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RESUMO

A compreensdo dos mecanismos genéticos envolvidos na oncogénese das neoplasias de
tireoide tem modificado nosso entendimento desse grupo de doencas. A analise molecular
vem ganhando espaco, ja sendo utilizada clinicamente na avaliacdo diagndstica,
prognostica e terapéutica. Dessa forma, o manejo clinico das neoplasias de tireoide cada
vez mais € guiado pelas alteracdes genéticas. Os estudos publicados até hoje tiveram
como enfoque a busca por alteragdes na sequéncia do DNA, mas pouco se compreende
sobre as alteracOes transcricionais e epigenéticas. O presente estudo objetiva avancar o
conhecimento sobre as bases moleculares das neoplasias de tireoide a partir do estudo das
alteracdes da metilacdo do DNA e da expressao génica. Essa tese é composta por dois
estudos: o primeiro dedicado a andlise dos padrdes de metilagdo do DNA encontrados
nesse grupo de doengas; o segundo dedicado a investigar o impacto das mutacdes na
regido promotora do gene TERT sobre a expressdo génica. No primeiro estudo, foram
analisados dados de metilagéo reunidos de seis estudos previos, totalizando 810 amostras.
Esses dados foram empregados para o treinamento de um modelo de aprendizado de
maquina ndo supervisionado, sem qualquer dado clinico ou histopatoldgico. O modelo
identificou que as amostras podiam ser divididas em trés subtipos (clusters) com base
exclusivamente no perfil de metilagdo. Esses subtipos estavam fortemente associados ao
diagnostico histopatologico (P<0.001) e foram, portanto, denominados normal-like,
folicular-like e papilar-like. Adenomas e carcinomas foliculares ou oncociticos
compunham o subtipo folicular-like. Carcinomas papiliferos classicos ou de células altas
compunham o subtipo papilar-like. Os subtipos identificados estavam também associados
aos drivers oncogénicos (P<0.001): 99% dos tumores com a mutacdo BRAF V600E eram
papilar-like, enquanto 96% daqueles com mutagdes em RAS eram folicular-like. Por outro
lado, amostras diagnosticadas como variante folicular do carcinoma papilifero acabaram
dispersas em ambos os subtipos, demonstrando que esse tipo histologico nédo representa
uma Unica doenga, mas sim duas doencas distintas que compartilham caracteristicas
histopatoldgicas. Na segunda parte, foram empregados dados do The Cancer Genome
Atlas para analise das alteracBGes transcricionais associadas as mutacdes da regido
promotora do gene TERT (C228T e C250T). Sabe-se que essas mutagcdes aumentam a
expressdo do gene TERT, conferindo maior agressividade e piores desfechos. N&o se sabe,
entretanto, se ambas as mutacbes sdo igualmente oncogénicas. Em nossa analise,
observou-se que a a mutagdo C228T estava associada a um aumento de 15 vezes
(P<0.001) nos niveis de RNAm do gene TERT, enquanto a mutacdo C250T estava
associada a um aumenta de apenas 2 vezes (P=0.034). Clinicamente, a mutacdo C228T
foi associada a idade avancada, invasao linfonodal e metéstases. A sobrevida livre de
metastases em 5 anos para pacientes com a mutagdo C228T foi de 79% em comparagado
a 98% para aqueles sem a mutacdo. Dessa forma, nossos dados sugerem que a mutagédo
C228T possa conferir aos tumores maior agressividade, servindo como marcador
prognostico. Os dados apresentados aqui demonstram o potencial das ferramentas
computacionais em alavancar nosso entendimento das bases moleculares das neoplasias
de tireoide, oferecendo novos insights sobre a classificacdo e o prognostico dessas
doencgas.

Palavras-chave: Cancer de tireoide. Neoplasias de tireoide. Oncologia de precisdo.
Aprendizado de maquina. Machine learning. Big data. Bioinformatica.



ABSTRACT

Understanding the genetic mechanisms involved in the oncogenesis of thyroid neoplasms
has changed our comprehension of this group of diseases. Molecular analysis has been
gaining ground and is already used clinically in diagnostic, prognostic, and therapeutic
evaluation. Therefore, the clinical management of thyroid neoplasms is increasingly
guided by genetic alterations. The studies published to date have focused on the search
for changes in the DNA sequence, but little is known about transcriptional and epigenetic
changes. The present study aims to advance knowledge about the molecular bases of
thyroid neoplasms by studying changes in DNA methylation and gene expression. This
thesis is composed of two studies: the first is dedicated to the analysis of DNA
methylation patterns found in this group of diseases; the second is dedicated to
investigating the impact of mutations in the promoter region of the TERT gene on gene
expression. In the first study, methylation data gathered from six previous studies were
analyzed, totaling 810 samples. These data were used to train an unsupervised machine
learning model without any clinical or histopathological data. The model identified that
samples could be divided into three subtypes (clusters) based solely on the methylation
profile. These subtypes were strongly associated with histopathological diagnosis
(P<0.001) and were therefore named normal-like, follicular-like, and papillary-like.
Follicular or oncocytic adenomas and carcinomas comprised the follicular-like subtype.
Classical papillary or tall cell carcinomas comprised the papillary-like subtype. The
identified subtypes were also associated with oncogenic drivers (P<0.001): 99% of
tumors with the BRAF V600E mutation were papillary-like, while 96% of those with RAS
mutations were follicular-like. On the other hand, samples diagnosed as a follicular
variant of papillary carcinoma ended up dispersed across both subtypes, demonstrating
that this histological type does not represent a single disease but rather two distinct
diseases that share histopathological characteristics. In the second part, data from The
Cancer Genome Atlas were used to analyze transcriptional changes associated with
mutations in the promoter region of the TERT gene (C228T and C250T). It is known that
these mutations increase the expression of the TERT gene, resulting in greater
aggressiveness and worse outcomes. It is not known, however, whether both mutations
are equally oncogenic. In our analysis, it was observed that the C228T mutation was
associated with a 15-fold increase (P<0.001) in TERT gene mRNA levels, while the
C250T mutation was associated with an increase of only 2-fold (P=0.034). Clinically, the
C228T mutation was associated with advanced age, lymph node invasion, and metastases.
The 5-year metastasis-free survival for patients with the C228T mutation was 79%
compared to 98% for those without the mutation. Therefore, our data suggest that the
C228T mutation may confer tumors greater aggressiveness, serving as a prognostic
marker. The data presented herein demonstrate the potential of computational tools in
leveraging our understanding of the molecular basis of thyroid neoplasms, offering new
insights into the classification and prognosis of these diseases.

Keywords: Thyroid cancer. Thyroid neoplasms. Precision oncology. Machine learning.
Big data. Bioinformatics.
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INTRODUCAO

Nodulos de tireoide sdo encontrados em aproximadamente 5% das mulheres e 1%
dos homens através do exame fisico do pescoco (1). A prevaléncia desses nddulos pode
chegar a 68% com o uso de exames ultrassonograficos de alta resolugdo (1,2). Entretanto,
estima-se que somente 5 a 13% dos nodulos identificados sejam malignos (1,2).

As neoplasias de tireoide derivadas da célula folicular sdo o tipo mais comum de
tumor de tireoide e sdo o foco do presente estudo. Recentemente, a nomenclatura dessas
doengas foi revisada e atualizada pela Organizagdo Mundial da Saide (OMS), com a
publicacao de um novo sistema de classificagdo (5* edigao, 2022)(3,4). Esse novo sistema
tem como objetivo conciliar a tradicional classificacdo histopatoldégica com o
conhecimento adquirido ao longo dos Ultimos anos sobre as alteracdes genéticas

responsaveis pelo desenvolvimento e progressdo dessas neoplasias.

Figura 1: Classificagcdo das neoplasias de tireoide derivadas da célula folicular conforme

a 5% classifica¢do da Organizagdo Mundial da Saude

Lesdes benignas

Doenga nodular folicular

Adenoma folicular

Adenoma oncocitico

Adenoma folicular com arquitetura papilifera

Neoplasias de baixo risco

Neoplasia folicular ndo invasiva com
caracteristicas nucleares tipo papiliferas
Tumor folicular de potencial maligno incerto
Tumor bem diferenciado de potencial maligno incerto
Tumor trabecular hialinizante

Neoplasias malignas

Carcinoma folicular
Variante folicular encapsulada invasiva
do carcinoma papilifero

Carcinoma papilifero

Carcinoma oncocitico

Carcinomas de alto grau derivados da célula folicular
- Carcinoma diferenciado de alto grau
- Carcinoma pouco diferenciado

Carcinoma anaplasico

Fonte: Elaborado pelo autor.
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O novo sistema de classificacao desenvolvido pela OMS classifica os tumores de
tireoide derivados da célula folicular de acordo com seu comportamento bioldgico em
trés grandes categorias: tumores benignos, neoplasias de baixo risco e neoplasias
malignas (Figura 1)(3,4). Dentro das neoplasias malignas (i.e., carcinomas de tireoide),
encontram-se os canceres bem diferenciados e de baixo grau (carcinoma papilifero,
carcinoma folicular, carcinoma oncocitico e variante folicular encapsulada invasiva do
carcinoma papilifero), assim como os canceres de alto grau (carcinoma diferenciado de
alto grau, carcinoma pouco diferenciado e carcinoma anapldsico) (Figura 2). Com esse
novo modelo de nomenclatura, reconhece-se que as neoplasias de tireoide derivadas da
célula folicular devem ser compreendidas como um espectro continuo, que vai desde os

tumores benignos até as neoplasias malignas de alto grau (3,5,6).

Figura 2: Caracteristicas das neoplasias malignas de tireoide derivadas da célula folicular

conforme a 5% classificacdo da Organiza¢do Mundial da Satde (2022)

Neoplasias malignas derivadas da célula folicular

Carcinoma folicular

Variante folicular encapsulada invasiva do carcinoma papilifero
Carcinoma papilifero Legenda
Carcinoma oncocitico Baixo grau

. Alto grau

Carcinomas de alto grau derivados da célula folicular

. i. Carcinoma diferenciado de alto grau . .

Bem diferenciado
. ii. Carcinoma pouco diferenciado Pouco diferenciado
. B carcinoma anaplasico B ndiferenciado

Fonte: Elaborado pelo autor.

Atualmente, reconhece-se que a maioria dos tumores de tireoide se inicia a partir
de um tnico driver oncogénico (evento genético inicial) e que a aquisi¢do de alteracdes
genéticas adicionais (eventos genéticos tardios) € responsavel pela progressdo dessas
neoplasias (3,5-9)(5,6,8,9). Os drivers oncogé€nicos mais frequentes sao as mutagdes nos
genes BRAF e RAS (N/H/KRAS), assim como as fusdes nos genes RET, NTRK1/3, ALK,
BRAF, PPARG e THADA. Os eventos tardios mais frequentes sdo as mutagdes nos genes
TERT, TP53, PTEN, EIF1AX, AKTI ¢ PIK3CA (3,5-9).
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Como recentemente revisado por Fagin e Nikiforov (5), esse espectro das
neoplasias derivadas da célula folicular difere conforme o evento genético inicial. Certos
eventos iniciais, como as mutagdes BRAF V600E, originam universalmente lesdes
malignas, sem que haja uma lesdo benigna ou de baixo risco precursora. Nesses casos, a
unica progressdo que pode ser observada ¢ a perda de diferenciagdo, ocorrendo a
transformagdo de um carcinoma bem diferenciado em um carcinoma pouco diferenciado
ou anaplasico. Contrariamente, outros eventos genéticos iniciais, como as mutagoes RAS,
podem originar tanto neoplasias benignas e de baixo risco, quanto neoplasias malignas
(5). Dessa forma, podemos encontrar 0 mesmo driver oncogé€nico em ambos 0s extremos
desse espectro, desde o adenoma folicular RAS-mutado até o carcinoma anaplasico RAS-
mutado, sendo os eventos genéticos adicionais os determinantes da apresentacdo e do
comportamento clinico do tumor (3,5,6).

A elucidagdo dos mecanismos moleculares envolvidos na patogénese dessas
doencas ja impacta diretamente a pratica clinica. A testagem molecular ja é bem
reconhecida, por exemplo, como ferramente diagndstica em certos cenarios clinicos (10).
Usualmente, o diagnodstico dos nodulos de tireoide ¢ feito através de uma puncgao
aspirativa com agulha fina (PAAF) e subsequente analise citologica. A analise citoldgica
do material da PAAF ¢ feita conforme os critérios do Bethesda System for Reporting
Thyroid Cytopathology, daqui em diante apenas “Bethesda”, que classifica os nodulos em
categorias de I a VI.(11) A categoria Bethesda I (“nao diagnostico) indica uma pungao
com material insatisfatorio para analise, devendo ser realizada nova PAAF. As categorias
IT a VI indicam amostras satisfatdrias, sendo o risco de malignidade progressivamente
crescente. Nodulos classificados como Bethesda II (“benignos™) apresentam um risco de
malignidade ao redor de 4%. Enquanto isso, nddulos classificados como Bethesda V
(“suspeito de malignidade”) e VI (“maligno”) apresentam um risco de malignidade de
74% e 97%, respectivamente. Tanto em um extremo (Bethesda II) quanto no outro
(Bethesda IV e VI), a classificag@o citoldgica ¢ suficiente para o tomada de decisdes
clinicas. Por outro lado, nddulos classificados como Bethesda III ou IV apresentam um
risco de malignidade intermediario, variando entre 13-30% e 23-34%, respectivamente,
dificultando a tomada de decisdes. Nesses casos, € frequente a indicacdo de cirurgia,
mesmo sabendo-se que aproximadamente 70% desses nodulos sdao benignos. Nesse
cenario, isto ¢, diante de nddulos com citologia indeterminada, os painéis moleculares
podem auxiliar a diferenciagdo de lesdes malignas e benignas (12—15). Certas alteragdes

genéticas, como as mutacdes BRAF V600E e as mutagdes da regido promotora do gene
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TERT, sdo somente encontradas em lesdes malignas, de forma que sua identificagdo ¢
suficiente para estabelecer o diagnostico (5). Por outro lado, varias alteragdes genéticas,
como ¢ o caso das mutagdes RAS, sdo encontradas tanto em lesdes benignas e de baixo
risco, quanto em lesdes malignas (5). Dessa forma, os paineis moleculares atuais analisam
simultaneamente centenas de genes e empregam modelos probabilisticos complexos para
refinar a estratificacao do risco de malignidade (10).

Apesar dos avangos recentes no entendimento desses mecanismos moleculares,
permanecem ainda importantes lacunas no nosso conhecimento nessa area. A maioridade
dos estudos publicados até hoje teve como enfoque a busca por alteragdes na sequéncia
do DNA (e.g. mutagdes, fusodes, delegdes, insercdes), mas muito menos se compreende
sobre as alteragdes transcricionais e epigenéticas envolvidas nessas doencas. Outra
importante limitacdo do conhecimento atual advém do desenho dos estudo que
caracterizaram as alteracdes moleculares nas neoplasias de tireoide. Tais estudos tomaram
como ponto de partida o diagndstico histopatoldgico das neoplasias e, geralmente,
ficaram restritos a um Unico subtipo histologico. Dessa forma, existe um importante viés
de selecdo a ser considerado, sendo dificil a generalizagao dos achados para os demais
subtipos. O pioneiro (e até hoje mais abrangente) desses trabalhos foi The Cancer
Genome Atlas (TCGA), publicado em 2014 (7). Esse foi o primeiro estudo a realizar uma
caracterizagdo multi-Omica de um grande conjunto (n=496) de carcinomas papiliferos de
tireoide, analisando alteragdes na sequéncia do DNA, alteragdes de expressao de RNAm,
microRNA e proteinas, assim como alteragdes na metilagdo do DNA. Entretanto, esse
estudo se limitou a investigar apenas os carcinomas papiliferos em estagio inicial, o que
dificulta a generalizacdo dos achados. Ademais, esse desenho de estudo focado em um
unico subtipo histoldgico traz uma limitagcdo adicional. Assumimos que a classificagdao
histopatologica seja a correta/ideal e olhamos apenas para um subgrupo dos tumores;
assim, perdemos a oportunidade de analisar todo o conjunto de amostras e procurar por
outras similaridades e diferencas que talvez nao fossem evidentes a microscopia.

O presente estudo objetiva avangar o conhecimento sobre as bases moleculares
das neoplasias de tireoide derivadas da célula folicular a partir do estudo das alteragdes
da metilagdo do DNA (metiloma) e da expressdo génica (transcriptoma). Esse tipo de
analise apresenta desafios que decorrem do grande volume de dados e, nesse contexto, as
técnicas de bioinformaética e de aprendizado de maquina possibilitam a analise desse vasto

conjunto de informag¢des de forma robusta.
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Essa tese ¢ composta por dois estudos distintos e complementares. O primeiro
estudo ¢ dedicado a analise dos padrdes de metilagdo do DNA encontrados nesse grupo
de doengas, tanto nas neoplasias benignas e de baixo risco, quanto nas neoplasias
malignas. Nesse estudo, emprega-se um algoritmo de aprendizado de maquina ndo
supervisionado com o objetivo de se agrupar e classificar essas doengas exclusivamente
com base em seu perfil de metilagdo. Dessa forma, a analise conduzida ndo toma por base
qualquer nogao pré-concebida ou qualquer conhecimento prévio a respeito das neoplasias
de tireoide, propondo-se a construiur do zero uma nova visao nova sobre a oncogénese €
a classificagdo dessas doengas.

O segundo estudo tem um objetivo mais delimitado, propondo-se a investigar o
impacto das mutagdes na regido promotora do gene TERT sobre a expressao génica e
sobre as vias de sinalizagdo celular. Esse tipo de mutagdo tem uma caracteristica muito
diferente de todas as demais mutagdes patogénicas envolvidas nas neoplasias de tireoide:
essa ¢ a unica mutacdo nio codificante conhecida (16). Todas as demais mutacdes
conhecidas da oncogénese das neoplasias de tireoide alteram a sequéncia de pares de base
do DNA na regido dos éxons (i.e. regido codificante) e, assim, resultam em um RNAm
alterado e em uma proteina alterada. Contrariamente, as mutagdes do gene TERT ocorrem
na regido promotora, anteriormente tanto ao sitio de inicio da tradu¢ao quanto de inicio
da transcricao. Dessa forma, os mecanismos oncogénicos envolvidos sdo distintos e ainda

pouco conhecidos (16).
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CONCLUSAO

Os resultados apresentados na primeira parte desse trabalho oferecem novos
insights sobre as alteracGes epigenéticas encontradas nas neoplasias de tireoide derivadas
da célula folicular. Esses resultados oferecem uma nova forma de compreendermos e
classificarmos tais neoplasias com base no seu perfil de metilacdo. Por se tratar de um
modelo de classificagdo ndo supervisionado construido com base apenas em dados de
metilacdo, tal método oferece um sistema de classificacdo robusto e biologicamente

significativo/coerente.

Os resultados apresentados na segunda parte demonstram que as duas mutagdes
frequentemente encontradas na regido promotora do gene TERT tem impacto distinto no
aumento da expressao génica, tendo a mutacdo C228T um maior potencial de ativagédo
transcicional do que a mutacdo C250T. A mutacdo C228T foi consistentemente associada
a agressividade tumoral e a piores desfechos clinicos, podendo ser empregada como um

biomarcador progndstico.

Em conjunto, os dados apresentados aqui demonstram o potencial das ferramentas
computacionais em alavancar nosso entendimento das bases moleculares das neoplasias
de tireoide, oferecendo novos insights sobre a classificacdo e o prognostico dessas

doencas.
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