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1 INTRODUCAO

RESUMO

Introducdo: Os nodulos de tircoide sdo comuns,
com prevaléncia de 40% a 60% e taxa de
malignidade de 5% a 15%. A pungao aspirativa por
agulha fina (PAAF) tem sido usada desde meados
dos anos setenta para realizar o diagndstico
citopatologico dessas lesdes. Porém, o dilema surge
quando o resultado é indeterminado. A incerteza
sobre esses espécimes foi impulsionadora para o
desenvolvimento de métodos moleculares que
analisam o material da PAAF além do olhar
microscopico. Desenvolvimento: Trata-se de uma
revisdo integrativa de literatura realizada a partir
das bases de dados PubMed e Scielo e guiada pela
seguinte questdo norteadora: ‘“‘quais testes
moleculares disponiveis atualmente e sua
capacidade de diagnosticar nddulos tireoidianos
indeterminados na PAAF?”. A amostra final foi
composta por 13 artigos. Em relagdo aos exames
genéticos disponiveis atualmente, temos: Afirma
(GEC e GSC), Thyroseq (v2 e v3), Rosetta GX
Reveal e ThyGenX/ThyraMIR. De modo geral, os
achados da pesquisa mostram o impacto positivo
dos resultados dos testes no manejo de casos de
noédulos categorizados como indeterminados na
PAAF. As informagdes sugerem que o uso em
pacientes Bethesda III e IV podem ter predigdo
acurada do risco de malignidade e reduzir o nimero
de tireoidectomias realizadas desnecessariamente.
Consideracdes finais: A American Thyroid
Association ja inclui recomendacdes gerais sobre o
uso e interpretagdo de testes moleculares auxiliares
levando-se em consideragdo o contexto clinico,
ultrassonografico e achados citologicos, ndo
havendo algoritmo especifico para selegdo dos
casos duvidosos.

Palavras-chave: Tireoide, ndédulo da glandula
tireoide, técnicas de diagndstico molecular.

Os nddulos de tireoide sdo comuns, com prevaléncia de cerca 40-60% a ultrassonografia

cervical. Eles carregam um risco de malignidade que varia entre 5-15%. Mesmo em casos de céncer,

o prognostico do paciente ¢ geralmente favoravel.l Como a questdo principal sobre um nodulo
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observado ¢ ser neoplasico ou ndo, ha necessidade de teste complementar que forneca um resultado
confiavel para guiar a conduta terapéutica. A pungao aspirativa por agulha fina (PAAF) tem sido usada
desde meados dos anos setenta para realizar o diagndstico.2

O objetivo da PAAF ¢ determinar o risco de malignidade na amostra coletada. Os resultados
da anélise citologica, padronizados pelo Sistema Bethesda, podem ser: amostra insatisfatoria (I),
benigno (II), atipia ou lesdo folicular de significado indeterminado (III), neoplasia folicular ou suspeito
para neoplasia folicular (IV), suspeito para malignidade (V) e consistente com a malignidade (VI).3
Nos casos de citologia benigna, a recomendagdo € monitorar periodicamente o paciente com exames
de imagem. Para situag¢des de cancer ou suspeita de malignidade, normalmente preconiza-se realizar
cirurgia (lobectomia ou tireoidectomia total). O dilema surge quando o resultado da citologia ¢
indeterminado, situacdo na qual o proximo passo historicamente era repetir a PAAF ou realizar
lobectomia diagnostica.4

Esses nodulos indeterminados tém intrigado os médicos hd décadas porque a maioria deles ¢
diagnosticado como benigno posteriormente na histopatologia. A incerteza sobre esses espécimes
citoloégicos foi o impulsionador para o desenvolvimento de métodos moleculares que analisam
amostras de PAAF além do olhar sob o microscopio.l Uma forma particularmente bem-sucedida de
teste molecular tem sido a determinacao de mutacdes no DNA ou alteragdes na expressao de RNA que
sdo preditivas de nddulos benignos ou malignos. Porém, tais exames precisam ter boa sensibilidade e
especificidade, bem como alto valor preditivo positivo e negativo, objetivando diminuir ou aumentar
a suspeita de malignidade e ajudar na decisdo de monitorar ou ressecar o tumor tireoidiano.5

Este estudo tem como objetivo identificar e analisar as produgdes cientificas acerca do tema
noédulos indeterminados de tireoide e testes moleculares diagnésticos, focando nos exames genéticos
utilizados na pratica médica, integrando as principais informagdes disponiveis na literatura brasileira

e internacional.

2 METODOLOGIA

Trata-se de revisdo integrativa de literatura realizada conforme as seguintes etapas: 1)
elaboragdo da questao de pesquisa; 2) busca na literatura; 3) avaliagao dos dados — foco na qualidade;
4) analise dos dados — divisdo, exposi¢cdo € comparacao; 5) apresentacao dos resultados.6 A busca na
literatura ocorreu entre julho e agosto de 2022.

A pesquisa construida resultou na seguinte questdo norteadora:” quais testes moleculares
disponiveis atualmente e sua capacidade de diagnosticar nodulos tireoidianos indeterminados na
PAAF?”. As bases de dados utilizadas para consulta foram PubMed e Scielo. Os descritores utilizados
foram: “molecular tests” (testes moleculares), “thyroid nodules” (ndédulos tireoidianos), que foram

consultados no Descritores em Ciéncias da Saude (DeCS) e no Medical Subject Headings (MeSH).
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Para o cruzamento dos descritores foi utilizado o operador booleano “AND” e selecionado os campos
de busca titulo/resumo (“title/abstract”).

Os critérios de inclusdo dos estudos foram: responder a pergunta da pesquisa, serem escritos
em lingua portuguesa ou inglesa, e terem sido publicados nos ultimos cinco anos (2018-2022), para
conhecimento das evidéncias mais atualizadas sobre o assunto em questdo. Foram excluidos artigos
que ndo tivessem como conteudo central os testes genéticos e/ou com tematica especifica sobre uma
doenga tireoidiana.

A busca dos artigos foi realizada de forma independente pelos assistentes e pesquisadores.
Primeiro foi feita a leitura dos titulos e resumos, com a selegdo criteriosa dos artigos conforme os
critérios de elegibilidade anteriormente descritos. Em seguida, os trabalhos foram lidos na integra, e

entdo, selecionados para compor a amostra final.

3 RESULTADOS

A busca na base de dados resultou inicialmente em 86 publicagdes, e posteriormente, com a
selecdo dos ultimos cinco anos, 55 artigos foram encontrados. A partir disso, os artigos foram
selecionados pelos critérios de elegibilidade, resultando na amostra final de 13 artigos (Figura 1). Para
facilitar a compreensao e esquematizagao dos artigos selecionados, foi construido um quadro sinoptico

dos que foram incluidos na amostra final (Tabela 1).

Figura 1: Fluxograma da selecéo de artigos

Total de artigos levantados
PubMed e Scielo

n =86
Selecionando apenas
> artigos publicados nos
¥ ultimos cinco anos

Total de artigos
encontrados

n=55
Artigos rejeitados pelos
> critérios de elegibilidade
v n=42

Total de artigos selecionados
n=13

v

Total de artigos incluidos
na revisao integrativa
n=13

Fonte: Os autores (2023).
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Tabela 1: Sumarizacdo dos artigos que constituem a amostra da revisdo integrativa

Autor/Ano/Pais Revista Titulo Metodologia
1 Livhits, Masha J., et JAMA Oncolo Effectiveness of Molecular Testing Techniques for Diagnosis of Ensaio Clinico
al., 2021, EUA. ey Indeterminate Thyroid Nodules: A Randomized Clinical Trial Randomizado
Debora L. S. Arch Endocrinol
2 Danilovic, Suemi Critical analysis of molecular tests in indeterminate thyroid nodules Editorial
. . Metab.
Marui, 2018, Brasil.
L . . . . Estudo de
3 Nikiforova, Marina Cancer Analytical performance of ThyroSeq v3 Genomic Classifier for cancer Validagio
N., etal., 2018, EUA. diagnosis in thyroid nodules
Silaghi, Cristina N Thyroseq v3, Afirma GSC, and microRNA Panels Versus Previous C s .
. Frontiers in . . . . . Revisao Sistematica
4 Alina et al., 2021, endocrinolo Molecular Tests in the Preoperative Diagnosis of Indeterminate ¢ Meta-analise
EUA. gy Thyroid Nodules: A Systematic Review and Meta-Analysis
ROSa}?lO, Pedro W, Diagnostic Molecular tests for surgery indication in thyroid nodules: Should .
3 and Tiara G. Rocha, Cytopatholo Bethesda V cytology be included? Carta para o Editor
2020, Brasil. yropathology yiooey :
RosNishino, Archives of
6 Mlc'hllya, and Marina Pathology & Update on molecular testing for cytologically indeterminate thyroid Artigo de Revisdo
Nikiforova, 2018, Laboratory nodules
EUA. Medicine
Bose, Shikha, Wendy Advances in . . . . .
7 Sacks, and Ann E. Anatomic Update on molecular testing f(r)lr0 Zzlltl(e)lsoglcally indeterminate thyroid Artigo de Revisio
Walts, 2019, EUA. Pathology
Journal of . . . . .
Muzza, M., et al., . . Molecular markers for the classification of cytologically indeterminate . .
8 o endocrinological . Revisao Integrativa
2020, Italia. . L thyroid nodules
investigation
9 Ferraz, Carolina, En dﬁgggfj Ofan q Can current molecular tests help in the diagnosis of indeterminate Artico de Revisio
2018, Brasil. Y thyroid nodule FNAB? &
Metabolism
Jug, Rachel, et al., Endocrine Negative results on thyroid molecular testing decrease rates of surgery Estudov
10 g . . Retrospectivo
2019, EUA. Pathology for indeterminate thyroid nodules .
Observacional
Nishino, Michiya, Acta Cytologica
11 and Jeffrey F. Krane, ytolog Role of ancillary techniques in thyroid cytology specimens Artigo de Revisao
2020, EUA.
12 Vargas-Salas, Sergio, | Endocrine-related Genetic testing for indeterminate thyroid cytology: review and meta- Revisdo Sistematica
etal., 2018, Chile. cancer analysis ¢ Meta-analise
Glass. Rvan E... ot al Journal of the Using molecular testing to improve the management of thyroid nodules
13 s Y ” ” | American Society | with indeterminate cytology: an institutional experience with review of Artigo de Revisao

2022, Libano.

of Cytopathology

molecular alterations

Fonte: Os autores (2023).

A American Thyroid Association recomenda que os testes moleculares podem ser usados como

ferramenta diagnostica complementar em casos de resultado indeterminado da PAAF de nodulos

tireoidianos.” Ainda, sugere que quando a testagem molecular ¢ considerada, essa decisdo deve ser

discutida com o paciente, que deve ser informado a respeito dos potenciais beneficios e limitagcdes da

técnica.® Ademais, o guideline de 2015 ndo defende um teste especifico para a analise molecular de

nodulos de tireoide.®

Os testes podem ser classificados em duas categorias: rule-in e rule-out. Quando o teste tem a

finalidade de predizer benignidade, temos o rule-out, que requer um alto valor preditivo negativo

(VPN). Mais especificamente, para ser considerada como uma boa capacidade de rule-out, esse VPN

precisa ser de no minimo 94%, ou seja, o risco residual de malignidade deve ser menor do que 6%, o

que aproxima a classificagao do nodulo a categoria Bethesda II. Para atingir esse VPN, ¢ preciso que

a sensibilidade esteja acima de 90% em uma ampla gama de prevaléncia de doenga.

Por outro lado, se o teste € aplicado para predizer malignidade, ¢ denominado rule-in e requer

um alto valor preditivo positivo (VPP). Nao ha, porém, um consenso sobre qual deve ser o valor de

VPP. De acordo com a literatura, uma taxa de especificidade acima de 80% para uma doenca com
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prevaléncia de 25% resultaria em um VPP de 60%. '° os n6dulos de alto risco na ultrassonografia se
beneficiam do uso de testes rule-in, que permitem analisar a possibilidade de uma cirurgia parcial
diagnostica se tornar uma tireoidectomia total. J& os nodulos de baixo risco no exame de imagem tém
maior beneficio com o emprego de testes rule-out para evitar o manejo cirurgico. ®

Em relagdo aos testes disponiveis atualmente e considerados nesta revisdo, temos: Afirma
(GEC e GSC), Thyroseq (v2 e v3), Rosetta GX Reveal e ThyGenX/ThyraMIR. Sobre o teste afirma,
ha duas versdes com métodos distintos: Gene Expression Classifier (GEC) e Genomic Sequencing
Classifier (GSC). O Afirma GEC funciona pela analise da expressao de mRNA de um painel de 167
genes usando microarray. Ja o Afirma GSC utiliza a tecnologia de sequenciamento de nova geragao
(NGS) do RNA para analisar o padrao de expressdo de mais de 10.000 genes, dos quais 1115 genes

funcionam como base do modelo de classificacdo, que classifica as amostras em benignas ou suspeitas.

9 11
°

O teste Thyroseq também faz uso do NGS, analisando o DNA e RNA génico. Na versao
Thyroseq v2, 56 genes e quatro classes de alteragdes moleculares sdo analisadas: variagdes de
nucleotideo unico, insercdes/delecdes, fusdes génicas e alteracdes na expressdo génica. Ja na versao
Thyroseq v3, 112 genes e cinco classes de alteragcdes moleculares sdo analisadas, com a inclusdo da
classe: alteragdes no nimero de copias. Os resultados dos testes sdo processados por um classificador
gendmico e relatados como positivo ou negativo. '2, '3

O teste Rosetta GX Reveal utiliza os esfregacos de citologia oriundos de pungdes dos noédulos
suspeitos como substrato para analisar a expressao de 24 miRNA (micro RNAs) através de PCR em
tempo real com transcri¢ao reversa (QRT-PCR), e classificar as amostras como possuindo um perfil
benigno ou suspeito.',® Por fim, o teste ThyGenX/ThyraMIR utiliza-se de NGS direcionado para
fusdes e mutacdes em oito genes de interesse (ThyGenX) e PCR quantitativo em tempo real
direcionado para os niveis de expressao de 10 miRNAs (ThyraMIR), fornecendo resultados em duas
categorias: alto ou baixo risco.’

Os estudos que trouxeram valores de sensibilidade, especificidade, valor preditivo positivo
(VPP) e valor preditivo negativo (VPN) dos testes genéticos apresentaram diferengas entre os

resultados encontrados. Esses intervalos de variagao estdo resumidos na Tabela 2.
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Tabela 2: Comparagao do intervalo de valores de validacdo dos testes moleculares utilizados para nodulos
indeterminados de tireoide.

Rosetta
Afirma GEC | Afirma GSC | Thyroseq v2 Thyroseq v3 GX
Reveal

74% 89%-94%

ThyGenX/
ThyraMIR

o/ _ 0
Sensibilidade 87%-97% 90%-100% 44%-93% 93,4%-100%

Especificidade 16,4-65,2% 51%-79,6% 85,5%-93% 16,7%-100% 74% 80%-85%

Valor Preditivo
Positivo (VPP) 30%-39% 47%-60% 83% 66%-100% 43% 68%-74%

Valor Preditivo

_040, 0/ _0R0 0 0 0 0/_Q70
Negativo (VPN) | 577-94% 91%-96% 96% 97% 92% 949%-97%

Fonte: Os autores (2023).

As diferengas percentuais encontradas podem ser devido a variagdes entre as populagdes
estudadas, prevaléncia institucional de malignidade, tamanho da amostra, e ao fato de que apenas parte
dos pacientes foram submetidos a cirurgia confirmatoria, ja que aqueles com amostras de resultado
benigno nos testes ndo foram ressecadas. ¥, '

Usando como base o conceito de testes rule-in e rule-out e os valores apresentados na Tabela
2, € possivel classificar o teste afirma GEC como um teste rule-in e os testes Thyroseq (v2 e v3),
Afirma GSC e ThyGenX/ThyraMIR como testes com capacidade rule-in e rule-out. O teste Rosetta

GX Reveal ndo atingiu os valores de VPP ou VPN necessarios para ser classificado nessas categorias.

10 15
’

Como nenhum dos principais testes t€tm VPN de 100%, pode haver casos falsos negativos.
Assim, coortes grandes sdo necessarias para determinar quantos nodulos benignos continuam
classificados realmente como benignos apds os resultados moleculares e recebem acompanhamento
apropriado. Ja para pacientes com testagem condizente com malignidade, seria possivel associar
diferentes métodos para melhor avaliacdo de prognoéstico, desfecho clinico, recorréncia e mortalidade.
Em seguimento a longo prazo, traria forte evidéncia sobre custo/efetividade, e quantos desses testes
mudaram a decisao de tratamento empregada. '¢

Na revisdo sistemdtica de Silaghi et. al., ' foi encontrada uma taxa de cirurgias
significativamente superior em pacientes com resultado positivo nos testes moleculares (64,3%), em
comparag¢do aos doentes com exames negativos (34,6%). Ja na pesquisa de Glass et al, '” observou-se
maior nimero de cirurgias nos casos que ndo passaram por testagem (50,4%), em comparacdo aos
avaliados molecularmente (41,2% dos avaliados por Thyroseq v3 e 32,2% dos avaliados por
ThyGenX/ThyraMIR). '

De modo geral, os achados dos artigos mostram o impacto dos resultados dos testes no manejo
de casos de nodulos indeterminados da tireoide. As informagdes sugerem que o uso em pacientes

Bethesda III e IV podem ter predi¢do acurada do risco de malignidade e reduzir o nimero de cirurgias
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de tireoide realizadas. Com excecdo do Afirma GEC, em que ha dados divergentes a respeito do seu
impacto no decréscimo de procedimentos cirurgicos desnecessarios, tendo como provavel justificativa
o VPP moderado do exame associado ao aumento do niimero de cirurgias em nodulos diagnosticados

como suspeitos. ’

4 DISCUSSAO

A coleta de material para a realiza¢do da analise molecular varia de acordo com o teste que sera
utilizado. Para o Afirma (GEC e GSC), sdo necessarias duas amostras de PAAF, armazenadas em
solucdo preservadora de acido nucleico. J& para o ThyGenX/ThyraMIR, apenas um exemplar ¢
necessario. O Thyroseq (v2 e v3) pode ser realizado no espécime da puncao ou bloco de tecido fixado
em formalina e embebido em parafina. Por ultimo, o Rosetta GX Reveal pode ser processado sobre as
proprias laminas citoldgicas coradas, desde que a quantidade seja suficiente para a analise. 7, °

Como dito, os testes moleculares sdo indicados com maior frequéncia para a avaliagao de
nddulos Bethesda III e IV, com o objetivo de auxiliar a decisdo terapéutica. '!, porém, em diversas
pesquisas de pos validagdo, e também nos estudos clinicos do Thyroseq v3 e Rosetta GX Reveal, foi
incluida a categoria Bethesda V (suspeito para malignidade) na amostra investigada. Dessa forma, as
distintas composi¢des populacionais devem ser consideradas ao comparar os resultados encontrados
nos artigos. °, '* ademais, entre os testes moleculares disponiveis atualmente, Afirma GEC e Thyroseq
v2 estdo em uso clinico ha mais tempo, o que impacta no numero de estudos de pos validagdo ja
produzidos. 7, '

A respeito das limitagdes dos estudos considerados para esta revisdo, argumenta-se pelos
pesquisadores a necessidade de melhores dados a respeito da prevaléncia de cancer de tireoide na
populacdo a ser considerada para ajustar as estimativas de sensibilidade e especificidade dos exames
diagnosticos, fornecendo uma compreensao mais precisa da capacidade dos testes em detectar
corretamente a presenga ou auséncia de doenca. Isso seria fundamental para a interpretacao adequada
dos resultados e para a tomada de decisdes clinicas apropriadas. 8, '* ainda, para casos de neoplasia
folicular da tireoide ndo invasiva com aspetos nucleares de carcinoma papilar (NIFTP), os testes
moleculares disponiveis atualmente se mostraram incapazes de classificar tais entidades como lesdes
benignas. Porém, devido ao seu risco potencial de progressao para carcinoma invasivo, o tratamento
dessas lesdes permanece sendo a remogao cirurgica. ®

A aplicagdo difundida desses testes no Brasil ¢ limitada pelo seu alto custo e a ndo cobertura
pelos planos de saude locais.® Sobre a experiéncia nacional, faltam solugdes para outros problemas
como dificuldade de lidar com amostras, sendo que o gasto do teste molecular ¢ quase tdo alto quanto

o da cirurgia, devido ao valor comercial do ddlar e suas variagdes, taxas de importagdo e exportagao,
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despesa do envio e burocracias adicionais.'® Ademais, faltam dados da populacdo brasileira para

determinar a aplicabilidade dos testes e sua acuracia neste contexto.'®

5 CONCLUSAO

Os principais testes moleculares para nddulos indeterminados disponiveis e descritos na
literatura destacam-se pela relevancia clinica no diagnostico aplicado a citopatologia da tireoide,
havendo boa sensibilidade e especificidade. Vale ressaltar, no entanto, que cada um desses exames
mostra diferencas em metodologia e caracteristicas de desempenho no que tange a estratificacdo de
risco dos nodulos tireoidianos.

A American Thyroid Association inclui recomendagdes gerais sobre o uso e interpretacio de
testes auxiliares levando-se em consideracdo o contexto clinico, ultrassonografico e achados
citologicos, nao defendendo um determinado teste ou algoritmo especifico para selegdo dos casos
duvidosos. Dessa forma, novos estudos baseados em evidéncias cientificas e amostras populacionais
maiores sdo necessarios para desenvolver uma abordagem padronizada para testes moleculares em

citopatologia, otimizando o diagndstico e manejo dos nodulos tireoidianos.
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