factors associated with disease per-
sistence. In the multivariate model, TERT promoter mu-
tations were independent predictors of persistent disease
at the end of follow-up.

During follow-up, the overall disease-specific mortality
was 11.7% in FCDTCs, 2.2% in DTCs, and 1.8% in the
group of patients with PTCs (Table 4). The disease-spe-
cific mortality rate was 14.83 per 1000 person-years in
FCDTCs, 2.53 per 1000 person-years in DTCs, and 2.13
per 1000 person-years in PTCs.

The Kaplan-Meier survival analysis showed that the pres-
ence of TERT promoter mutations was associated with in-
creased disease-specific mortality in DTCs (log rank P <
.001), PTCs (log rank P = .001), and FTCs (log rank P <
.001) (Figure 1 and Table 4). Age at diagnosis and the pres-
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Table 3.
Thyroid Carcinomas

Predictive Factors for Distant Metastases and Disease Persistence at the End of Follow-Up in Differentiated

Distant Metastases (n = 294)

Persistent Disease (n = 211)

Univariate Analysis Multivariate Analysis Univariate Analysis Multivariate Analysis
(%) OR (95% Q1) PValue OR(95% Q) PValue (%) OR (95% Q1) PValue OR(95% Q1) P Value
Total 44(15.0) 58(27.5)
Age,y
<45 17 (11.5) 1 (Referent) NS 25(229) 1 (Referent) NS
=45 27(185) 1.75(0.91-3.37) (09) 33(324) 161(087-296) (13)
Gender
Femnale 28(124) 1 .02 1 .03 4249 1 .04 1 .03
Male 16 (246) 231(1.16-4.60) 232(1.10-4.90) 16(41.0) 2.10(1.02-435) 246(111-547)
Turnor size? 128(1.07-1.54)  .009 1.18(0.97-1.49) 10 118(097-143)  NS(10)
Extrathyroidal extension
No 14(151) 1 NS 2244 1 NS
Yes 22{(143) 094(046-194) (87) 28(359) 173(089-327) (11)
Vascular invasion
No 1002 1 <001 ° 162000 1 NS
Yes 22(234) 394(1.77-878) 22(32.8) 1.96(0.93-4.13) (.08)
Lymph node metastases
NO/MX 17(17.9) 1 NS 21(233) 1 04 1 .03
N1 27(15.7) 085(0.44-166) (64) 35(37.2) 1985(01.03-37) 2.16(1.10-4.25)
BRAFC
wt 21(172) 1 NS 20Q227) 1 NS
VB00E 14(12.1) 066(032-137) (0.26) 26(37.1) 2.00(100-4.03) (05
TERT
wit 34125 1 <.001 1 .002 43Q46) 1 .001 1 007
mut 10(435) 536(2.18-13.18) 460(1.73-1221) 10(62.5) 5.10(1.76-14.78) 4.68(154-1427)

Abbreviations: mut, mutated; n, number of patients with available data for each feature; NS, not significant; wt, wild type Bold values indicate the

result was statistically significant
2 Tumor size was included in the model as a continuous variable

® Vascular invasion was not considered in the multivariate model displayed in the table The OR of TERT promoter mutations for distant metastases
adjusted for gender was 5.61 (2.24-16.06) (P = .001); the OR of TERT promoter mutations adjusted for tumor size was 4.30 (1.66-11.13) (P =
003). the OR of TERT promoter mutations adjusted for vascular invasion was 3 54 (1.06-11 82) (P = 04), the OR of TERT promoter mutations
adjusted for vascular invasion and gender was 3.51 (1.05-11.72) (P = 04). When all the features associated with distant metastases in the
univariate model (gender, tumor size, TERT mutational status, and vascular invasion) were included in the multivariate model, vascular invasion was
the only independent predictor of distant metastases, with an OR adjusted for age, tumor size, gender, and TERT of 3.38 (1 42-8.04)

© BRAF analysis was performed only in the group of PTC

ence of distant metastases were the other clinicopathological
features significantly associated with patients’ survival (Fig-
ure 2}.

In the Cox regression analysis, the hazard ratio (HR)
for mortality from DT C in patients harboring tumors with
TERT promoter mutation was 19.42 [95% confidence
interval (CI) 4.30-87.64]; after adjustment for age at di-

agnosis and gender, the HR was 10.35 (95% CI 2.01-
53.24). In the subgroup of patients with PTCs with TERT
promoter mutations, the HR for disease-specific mortality
was 11.63 (95% CI11.93-70.15); after adjustment for age
at diagnosis and gender, the HR was 23.81 (95% CI1.36-
415.76). The low number of deaths in the group of pa-
tients with FT Cs precluded a similar regression analysis.

Table 4. Thyroid Cancer-Specific Mortality and Hazard Ratios for Patients With TERT wt vs TERT Mutated Tumors

Mortality

Rate (Deaths

per 1000

Mortality, n, % Person-Years) Hazard Ratio (95% Q)

Type of TERT po TERT  TERT P P
Cancer Overall TERT wt Mutated Value' wt Mutated Unadjusted Value Adjusted® Value
DTC 7323Q22) 3/298 (10) 4/25(16.0) <.001 117 2117 19.42 (430-87 64) <001 10.35(2.01-53 24) 005
PTC 51284 (1.8) 3/265(1.1) 2/19(10.5) 001 136 13.64 11.63 (1.93-70.15) 007 23.81(1.36-415.76) 03
FTC 2/70(2.8) 0/58 212(16.7) <.001 o} 4723 < ¢ & €

Abbreviations: mut, mutated; wt, wild type

@ Log-rank P values

® Adjusted for age and gender (Cox regression)

< Due to the low numbers, a regression analysis was not performed for FTC patients
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Figure 1. Kaplan-Meier survival curves of thyroid carcnoma-specific survival by TERT mutation status representing the whole follicular cell-derived
thyroid carcinoma series (A), the group of patients with differentiated thyroid carcinoma (B), the subgroups of patients with PTCs (C), and the
subgroup of patients with FTCs (D). TERT mut, TERT promoter mutation; TERT wt, TERT promoter wild type

Discussion

In the present study, we show that TERT promoter mu-
tations are an indicator of tumor aggressiveness in DTCs,
being associated with distant metastases, worse response
to treatment, and poor outcome.

TERT promoter mutations were present in 12.4% of the
FCDTC tumors, being detected in PTCs and FI'Cs (7.5%
and 17.1%, respectively), PDTCs and ATCs (29.0% and
33.3%, respectively). The frequencies of TERT promoter

mutations in DTCs are similar to those recently reported by
Liu et al (19) and lower than those reported by Landa et al
(20) and Liuet al (26). TERT promoter mutations were not
detected in normal thyroid or in benign lesions, such as nod-
ular goiter, adenoma, or thyroiditis, or in medullary thyroid
carcinomas. These negative findings fit with previous reports
(15,19,20).No TER T promoter mutations were detected in
benign or malignant tumors from Chernobyl-irradiated pa-
tients, suggesting that irradiation is not a strong etiological
factor for the occurrence of such mutations.
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Figure 2. Kaplan-Meier survival curves of DTC-specific survival according to the different clinicopathological and molecular features gender (A), age (B),

tumor size (C), extrathyroidal extension (D), vascular invasion (E), lymph node metastases (F), distant metastases (G), and BRAF status in PTCs (H)

We did not detect TERT promoter mutations in any of the
carcinomas displaying oncocytic features (Supplemental Ta-
ble 1). The absence of mutations may reflect the small size of
the series regarding oncocytic variant of PTCs, tall-cell PTCs,
and Warthin-like PTCs. This does not hold true, however,
regarding FT'Cs in which TERT promoter mutations were
not detected in any of the 27 oncocytic cases (0%), incontrast
to their presence in 12 of the 43 conventional FTCs (27.9%).
We do not know how to explain this finding, which hasto be
confirmed in larger series, namely of oncocytic PTCs, but we

believe it contributes to reinforce the assumption that onco-
cytic tumors of the thyroid differ from their nononcocytic
counterparts with regard to several genetic and metabolic
pathways (25, 27).

The relatively low number of microcarcinomas
(11.2%; Table 1), all negative for TERT promoter muta-
tions, and the higher percentage of cases with distant me-
tastases (15% of DTCs) in comparison with data reported
in some recent series (28, 29) support the assumption that
one may be dealing in the present study with higher-stage
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cases referred to academic centers. Further studies includ-
ing lower-risk patients are necessary to establish a more
accurate evaluation of the frequency of TERT promoter
mutations in the different histotypes of FCDTCs.

In DTCs, the presence of TER T promoter mutations was
associated with older age at diagnosis, larger tumors, higher
frequency of distant metastases, and higher tumor stage.
These results are in line with previous reports indicating that
TERT promoter mutations were more prevalent in histolog-
ical categories of thyroid carcinomas classically associated
with more aggressive clinical behavior (15, 19, 20). The most
important added value of the present study is that we found
evidence showing that patients with TER T mutated tumors
had decreased survival when compared with patients with
tumors harboring wild-type TERT and, moreover, that this
holds true for the whole DTC series as well as for PTCs and
FT'Cs independently. The usefulness of TERT mutations as
a prognostic marker is particularly relevant in DTCs due to
the combination of two main reasons: only a small percent-
age of such carcinomas behave aggressively and may turn
ultimately lethal, and there is a lack of good prognostic in-
dicators in this setting.

TERT promoter mutations were more prevalent in
PDTCs (29.0%) and ATCs (33.3%) than in DTCs. Al-
though we did not find an association between TER T pro-
moter mutations and mortality in this subset of less dif-
ferentiated tumors (data not shown), the dismal outcome
of most patients with poorly differentiated/undifferenti-
ated carcinomas and their aggressive clinicopathological
characteristics raises doubts about the prognostic utility of
molecular markers, such as TERT promoter mutations,
from a clinical standpoint. Furthermore, the small number
of patients in each of the two categories does not allow a
definitive conclusion on this issue. We also believe that the
predictive value of TER T promoter mutations for disease-
specific mortality in patients with FT Cs should be clarified
in larger series because we acknowledge the small number
of events that occurred in our series due to the relatively
low number of FT'Cs patients with appropriate follow-up.

Although the overall prognosis of patients with DTCs is
usually good, with a 10-year survival rate higher than 85%
in most series (30}, the outcome of older patients with distant
metastases is guarded, with a S-year survival of approxi-
mately 30%-40% (31). Due to the clinical relevance of dis-
tant metastases, we performed a multivariate logistic regres-
sion evaluating the clinicopathological and molecular factors
associated with distant metastasization. The presence of
TERT promoter mutations was a significant predictor of
distant metastases after adjusting for gender, tumor size, or
vascular invasion, independently. When all the features as-
sociated with distant metastases in the univariated model
(gender, tumor size, vascular invasion, and TERT muta-
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tional status) were included in the regression, vascular inva-
sion became the only independent predictor. From the clin-
ical standpoint, vascular invasion is information available
only after surgery and all the others [age, gender, tumor size
(estimated by ultrasound), and TERT mutational status (if
feasible in fine needle aspiration cytology)] may in the near
future be available for physicians before surgery, allowing a
better risk stratification before the first treatment approach.
For this reason, we decided to present the results of the mul-
tivariate model with and without the input of vascular inva-
sion (Table 3).

The association of TER T promoter mutations with de-
creased survival in DTCs was kept irrespectively of age at
diagnosis and gender. In addition to TER T promoter mu-
tations and distant metastases, age at diagnosis was the
only factor significantly associated with decreased sur-
vival in the present study. Age at diagnosis is a well-es-
tablished predictor of mortality in DTCs, and this has been
recognized by the Union for International Cancer Control/
AJCC, setting age at diagnosis as a major determinant in
the staging system (32). Even though male gender was not
associated with decreased survival in our study, a large
population-based cancer registry (Surveillance, Epidemi-
ology and End-Results) showed that male gender may be
associated with increased mortality (33). This finding fits
with our results showing that male gender was signifi-
cantly associated with distant metastases and disease per-
sistence at the end of follow-up. These were the reasons
that we decided to adjust the HR for both age at diagnosis
and gender. The independent association of TERT pro-
moter mutations with decreased survival holds true if we
adjust the HR either for age at diagnosis (data not shown)
or for both age at diagnosis and gender (Table 4).

Liuet al (26) recently published a report studying the fre-
quency of TERT promoter mutations in a series of 107
FCDTCs (51 PTCs, 36 FICs, and 20 ATCs) and its rela-
tionship with older age and shorter telomeres. The authors
also found an association between TERT promoter muta-
tions and distant metastases as well as shorter disease-specific
survival in the whole FCDTC series and in PTCs. The results
of this study fit in general with our findings. However, it
should be emphasized that the report of Liu et al (26) was
conducted in a small group of patients with extremely ag-
gressive DTCs (51 PTCsand 36 FTCs, with a disease-specific
mortality of 24.1%). At variance with the study by Liu et al,
the disease-specific mortality in the present study is similar to
those reported in most of the large recent series (34, 35).
Furthermore, our study allowed a regression analysis in
whichthe effect of TERT mutational status on survival could
be determined and adjusted for age at diagnosis and gender.
Taken together, we may say that, although performed in
different populations, both studies indicate that TERT pro-
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moter mutations may serve as a marker of aggressive disease
and poor outcome in DTCs.

Our data show that DTC patients with TER T promoter-
mutated tumors were less prone to be free of disease at the
end of follow-up and were submitted to more radioiodine
treatments with higher cumulative activities as well as to a
greater number of other treatment modalities. Combining
this information with the worse outcome of the patients, it is
likely that, in the future, TERT promoter mutational status
may be used to individualize treatment decisions, namely the
type of surgery (if the molecular study proves to be feasible
in fine needle aspiration cytology), the decision to perform
radioiodine ablation, and the amount of *!I to administer to
patients. The latter issue is particularly relevant due to the
current trend to reduce the number of patients submitted to
radioiodine ablation and to use lower doses (36 -38). Inter-
national consensus and guidelines may also take into account
TERT promoter mutational status to establish the best fol-
low-up strategy for the individual patient.

Considering that DNA or RNA of TERT has been used as
vaccines to induce T-helper cells and specific cytotoxic T
lymphocyte responses against TER T-positive tumors (39,
40), it seems possible that, in the future, TER T-based im-
munotherapies may be tailored for patients with TER T-mu-
tated carcinomas because these tumors carry a poor out-
come, possibly because of a worse response to current
therapies. Further studies are necessary to address this issue.

All the institutions involved in the present study fol-
lowed international guidelines, but there were discrepan-
cies regarding prophylactic central lymph node dissection.
Taking into consideration that the role of such dissection
is currently under debate and the existing differences from
institution to institution of the present study, we did not
investigate the implications of prophylactic lymph node
dissection on the outcome.

TERT mutations were associated with BRAF muta-
tions, highlighting the coexistence of activation of BRAF
and of TER T genes, previously reported in melanoma (16)
and thyroid (15). Horn et al (16) advanced that the mu-
tation creates newly consensus binding sites for TCF sub-
family transcription factors (Elk1 and Elk4) that can be
activated by BRAF. Both in thyroid carcinoma and in mel-
anoma, it seems that a background status of activated
BRAF enhances the effects of TERT promoter mutation.
Our previous results in TERT mRNA expression corrob-
orated this assumption showing an increased TERT ex-
pression in tumors harboring BRAF and TERT mutation
(15). However, the concurrence or coexistence in the cur-
rent study of TERT and BRAF mutations was not asso-
ciated with increased aggressiveness and worse outcome in
comparison with the presence of TERT mutations alone
(Supplemental Table 3 and Supplemental Figure 2). None-

TERT Promoter Mutations Predict Qutcome in DTC

J Clin Endocrinol Metab, May 2014, 99(5).E754-E765

theless, these results should be viewed with caution due to
the low number of patients in each of the two groups.

It remains to be fully clarified the biological meaning of
the association between TER T promoter mutations and the
metastatic nature of thyroid tumors. Being one of the hall-
marks of cancer and enabling replicative immortality of can-
cer cells, TERT activation appears to be independent of the
tumor microenvironment because there is no substantive ev-
idence for stromal contributions to telomere stabilization in
cancer cells (41). Our findings suggest that a link between
telomerase activity and metastatic capacity may exist. We
can speculate that this link may be inherent to the extended
survival of TER T-mutated cells during the circulation phase
and/or the homing in distant places, rather than to the in-
creased invasiveness of such cells, but the discussion of this
issue is beyond the scope of the present study.

We conclude that TERT promoter mutations are an
indicator of clinical aggressiveness of follicular cell-de-
rived thyroid carcinomas, being associated with distant
metastases, worse response to treatment, and poor out-
come. The detection of such mutations appears to be, per
se, a promising prognostic indicator in DTCs and PTCs.
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Supplemental Figure 1 - Sequencing chromatographs of the ZERT promoter locus in genomic
tumor DNA obtained by Sanger sequencing (-124 normal, -124 G>A mutation, -146 normal, -
146 G>A mutation)

f\
I N

| R
,/ | A/\f, &

-146 normal -146 G=A mutation

LXXVI



Supplemental Table 1 — Histological diagnoses of the 647 thyroid tissue samples searched for
the presence of 7TERT promoter mutations

Histotypes No. of cases TERT n (%)

Normal thyroid 30 0(0.0)
Lymphocytic thyroiditis 9 0(0.0)
Nodular goiter 12 0(0.0)
Follicular adenoma

Conventional 53 0(0.0)

Oncocytic variant 7 0(0.0)
Follicular carcinoma

Conventional 43 12 (27.9)

Oncocytic variant 27 0(0.0)
Papillary carcinoma

Conventional 230 19(8.3)

Follicular variant 74 5(6.8)

Oncocytic variant

Papillary architecture 6 0(0.0)
Follicular architecture 3 0(0.0)

Solid variant 7 0(0.0)

Warthin-like variant 6 0(0.0)

Tall-cell variant 2 0(0.0)
Mucoepidermoid carcinoma 4 1(25.0)
Poorly differentiated carcinoma 31 9(29.0)
Anaplastic carcinoma 36 12 (33.3)
Medullary carcinoma 28 0(0.0)
Post-Chernobyl series

Follicular adenomas 12 0(0.0)

Papillary carcinoma 27 0(0.0)
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Supplemental Table 2 - Summary of treatment procedures in differentiated thyroid carcinomas

All patients TERT wild TERT p value
type mutated

Number of radioiodine therapies 1.96+1.29 1.81£1.16 2.69+1.78 0.009

Cumulative activity (GBq/mCi) 9.8£8.9/ 9.0+8.1/ 15.8+12.4/ 0.004
264.14240.4  242.8+218.1  425.8+334.8

Number of additional treatments*  1.36+1.73 1.13+1.52 2.56+2.45 0.001

*Number of additional treatments includes surgical procedures, external beam irradiation and
treatment with tyrosine kinase inhibitors. Each surgical procedure was counted as one «additional
treatment». Treatment with tyrosine kinase inhibitors was counted as one «additional treatment»
if the patient took the drug for more than six months, and regardless of the utilization of more
than one drug of the same class.



Supplemental Table 3 - Clinico-pathological data of patients with PTC harboring TERT

promoter mutations and wild-type or mutated BRAF'

All patients  TERT mut  TERT mut / p value
/ BRAF wt  BRAF mut

Clinico-pathological
Age at diagnosis, y (n=24) 58.4+13.2 52.2+8.0 60.0+14.4 NS (0.22)*
Gender (n=24)

Female 16 (66.7) 5(83.3) 11(61.1) NS (0.32)

Male 8(33.3) 1(16.7%) 7(38.9)
Mean tumor size, cm (n=23) 3.2+2.2 2.9+2.1 3.3+2.3 NS (0.66)*
Extrathyroidal extension
(n=18) 14 (77.8) 3(60.0) 11 (84.6) NS (0.26)

Present
Vascular invasion (n=16)

Present 5(31.3) 2(66.7) 3(23.1) NS (0.14)
LN metastases (n=23)

Present 18 (78.3) 5(83.3) 13(76.5) NS (0.73)
Distant metastases (n=18)

Present 5(27.8) 3(50.0) 2(16.7) NS (0.14)
Stage (n=14)

I 3(21.4) 0 3(37.5) NS (0.29)

I 1(7.1) 1(16.7) 0

111 4(28.6) 2(33.3) 2(25.0)

v 6(42.9) 3(50.0) 3(37.5)
Clinical status at the end of
follow-up (n=12)
Disease persistence 6 (50.0) 4(66.7) 2(33.3) NS (0.25)
Disease-specific mortality 2(10.5) 1(16.7) 1(7.7) NS (0.70)%*

(n=19)

* Due to low numbers in each group, Mann-Whitney U test was used

** Kaplan-Meier log-rank p values
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Supplemental Figure 2 — Kaplan-Meier disease-specific survival curve for both groups (TERT
mutated / BRAF wild-type and 7ERT mutated / BRAF mutated)
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Abstract Thyroid carcinomas represent a challenging problem
from the prognostic standpoint. Despite an overall good progno-
sis of the most frequent endocrine malignancy, 10-15 % of
papillary thyroid carcinomas (PTCs) turn refractory to radioac-
tive iodine therapy. The increased incidence of thyroid cancer has
led to the search for solid prognostic biomarkers that predict the
behaviour of these tumours. Clinical and histopathological prog-
nostic factors remain the only safe elements to be used for
diagnosis and prognosis of patients with thyroid tumours. De-
spite the huge amount of genetic information of thyroid tumours,
very few new markers revealed diagnostic or prognostic value
per se. BRAF mutation can have some value if associated to
other clinico-pathological parameters, or in the particular setting
of iodine refractory tumours. Others can prove interesting in the
future as predictive biomarkers of therapeutic response, but more
studies are needed to confirm these potential biomarkers.
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Introduction

For decades, thyroid carcinomas have been known to represent a
particularly challenging problem from the prognostic standpoint
since they encompass one of the least lethal human cancer —
papillary thyroid carcinoma (PTC) — and, in the other side of
the spectrum, one of the deadliest forms of cancer, the anaplastic
or undifferentiated thyroid carcinoma (UC).

Despite carrying an overall good, or even very good prog-
nosis, PTC, which is the most frequently occurring endocrine
malignancy in humans, can be divided into two subgroups: a
large majority that do not cause patients death and a minority
that follow a more aggressive clinical course and may lead to a
fatal outcome.

Another prognostic peculiarity of PTC resides in the fact
that, at variance with almost all other malignant tumours, the
presence of regional lymph node metastases does not allow to
separate the two subgroups carrying good and guarded
prognosis.

Part of the difficulties in the prognostic evaluation of PTC
stems from the availability of an excellent treatment in most of
the cases: radioactive iodine after total thyroidectomy. This
approach is usually successful regardless of the presence of
nodal metastases (and, in young patients, even of the presence
of lung metastases). This does not hold true in 10-15 % of
PTCs which after a positive response to therapy tum, for
poorly understood reasons, unresponsive to radioactive iodine
and may cause the patient's death.

The acknowledgment of the aforementioned progression of
some PTCs towards less differentiated tumours, together with
the long established knowledge on the frequent multicentricity
of PTC, led some authors to advocate that every PTC should
be treated by total thyroidectomy and radioactive iodine.
Incidentally, if one follows the same reasoning and take into
consideration that a large percentage of PTCs displays occult
lymph node metastases, it would make sense to suggest that
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every patient with PTC should be submitted, besides total
thyroidectomy, to a more or less radical lymphadenectomy.

The adequacy of such recommendation would be
disputable in any case since it is known that the large
majority of PTCs do not cause clinical problems even
after conservative surgical treatment. The situation turns,
however, unbearable if one includes into the equation
the huge number of so-called papillary microcarcinomas
(present in 5-20 % of the adult population) that would
also require total thyroidectomy despite almost never
causing any clinical problem at all.

After the recent development of the genetic analysis
of thyroid tumours, many of the above-mentioned prob-
lems started being addressed using a molecular approach
that has contribute to re-shape the prognostic strategy in
three main aspects.

The first concerns the incorporation of molecular
features in the prognostic evaluation of both well-
differentiated thyroid carcinomas (DTC), including PTC
and follicular thyroid carcinomas (FTC), and poorly
differentiated carcinomas (PDC). This incorporation
should not be done just as an addition of new, isolated,
data but, whenever possible, should be used in an
articulated manner with the histological features (e.g.,
topography and tissue heterogeneity).

The second aspect concerns the evolution towards the
identification of predictive rather than pure prognostic
factors. This trend holds true regarding the identification
of nuclear and mitochondrial structural genetic alter-
ations that can serve as therapeutic targets, as well as
biomarkers of progression towards tumours less prone to
respond to radioactive iodine.

The third point is a sort of corollary of the two aforemen-
tioned aspects in the setting of cytopathology. Fine needle
aspiration biopsy (FNAB) has long ago proved to be a valu-
able method for diagnosing thyroid nodules and for helping
therapeutic decisions. Nowadays, the challenge is to incorpo-
rate in FNAB the molecular data able to provide a more
precise diagnosis in borderline lesions and, whenever dealing
with an unequivocal PTC, a better approach for the surgical
treatment.

In the following sections, we will sequentially review the
clinical, histopathological and molecular features that have
been advanced as useful prognostic factors in thyroid carci-
nomas of follicular cell origin. The prognosis of patients with
medullary carcinoma that originate from C cells will not be
addressed.

Clinical prognostic factors

As referred above, the prognosis of DTC is considered
to be very good, with a 10-year survival rate higher
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than 85 % in most series [1-3]. Several prognostic
factors have proved useful to separate the group of
patients with low risk of recurtence or death from those
with intermediate to high risk (Table 1). Most of these
factors can be assessed at the time of diagnosis and can
be used to select the most appropriate initial treatment.
Other data are only available at the time or soon after
the initial therapeutic approach and may then be taken
into account to fine tailor the follow-up of patients.
Many of the factors are strongly inter-related and are
not independent predictors of patients’ outcome leading
to the development of several scoring systems that al-
locate patients in groups with similar prognosis.

Staging

Staging is considered the most important prognostic
factor in thyroid cancer as in other human cancer
models. The prognosis classification systems take into
account individual clinical and pathologic factors and
combine them to assess the risk of mortality and recur-
rence from thyroid cancer [see below scoring systems
and pTNM staging (Tables 2 and 3)].

Age

Age at diagnosis is an important prognostic factor for
mortality in patients with DTC. The adverse effect of
age on prognosis increases gradually with each decade,
particularly after 40-45 years [4, 5]. For practical pur-
poses, patients diagnosed before 45 have a better prog-
nosis than older patients. This cut-off value — 45 — is
one of the major determinants used in the UICC/AJCC
(Union Internationale Contre le Cancer/American Joint
Cancer Committee) staging system. This relationship is
consistent with the observation that children have a low
mortality rate, even though extensive disease with me-
tastases is frequent at presentation [6].

Older patients are more likely to have aggressive histologic
variants, extensive neck disease and distant metastases at

Table 1 Clinical prognostic factors

Well established Controversial or recently recognized
Age Family history of DTC
Gender Auto-immune thyroid disease®
Extent of primary Prophylactic central lymph node
thyroidectomy dissection
Postoperative stimulated Preoperative TSH
thyroglobulin

*Clinically evident Hashimoto's thyroiditis is associated with a better
prognosis, while Graves' disease is associated with a worse outcome
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Table 2 UICC/AJCC staging system for differentiated thyroid carcinoma

UICC/AJCC TNM staging system (7th edition)*

T — Primary Tumor
T1 — Tumor <2 cm in greatest dimension limited to the thyroid
Tla— Tumor <1 cm, limited to the thyroid
T1b— Tumor >1 ¢m but <2 cm in greatest dimension, limited to the thyroid
T2 — Tumor >2 cm but <4 ¢m in greatest dimension, limited to the thyroid

T3 — Tumor >4 c¢m in greatest dimension limited to the thyroid or any tumor with minimal extrathyroid extension (e.g., extension to
sternothyroid muscle or perithyroid soft tissues)

T4a® — Tumor of any size extending beyond the thyroid capsule to invade subcutaneous sof tissues, larynx, trachea, esophagus, or recurrent
laryngeal nerve

T4b® — Tumor invades prevertebral fascia or encases carotid artery or mediastinal vessels
N — Regional lymph nodes
Nx — Regional lymph nodes cannot be assessed
NO — No regional lymph node metastasis
Nla — Metastases to Level VI (pretracheal, paratracheal, and prelaryngeal/Delphian lymph nodes

N1b — Metastases to unilateral, bilateral, or contralateral cervical (Levels I, IL, IIL, IV, or V) or retropharyngeal or superior mediastinal lymph
nodes (Level VII)

M — Distant metastases
Mx — Distant metastases cannot be assessed
MO — No distant metastases
M1 — Presence of distant metastases

Staging
Age <45 years Age 245 years
Stage [ Stage 1
Any T, any N, MO T1, N0, MO
Stage 11 Stage 11
Any T, any N, M1 T2, NO, MO
Stage 111
T3, N0, Mo
T1, Nla, MO
T2, Nla, MO
T3, Nla, MO
Stage IVA
Tda, NO, MO
T4a, N1a, MO
T1, N1b, MO
T2, N1b, MO
T3, N1b, MO
T4a, N1b, MO
Stage [VB
T4b, Any N, MO
Stage IVC
Any T, any N, M1

* Adapted from AJCC: thyroid. In: Edge SB, Byrd DR, Compton CC, et al. AJCC Cancer staging manual. 7th ed. New York, NY: Springer, 2010, 87-96
® All anaplastic thyroid carcinomas are considered as T4 (T4a—intrathyroidal anaplastic thyroid inoma; T4b — anaplastic carcinoma with gross
extrathyroid extension)

diagnosis. Tumours tend to be less differentiated in the elderly, ~ younger subjects [7], and older patients develop recurrences
with lower *'I uptake in metastases in comparison with  more frequently and more rapidly after initial treatment.
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Table 3 An overview of prog-
nostic scoring systems

4 springer

AGES
For papillary thyroid carcinoma

0.05xage in years (if age >40) or +0 (if age <40)

+1 (if grade 2) or +3 (if grade 3 or 4)

+1 (if extrathyroidal tumour invasion)
+3 (if distant metastases present)

+0.2 X tumour size (max. diameter in cm)
Group 1: AGES score <4.00

Group 2: AGES score=4.00-4.99
Group 3: AGES score=5.00-5.99
Group 4: AGES score 6400

AMES for differentiated thyroid carcinoma
Low risk

A. Age at diagnosis <41 years for men, <51 years for women, without metastases

B. All older patients with

1. Intrathyroidal papillary carcinoma or minor tumour capsular involvement follicular carcinoma and

2. Primary tumour <5 ¢m in diameter and
3. No distant metastases
High risk
A. All patients with distant metastases
B. All older patients with:

1. Extrathyroidal papillary carcinoma or major tumour capsular involvement follicular carcmoma and

2. Primary carcinoma tumour 5 cm in diameter or larger regardless of extent of disease

De Groot's Clinical classification for differentiated thyroid carcmoma

Class I: tumours confined to the thyroid gland

Class II: patients with cervical nodular metastases

Class III: patients with tumour extending beyond the thyroid gland or with incompletely resected nodular disease

Class IV: patients with distant metastases

MACIS for papillary thyroid carcinoma
3.1 (if age <39 years) or 0.08 X age (if age >40)
+0.3 X tumour size (max. diameter in cm)
+1 if incompletely resected
+1 if locally invasive
+3 if distant metastases present.
Group 1: Macis score <6.00
Group 2: Macis score=6.00-6.99
Group 3: Macis score=7.00-7.99
Group 4: Macis score =8.00

National thyroid cancer treatment cooperative study group (NTCTCS) for all thyroid carcinomas

Tumor type
PTC
Age <45 years
Primary tumour size (cm)
<1 I
1-4 1
>4 I
Primary tumour description
Microscopic multifocal I

Age 245 years

FTC
Age <45 years

I

Age 245 years
I
it
i

1T
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Table 3 (continued)

Macroscopic multifocal
Macroscopic capsule invasion
Microscopic extraglandular
Macroscopic extraglandular
Poor differentiation
Metastases
Cervical lymph nodes
Extracervical lymph nodes

1

1I I
I I
I 1
it I
- 1

i
I
I
it

1 I
v 1

1

Gender

The incidence of DTC is three times higher in females [2, &].
Nevertheless, the estimated rates of death in women are only
1.3 times higher than the death rate in men in the USA [8]. In
some series, male patients tend to have more advanced disease
diagnosed at an older age, have lower disease-free survival
and higher mortality than female patients [2, 9]. This has been
confirmed in a recent analysis focusing on disease-specific
survival of a large population-based cancer registry (Surveil-
lance, Epidemiology and End Results [SEER]) from 1988 to
2007 [10]. Men had higher thyroid cancer-specific mortality
and lower disease-specific survival, but male gender was not
an independent determinant of the latter.

Family history

Studies addressing the aggressiveness of familial DTC in
comparison with sporadic DTC provide conflicting results
[11]. Some series demonstrated an association between famil-
ial non-medullary thyroid carcinoma and more frequent
multifocality [12, 13], extrathyroidal extension [13], lymph
node involvement [13], recurrence [12] and disease-free sur-
vival [12]. These results were not confirmed in other series
[14, 15].

Auto-immune thyroid disease

The influence of clinically evident auto-immune thyroid disease
on the prognosis of DTC is controversial [16]. In some series,
DTC appears to carry a better prognosis in patients with previ-
ously known Hashimoto's thyroiditis. These results were re-
cently corroborated by a clinical study that included more than
700 patients [17]. Hashimoto's thyroiditis was an independent
predictor of lower rate of lymph nodes involvement and per-
sistent disease at the end of follow-up [17]. At variance with
this, the coexistence of Graves' disease is associated with a
worse prognosis in clinically evident tumours (not in occult or
microPTC). Patients with previously known Graves' disease
tend to present with more extensive neck disease, the risk of
metastasis is higher and mortality rate is also higher [18, 19].

Preoperative TSH levels

Serum TSH is directly associated with risk of cancer in a thyroid
nodule [20]. It was recently demonstrated that preoperative TSH
levels are associated with higher stage at diagnosis, gross
extrathyroidal extension and cervical lymph node metastasis [21].

Extent of primary surgery

The extent of thyroidectomy has major prognostic implica-
tions. Total or near-total thyroidectomy significantly improves
recurrence and survival rates for tumours >1.0 cm [22] and it
is now the procedure recommended by the American [23] and
European Guidelines [24] for suspicious nodules >1.0 cm.
Incomplete removal of neoplastic foci significantly affects
the prognosis.

The utility of prophylactic central lymph node dissection is
uncertain. The procedure allows a more precise staging [25]
but is associated with increased morbidity; furthermore, its
effectiveness in decreasing local recurrences and mortality is
uncettain [26, 27].

Postoperative thyroglobulin

TSH-stimulated thyroglobulin after surgery or at the time of
radioiodine ablation is an important prognostic indicator,
whether the stimulation is performed with endogenous [28] or
recombinant human TSH [29]. The negative predictive value
for disease persistence 1 year after the initial treatment is above
90 % in most studies. The putative role of non-stimulated
thyroglobulin after surgery as a prognostic marker is under
debate and may be valuable only in low-risk patients [30].

Scoring systems

Several prognostic scoring systems for predicting disease-
specific mortality were developed based on multiple regres-
sion analysis of combined clinical and pathological prognostic
factors. In clinical practice, the most frequently used is the
TNM UICC/AJCC staging system (Table 2). Several other
systems proved to be useful and among the more popular are
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AGES (Age, tumor Grade, Extent and Size) [31], AMES
(Age, distant Metastases, Extent and Size of primary tumour)
[32], MACIS (distant Metastases, Age, Completeness of sur-
gery, Invasion of extrathyroidal tissues and Size ofthe primary
tumour) [33], De Groot's Clinical Classification [34] and
NTCTCS (National Thyroid Cancer Treatment Cooperative
Study Classification) (Table 3) [35]. A comparison of the
different prognostic systems in DTC demonstrated that the
UICC/AJCC staging system clearly outperforms other prog-
nostic systems [36].

Since the aforementioned scoring systems were mainly
developed to predict mortality and DTC are usually tumours
with good prognosis, both the American Thyroid Association
and the Buropean Thyroid Association introduced risk cate-
gories to predict recutrence (low, intermediate and high risk)
[23, 24].

Histopathological prognostic factors

Histopathology provides the two most important prognostic
biomarkers in thyroid cancer: the pTNM staging (enriched by
the evaluation of lymph-vascular invasion) and the morpho-
logical classification in DTC (encompassing PTC and FTC),
PDC and UC.

PTNM staging is the crucial prognostic factor in every type
of thyroid cancer. Besides the classical factors highlighted
above (size, extrathyroidal extension and distant metastasis),
it has been acknowledgment the importance of multinodular
growth beyond the original bulk of the tumour and the prom-
inence of vascular invasions [37]. Both factors frequently
coexist leading to the subclassification of FTC as widely
invasive FTC and of PTC as multinodular form of PTC which
is not always easy to distinguish from multicentric PTC [38&].

The demonstration of vascular invasion, per se, in mini-
mally invasive FTC leads to its subclassification as
angioinvasive FTC and to its inclusion together with widely
invasive FTC, in the group of FTC cases that should be treated
by total thyroidectomy and radioactive therapy. In contrast to
this, encapsulated FTC cases without angioinvasive as well as
encapsulated, non-invasive follicular variant of PTC (FVPTC)
may be treated conservatively (lobectomy) [39].

Regarding the putative prognostic meaning of PTC vari-
ants, it is well established that tall cell, columnar cell,
multinodular (diffuse) form of FVPTC, diffuse sclerosing
PTC are usually accompanied by guarded prognosis, but such
prognostic meaning is lost in multivariated analyses (for in-
stance, small, encapsulated columnar cell PTCs do not usually
cause any clinical problem) [38]. In the other end of the
spectrum, microPTC and encapsulated, non-invasive FVPTC
carry good prognosis [38].

The oncocytic (Hiirthle cell, oxyphilic) variant of PTC and
FTC are associated to worse prognosis in most series not
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because the tumours are more aggressive but because they
tend to be less responsive to radioiodine therapy [38]. At
variance with many types of neuroendocrine tumours, the
proliferative rate MIB-1 index or Ki67 index does not carry
prognostic significance in DTC. The same does not hold true
in some series of PDC in which the mitotic index and prom-
inence of necrosis carry prognostic information. As in almost
any type of thyroid carcinoma, pTNM staging provides the
most accurate data for evaluating the prognosis of patients
with PDC. In this setting, the presence and prominence of
vascular invasion play also a major prognostic role as well as
the responsiveness to radioactive iodine.

Both in DTC and PDC the degree of aneuploidy as well as
some molecular features (BRAF, RAS and TP53 point muta-
tions and RET/PTC and PAX8-PPARG rearrangements) carry
marginal prognostic information (see next section) [38].

UCs carry a dreadful prognostic regardless of the morpho-
logical and molecular characteristics of the neoplastic cells
[40, 41]. As it will be discussed in the next section, there is,
however, room to try to find molecular biomarkers that may
serve to design targeted therapies.

Molecular prognostic factors

The increased incidence of thyroid cancer due to the
detection of incidental papillary thyroid microcarcinomas
by neck ultrasound [42, 43], the radioiodine resistance of
some thyroid cancers, and the high recurrence rate (about
30 %) of clinically evident thyroid carcinomas [44, 45],
imposes a search for more precise and accurate prognostic
factors that predicts the behaviour of these tumours. These
factors can also provide an important guidance for future
targeted therapeutics in radioactive iodine-refractory thyroid
cancer.

Several genetic alterations and differentially expressed
genes have been identified in thyroid cancer and a putative
role as molecular biomarkers of aggressiveness has been
assigned to some of them (Table 4). Until now, however, none
of them has proven to be robust indicators of staging, recur-
rence or prognosis, thus preventing their inclusion and accep-
tance in clinical practice. Despite acknowledging controver-
sial usefulness of such molecular biomarkers, we will review
those we consider more promising as prognostic indicators.

Classical genetic markers

The classical markers belong to MAPK and PI3KCA/AKT
pathways [46], and include BR4F and RAS point mutations
and RET/PTC and PAX8-PPARG rearrangements, that repre-
sent about 70 % of the molecular alterations present in thyroid
cancer. BRAF (p.V60OE) is the most prevalent (29-69 %)
point mutation present in PTC [47, 48] (namely in classic PTC
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Table 4 Summary of the data in biomarkers reported to have potential prognostic value in thyroid cancer

Prognostic biomarker Cancer type (n)  References Prognostic biomarker Cancer type (n) References

Molecular alterations Protein expression
Aneuploidy/high S-phase PDC (16) [104] Alpha-Catenin PTC (173) [105]

PDC/UC (4) FTC (33)
uc (6) All (206)
All(26) Bel-2 ucC (12) [106]
BRAF mutations PTC (8890) [52, 53, 107-112] Beta-Catenin PTC (46) [106, 113]
CTNNBI mutations PTC (46) [113] FTC (12)
FTC (12) PDC (28)
PDC (28) UC (41)
uc e All (127)
All(115) Biotinidase PTC (129} [114]
TQGAP copy gain PTC (205) [115] c¢MET PTC (42) [116]
FTC (107) FTC(7)
UC (41) All (4%
All(353) COX-2 PTC (28) [117]
RAS mutations PTC (91) [67, 118] FTC (10)
PDC (65) UcC (10)
All(156) All (48)
RET/PTC rearrangements PTC (70) [119, 120] CCR7 PTC (88) [121]
FTC (25) CXCR4 PTC (88) [121]
uc(8) Cyclin D1 PTC (305) [122, 123]
All(103) E-cadherin PTC (88) [106, 124, 125]
FTC (78)
uc (12)
All(178)

Gene expression EGFR PTC(127) [126]
CXCL14 PTC (45) [127] Ep-ICD PTC (184) [128]
CST6 PTC (45) [127] Estrogen receptor- PTC (127) [126]

related protein
DHRS3 PTC (45) [127] FoxP3 PTC (253) [129]
GLTSCR2 FTC (15) [130] FTC (13)
ITIH5 PTC (15) [131] All (266)
FTC (4) Her2/neu PTC (43) [132]
PDC (5) FTC (54)
All (24) AlL(97)
Mig-6 PTC (125) [133] HGF/SF PTC (42) [116]
Mucl PTC (100) [134] FTC(7)
NID2 FTC (15) [130] All (49)
SPP1 PTC (45) [127] IMP3 PDC (103) [135]
S100A4 PTC (28) [136] MIB-1 ucC (12) [106]
TM7SF2 FTC (15) [130] MMP-2 PTC (65) [137]
TRIM2 FTC (15) [130] NDRG1 PTC (90) [138]
UHRF1 PTC (15) [131] FTC (36)
FTC (4) All (126)
PDC (5) Osteopontin (OPN) PTC(71) [139]
All (24) PPARG FTC (54) [91]
HCC (23)
AlL(77)
P16 PTC (90) [140]

miRNAs expression FTC (6)
miR-34b PTC (32) [141] All (96)
miR-130b PTC (32) [141] P27 PTC (305) 1232
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Table 4 (continued)

Prognostic biomarker Cancer type (n) References Prognostic biomarker Cancer type (1) References
miR-146b PTC (203) [141-143] P53 uc (12) [106]
miR-221 PTC (100) [142] RAS (P21) PTC (45) [144]
miR-222 PTC (132) [141,142] RET PTC (61) [145]

Thyroglobulin (TG) uc(12) [106]

Topoisomerase Il-alpha uc((12) [106]

VEGF PTC (274) [106, 117, 137,
FTC(10) 146, 147]
uc(22)

All (306)

being much less prevalent in FVPTC) and leads to the consti-
tutive activation of BRAF kinase and stimulation of the
MAPK pathway. BRAF mutation (p.V600E) can also be
detected in 0-13 % of PDC and 10-35 % of UC [47, 49-51].

BRAF mutation has been associated in many studies with
the aggressiveness of PTC: extrathyroidal invasion, lymph
node metastasis and advanced TNM stage (see meta-analysis
[52]) and, recently, also with PTC mortality [53] when asso-
ciated with other aggressive features namely extrathyroidal
growth. BRAF mutation presents a very low positive predic-
tive value (28 %) and a high negative predictive value (87 %)
for PTC recurrence [54], suggesting that BRAF mutational
status in clinical management of PTC should be used with
caution. The use of BRAF mutation per se for PTC prognosis
remains controversial mainly due to the fact that BRAF
V600E mutation is found in about half of PTCs [46], from
which less than 10-15 % of the tumours will display aggres-
sive behaviour [55, 56].

BRAF mutation has also been associated with loss of
radioiodine avidity of recutrent PTCs [57-59]. In vitro [60] and
in vivo [61] studies confirmed this association. Recently, it was
shown that MEK inhibition could restore the radioactive iodine
incorporation, tuming BRAF or MEK inhibitors a promising
target to treat radioactive iodine-refractory thyroid cancers [61].

RAS mutations are associated with thyroid neoplasms with
follicular pattern: 24-53 % of follicular thyroid adenoma
(FTA) [62], 40-53 % of FTC [47], and 17-43 % of FVPTC
[63-66]. RAS mutations have also been reported in 18-27 %
of PDC and 20-60 % of UC [47].

The clinical significance of R4S mutations in thyroid cancer is
controversial. Some reports show that R4S mutations are associ-
ated with tumour aggressive phenotypes and poor prognosis [67,
68], while others do not confirm this association [50]. RAS
mutational stafus is not sensitive or specific enough to support
its singular use as a molecular marker for the prediction of
benignity or malignancy of thyroid nodules or prognosis [69, 70].

RET/PTC rearrangements are more frequent (45-60 %) in
sporadic PTCs of children and young adults [71, 72] and in
populations subjected to accidental or therapeutic irradiation

@ springer

(50-80 %) [73, 74]. Additionally, RET/PTC rearrangements
have been detected in benign lesions of the thyroid [75], such
as Hashimoto thyroiditis [76] and FTA [77].

The presence of RET/PTC rearrangements was associated
with lymph node metastasis and extrathyroidal extension [78]
whereas in others works it has been associated with a better
prognosis [79-81]. Other authors did not detect any correla-
tion between the clinico-pathological features of PTC and
RET/PTC rearrangement [82]. Given the contradictory find-
ings, the presence of the rearrangement in inflammatory and
benign lesions and the low prevalence of RET/PTC
rearrangements in sporadic thyroid cancer, almost every-
body agrees that RET/PTC utility as a prognostic bio-
marker is low [56]. Nevertheless, the presence of this
rearrangement in follicular Hurthle cell carcinoma
(FHCC) with a solid growth pattern [83] raises the
possibility of its utilization as predictive indicator for
using RET inhibitors therapy.

PAX8-PPARG rearrangement is detected in sporadic follic-
ular thyroid tumours: FTA (0-55 %), FTC (0-63 %), FVPTC
(0-38 %) and in FHCC (0-4 %) [63, 84-87]. Conversely,
PAX8-PPARG rearrangement has not been described in clas-
sical PTC, PDC or UC [87, 88].

PAX8-PPARG rearrangement has been significantly asso-
ciated with multifocality of the tumours and vascular invasion
[63, 86], putatively conferring invasive potential to FTC [89].
Other reports showed that FTC patients with negative expres-
sion of PPARG protein presented more poorly differentiated
areas and were more likely to have metastatic disease [90, 91].
Despite this evidences the consistent detection of P4XS-
PPARG in benign tumours restricts its value as a diagnostic
molecular marker.

Recently, TERT promoter mutations were detected in PTC,
FTC, PDC and UC and were found to be associated with
characteristics of guarded prognosis in DTC (older age, bigger
tumours and presence of metastases) [92]. Our preliminary
data also indicate that patients harbouring T7ERT promoter
mutations show a poorer outcome (unpublished observations).
Further studies with larger series are necessary to see whether
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or not such mutations do constitute a good molecular marker
for prognostic proposes.

Genetic markers on FNAB

Besides the difficulty in getting accurate diagnostic/
prognostic indicators, a substantial number of surgeries
of benign nodules is performed due to the diagnostic
limitations of FNAB [93]. Acknowledging these limita-
tions, several researchers and companies have been test-
ing molecular markers alone and/or in combination, in
order to identify malignant thyroid tumours in cases of
uncertain diagnosis or indeterminate FNAB.

The diagnostic performance of combined molecular
markers (BRAF and RAS mutations, and RET/PTC
and PAX8/PPARG rearrangements) has been evaluated
together with cytopathology in the FNAB setting. The
combination of FNAB cytological examination and mo-
lecular analysis increase, in some studies, the diagnostic
accuracy to 96 % [94, 95], but these results remain to
be confirmed by other groups.

Through a meta-analysis of the molecular markers used in
FNAB, Xing et al. proposed an algorithm that includes cytol-
ogy and genetic analysis in the pre-surgical management of
patients with thyroid nodules [96]. These authors claim that
this analysis will avoid unnecessary surgery of patients with
molecular profile of "indolent" thyroid nodules highlighting
the benign behaviour of the tumour.

Several molecular diagnostic tests are now available on the
market either to exclude potential malignancy of thyroid tu-
mours — Afirma Gene Expression Classifier (GEC) [97], or
to diagnose malignancy — 4-gene classifier [94, 95]. One
study using GEC test showed that surgery might have been
avoided in 41 % of the patients with uncertain diagnosis by
FNAB, based on the benign profile provided by GEC [98].
These tests can help in specific settings to achieve better
decisions on patients' treatment.

In microarray analysis, several other well-known or still
uncharacterized genes have been described as cancer markers
in thyroid tumours [99], but its usefulness as prognostic fac-
tors has not been explored to date. Additionally, a microarray
analysis performed in microPTC and PTC (>1 cm) revealed
no differences in gene expression between the two entities
[100], suggesting that the differential gene expression could
not predict the progression of such thyroid tumours, and thus
reducing its use as prognostic maker (Table 2).

Similarly, differential microRNA (miRNA) expression has
been tested in thyroid tumours, in an attempt to distinguish
benign from malignant tumours [101]. The relative stability
and specificity of miRNA expression indicates that miRNAs
can be useful for diagnostic purposes [102, 103] but there are
no robust data indicating is value in the prognosis of the
patients (Table 4).

Conclusions

Clinical and histopathological prognostic factors remain the
only safe elements to be used for diagnosis and prognosis of
patients with thyroid tumours in "real life". Despite the huge
amount of genetic information and the more and more sophis-
ticated and sensitive methodologies used for the characteriza-
tion of thyroid tumours, very few new markers reveal diag-
nostic or prognostic value per se. Some of them (like the
BRAF mutation) can have some value if associated to other
clinico-pathological parameters, or in the particular setting of
iodine refractory tumours. Others can prove interesting in the
(near?) future as predictive biomarkers of therapeutic re-
sponse. Finally, other markers like TERT promoter mutations
have recently emerge as promising prognostic markers, but
only the study of large series with lengthy follow-up will be
able to confirm this assumption.
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