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RESUMO

Os carcinomas de tiredide sdo as neoplasias malignas mais freqiientes do sistema
enddcrino, e um dos poucos canceres cuja incidéncia tem aumentado. Mais de 95% dos
carcinomas da tiredide derivam das células foliculares e sdo divididos em carcinomas
papiliferos (PTC), carcinomas foliculares (FTC) e carcinomas anapléasicos (ATC), com base
em parametros clinicos e histoldgicos, e constituem um modelo interessante para a
compreensdo de eventos genéticos envolvidos na carcinogénese em multiplos passos na
tiredide. O PTC ¢ o tipo de carcinoma da tiredide mais comum, representando cerca de 80%
dos casos, ¢ 0 ATC ¢ considerado o mais agressivo, ocorrendo em aproximadamente 2% dos
casos. A maioria dos carcinomas originados das células foliculares sdo bem-diferenciados, de
comportamento indolente. Entretanto, alguns desses tumores evoluem para uma forma mais
agressiva.

Alteragdes no gene supressor de tumor TP53 e acimulo nuclear da proteina p53
inativa estdo associadas com as formas mais agressivas e pouco diferenciadas dos carcinomas
da tiredide, indicando que no processo da tumorigénese tireoideana representam eventos
tardios. A mutacdo T1799A no exon 15 do gene BRAF, resultando na substituicdo do
aminoacido valina para acido glutdmico (V600E) e causando ativagdo constitutiva da BRAF
quinase ocorre no PTC e em carcinomas derivados desse. A freqiiéncia dessa mutagdo no PTC
varia de 29-83%. Os rearranjos do receptor tirosina-quinase RET (RET/PTC) surgem pela
fusao do dominio tirosina-quinase do gene RET com porg¢des 5°de genes heterdlogos, havendo
entdo a sintese de oncoproteinas quiméricas com a fun¢ao tirosina-quinase constitutivamente
ativada, sendo RET/PTC; ¢ RET/PTC; as formas mais freqiientes. As alteragdes genéticas dos
genes RET e BRAF resultam na ativacdo constitutiva da via das MAP quinases, levando a
tumorigénese. Analises de muta¢cdes em BRAF e dos rearranjos RET/PTC tém se mostrado
importantes ferramentas no diagnostico das neoplasias tireoideanas.

Para melhor compreensdo da carcinogénese molecular tireoideana foi analisada a
presenca da mutagao T1799A no gene BRAF em carcinomas da tiredide, incluindo os casos de
PTC e ATC. Também foi estudada a presenga de mutagdes no gene TP53 e a expressao da
proteina p53 na rara variante esclerosante difusa do PTC e no ATC.

Fragmentos de carcinomas da tiredoide de 33 pacientes do HUPE (Hospital
Universitario Pedro Ernesto), HUGG (Hospital Universitario Gaffrée e Giiinle), HUCFF
(Hospital Universitario Clementino Fraga Filho) e do Hospital das Clinicas da UNICAMP
(Universidade Estadual de Campinas) foram obtidos de biopsias cirurgicas. Os carcinomas
analisados foram 5 casos de ATC, 3 casos da variante folicular do PTC, 18 de PTC classico e
7 da variante esclerosante difusa do PTC.

A mutagdo T1799A no gene BRAF foi identificada em 9 casos (7 PTC classicos e 2
var. esclerosantes difusas do PTC), representando uma freqiiéncia de 32,1% nos carcinomas
papiliferos, incluindo suas variantes e indicando a participagdo do proto-oncogene BRAF na
etiologia do PTC. A presenca simultdnea da mutacdo T1799A de BRAF e de rearranjos
RET/PTC foi observada em dois carcinomas papiliferos anteriormente analisados quanto a
expressao desses rearranjos. Tal ativagdo oncogénica ocorrendo em dois efetores da via MAP
quinase parece conferir a esses carcinomas um maior potencial de agressividade. Nao foram
encontradas mutagdes nos exons 5-8 do gene TP53 entre os carcinomas anaplasicos e
papiliferos da variante esclerosante difusa analisados, porém a proteina p53 apresentou uma
expressdo aumentada em 75% dos carcinomas anaplasicos e em 28,6% dos carcinomas da
variante esclerosante difusa. Esse acimulo da proteina p53 ¢ devido possivelmente a outros
mecanismos diferentes da presenca de mutacao.
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ABSTRACT

Thyroid cancers are the most frequent endocrine malignancies, being one of the few
that are increasing in incidence. More than 95% of thyroid carcinomas derive from follicular
cells and are divided into papillary (PTC), follicular (FTC) and anaplastic carcinomas (ATC)
on the basis of histological and clinical parameters. These types of cancer are models for
studying the molecular genetics of multistep carcinogenesis in the thyroid. Important genetic
alterations are related with the histological classification of thyroid tumors. Among them is
the BRAFV*® mutation and RET rearrangements, which correlate with PTC and the
mutations in the tumor suppressor gene TP53 that correlate to the anaplastic carcinoma. The
T1799A mutation in the exon 15 of the BRAF gene that results in a valine to glutamate
substitution (V600E) and causes constitutive activation of the BRAF kinase occurs in PTC
and in papillary-derived anaplastic carcinoma. The frequency of this mutation ranges from 29
to 83% in PTCs. Rearrangements of the RET tyrosine kinase receptor (RET/PTC) arise as
consequence of chromosomal recombinations, which drive the fusion of RET gene tyrosine
kinase domain to the 5’ sequences of heterologous genes. These rearrangements create
chimeric oncoproteins with a constitutive active tyrosine kinase function and RET/PTC; and
RET/PTC; are the most frequent forms of RET/PTC rearrangements. These genetic alterations
result in a constitutive activation of the MAP kinase pathway, leading to tumorigenesis.
Analysis of BRAF mutation and RET/PTC rearrangements have shown to be an important tool
in the thyroid neoplasm diagnostic. In order to better understand the process of thyroid
tumorigenesis in malignant tumors we studied the presence of BRAF T1799A mutation in
thyroid tumors, including papillary and anaplastic carcinomas. We also studied the presence
of TP53 gene mutations and the p53 protein expression level in the rare diffuse sclerosing
variant of papillary thyroid carcinoma and in anaplastic carcinomas. Thyroid carcinomas of
33 patients from several hospitals (HUPE, HUGG, HUCFF and Hospital das Clinicas -
UNICAMP) were obtained from surgical biopsies. The analyzed carcinomas were: 5 ATC, 3
follicular variant PTC, 18 classic PTC and 7 diffuse sclerosing variant of papillary thyroid
carcinoma. The BRAF T1799A mutation was identified in 9 cases (7 classic PTC and 2
diffuse sclerosing variant-PTC), corresponding to a frequency of 32.1% in PTCs including its
variants and indicates the role of BRAF gene in PTC etiology. Two PTC harbored
simultaneously both the RET/PTC rearrangement and the T1799A BRAF mutation. These two
oncogenic events in the MAPK pathway may confer more aggressiveness to these tumors.
TP53 mutations in exons 5 - 8 were not found in the analyzed carcinomas; however the p53
protein was over expressed in 75% of anaplastic carcinomas and in 28.6% of the diffuse
sclerosing variant of papillary thyroid carcinoma. This p53 protein accumulation in the
absence of a mutation in the analyzed exons suggests that the p53 activity may be inhibited in
thyroid cancer by other mechanisms.

XX



| - INTRODUCAO

1 -EPIDEMIOLOGIA DO CANCER DE TIREOIDE

1.1 - CANCER DE TIREOIDE NO MUNDO

O cancer de tiredide ¢ a neoplasia endocrina maligna mais freqiiente (Weber et al.,
2005; Kondo et al., 2006; Salvatore et al., 2006), apresentando o maior indice de mortalidade
entre essas doengas (Le & Norton, 2000). Este tipo de cancer representa cerca de 1% de todos
os canceres humanos e apresenta heterogeneidade em termos histoldgicos, na apresentacao
clinica e prognoéstico (Puxeddu et al., 2004; Smailyte et al., 2006; Borges, 2006).

A prevaléncia de nddulos tireoideanos clinicamente palpaveis, que constituem, na
maioria dos casos, a forma de apresentagdo inicial do cancer de tiredide (Salvatore et al.,
2004; Quiros et al., 2005; Weber et al., 2005, Xing et al., 2004), ¢ de 2—7% na populagdo
normal adulta. Com o uso da ultrassonografia e de outras técnicas sensiveis de imagem,
chega-se a detectar nédulos palpaveis e ndo-palpaveis em 50% nessa mesma populacao, mas
apenas 5-10% do total dos nodulos encontrados sdo malignos (Coeli et al., 2005; Keat, 2007).

O projeto GLOBOCAN estimou para o ano de 2002 a ocorréncia no mundo de
141.013 casos novos de cancer de tiredide e de 35.575 obitos por essa causa. Estes nimeros
correspondem a estimativas da taxa de incidéncia do cancer de tire6ide ajustada para idade,
em mulheres, de 5,5/10° nas regides desenvolvidas (inclui, por exemplo, América do Norte ¢
Europa) e de 2,6/10° nas regides menos desenvolvidas (inclui, por exemplo, Africa e América
do Sul). Para homens as estimativas foram de 2,1/ 10° e de 1,0/10° (Coeli et al., 2005) em
regides desenvolvidas e menos desenvolvidas, respectivamente. De acordo com essas

estimativas, a taxa de incidéncia do cancer de tiredide, ajustada por idade, por género e



localizacao global encontra-se mais alta na América do Norte, e apresenta-se baixa em todas

as partes da Africa (FIGURA 1).
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FIGURA 1 - Taxas de incidéncia do cancer de tiredide (por 10° pessoas) para homens e mulheres, ajustadas por
idade, ao redor do mundo.

(Fonte: modificado de http://info.cancerresearchuk.org/cancerstats/types/thyroid/incidence/#sex).

As taxas de incidéncia ajustadas por idade variam consideravelmente entre populagdes
de diversas localizagdes geograficas ao redor do mundo, em sua maioria situando-se entre 0,5-
10/10°. Em algumas localidades, porém, altas taxas de incidéncia tém sido encontradas, como
na Islandia, Havai e Israel (8,5-19,4/10°) (Kondo et al., 2006).

Apesar de ser considerado uma doenga relativamente rara, o cancer de tireéide ¢ uma
das poucas doencas malignas cuja incidéncia tem aumentado nas ultimas décadas,
principalmente nos paises desenvolvidos, sem que haja uma causa claramente conhecida para

este aumento (Mack et al., 2002; Hunt et al., 2003; Zabel et al., 2006). Tal fato pode ser um



reflexo de um aumento de riscos ambientais e/ou de eficiéncia diagnostica para esses tumores,
que passam a ser detectados mais precocemente (Smailyte et al., 2006). Essa tltima hipotese
tem sido a mais aceita, uma vez que ao diagnostico tem-se verificado uma diminui¢do do
tamanho dos tumores detectados e uma prevaléncia maior de tipos histologicos menos
agressivos (Trimboli et al., 2006). Nos Estados Unidos a incidéncia anual aumentou cerca de
50% nos ultimos 25 anos (Chiloeches & Marais, 20006).

Nao se observa predomindncia do cancer de tiredide em relacdo a alguma etnia, mas
entre os géneros observa-se uma variacao de incidéncia, de 3-4 vezes mais alta em mulheres,
sendo que esse padrao ¢ observado indepedentemente da localizagdo geografica (Schmutzler
& Koehrle, 2000; Egawa et al., 2001; Sakoda & Horn-Ross, 2002).

Um padrio de incidéncia idade-especifica também ¢é encontrado, havendo maior
incidéncia entre as mulheres jovens (25-50 anos), englobando 70% dos casos e sendo um dos
cinco tipos de cancer mais comuns nesse grupo. Entretanto, essa incidéncia decresce apos a
menopausa e, apos os 70 anos, observam-se incidéncias similares em ambos os géneros
(Egawa et al., 2001; Mack et al., 2002; Horn-Ross et al., 2002; Wojciechowska & Lewinski,
2006).

Comparando-se a distribuicdo entre os géneros, dos tipos de cancer mais freqiientes
nos Estados Unidos, na faixa de 15-29 anos de idade (FIGURA 2), observa-se que apos os
canceres do trato genital, a diferenca mais evidente ¢ a freqliéncia muito maior do cancer de

tire6ide em mulheres (Bleyer et al., 2006).
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FIGURA 2 — Distribuicao dos canceres primarios ocorridos nos Estados Unidos, por género, na faixa de 15-29

anos de idade, de 1975-2000 (Fonte: Bleyer et al., 2006).

Apesar do crescimento da taxa de incidéncia do cancer de tiredide, principalmente em
mulheres, as taxas de mortalidade permanecem baixas ¢ tém sofrido uma diminui¢do nos
ultimos anos (Trimboli et al., 2006), ndo estando incluidas entre as maiores taxas de
mortalidade por cancer, em ambos os géneros. O projeto GLOBOCAN estimou, para o ano de
2002, taxas de mortalidade ajustadas por idade no sexo feminino de 0,5/10° nas regides mais
desenvolvidas ¢ de 0,8/10° nas regides menos desenvolvidas. A estimativa da taxa de
mortalidade na populagio masculina foi a mesma nas duas regides, sendo igual a 0,4/10°
(Coeli et al., 2005). Isso significa que, para cada 100 pacientes diagnosticados com cancer de

tiredide, 14 pacientes morrem, enquanto para os canceres de pulmdo e célon, por exemplo,

cerca de 90% e 60% dos pacientes morrem, respectivamente (Keat, 2007).

1.2 - CANCER DE TIREOIDE NO BRASIL

No Brasil, o cancer de tiredide correspondeu a 1,3% de todos os casos de cancer

matriculados no Instituto do Cancer (Ministério da Saude-INCA) de 1994 a 1998, e a 6,4% de

todos os canceres da cabega e pescoco, neste mesmo periodo (MS/INCA, 2006).




A incidéncia do cancer da tiredide no Brasil se assemelha a descrita em outros paises,
embora varie consideravelmente entre as diversas localidades brasileiras pesquisadas. Alguns
locais apresentam valores que se aproximam aos verificados no projeto GLOBOCAN para as
regides desenvolvidas (S3o Paulo, Goiania, Distrito Federal), enquanto outros apresentam
valores que se aproximam daqueles verificados para regides menos desenvolvidas (Belém,
Recife, Salvador e Porto Alegre). Ao se observar, nos ultimos anos, as taxas de incidéncia
ajustadas por idade, em homens, observa-se uma variacao de 0,7/ 10° em Belém até 3,0/10° em
Sao Paulo (razdo = 4,3). Essas cidades também apresentaram, respectivamente, a mais baixa
(0,8/10°) e a mais alta (10,9/10°) taxas de incidéncia ajustadas por idade entre as mulheres

(Coeli et al., 2005) (TABELA 1).

TABELA 1 - Taxas de incidéncia e de mortalidade (valores por 10° pessoas) do cancer de tiredide no Brasil,

ajustadas por idade, segundo municipio de referéncia e género (Fonte: Modificado de Coeli et al., 2005).

Taxas de incideéncia e montalidade por cancer da glandula tirecside sequndo municipio de
residancia & sexo,

Incidéncia* Moralidade*
Taxa Taxa Taxa Taxa
bruta ajustada IC (95%)* bruta ajustada  IC (95%)"*
(1) (1
L. Inf. L. Sup. L. Inf. L Sup.

Sa0 Paulo, 5P
(190971008}

Homars 2,70 3,00 2,60 3.40 0,23 0,20 017 042

Mulheras 11,40 10,90 10,30 11,60 0,49 0,55 0.30 070
Porto Alegre, RS
(1293-1997)

Homans 090 1.10 0,70 1.50 0,23 0.27 0,07 0.47

hulharas 3.00 2,70 2,20 3.30 0,20 0,27 0,10 043
Recife, PE
(1805=-1908)

Homeans 090 1.20 0,70 1.70 0,48 @ 0.20 1.07

Mulheras 3.50 3.50 280 4.20 0,55 0,62 0,32 092
Balam, PA
(12061008}

Homars 040 0,70 0,20 1.30 01g 0,20 0,00 065

Mulheras 070 0.80 0,30 1.30 0.55 0.75 0.28 1.23
Golania, GO
(1806-2000)

Homeans 1.70 1.80 1,20 2.40 0,20 0,02 049
Muheres 650 7.20 610 830 0,66 057 155
Duistrito Fedaral, DF

(10061008}
Homears 1,70 2,90 2,00 380 0,30 0,49 0,12 0,86
MMulheras 6,20 8,10 6,80 9,30 0,55 0,98 0,48 1,48
Sablador, BA
(1997-2001)
Homearns 070 1,00 0,70 1,30 07 0.32 0.1 0,54
Mullaras 3.70 4,20 360 4,70 051 0.75 0.48 1.0

(%) Valores por 100.000; (**) Intervalo de confianca (95%) da taxa ajustada; (1) Populacio Padrao Mundial




Deve-se considerar o fato de que a incidéncia do cancer de tireéide no Brasil ndo ¢
desprezivel e tem crescido, seguindo uma tendéncia de elevagdo que tem sido reconhecida em
varias partes do mundo e tem se mantido nas ultimas décadas, principalmente nos paises

desenvolvidos (Ward, 2005).

As taxas de mortalidade, no Brasil, vém diminuindo ao longo dos anos ¢ também sdo
comparaveis as taxas de outros paises. Verificam-se valores mais elevados para as mulheres
em relagdo aos homens, e um crescimento a partir da faixa etaria de 30 a 39 anos no periodo
compreendido entre 1980 e 2001. Observa-se também que hé uma grande variabilidade para
as taxas de mortalidade ajustadas para a idade entre as localidades com Registro de Cancer de
Base Populacional (RCBP) avaliadas (TABELA 1). Os maiores valores no grupo dos homens
sdo observados em Recife (0,68/10° habitantes), enquanto Goidnia apresentou a maior taxa de
mortalidade ajustada por idade no grupo das mulheres (1,06/10° habitantes) (Coeli et al.,
2005).

No Brasil, as tendéncias de queda de mortalidade e de aumento de incidéncia do
cancer de tiredide nas ultimas décadas, a exemplo do que se verifica em todo o mundo, sdao
provavelmente explicadas pela maior disponibilidade e avangos tecnologicos de recursos
médicos, representados principalmente pela ampla utilizacdo de exames ultrassonograficos e
de citologias em material obtido de nddulos tireoideanos por pungdo aspirativa com agulha
fina (PAAF). Tais recursos possibilitam um aumento da capacidade de triagem e detec¢ao
mais precoce de tumores menos agressivos, monitoramento mais eficaz de condigdes
tireoideanas benignas ¢ malignas, com maior chance de tratamento rapido das recidivas e
metastases, o que resulta em um aumento da sobrevida dos casos (Coeli et al., 2005; Ward,

2005).

As variagdes geograficas de incidéncia e de mortalidade também estdo relacionadas

com a diferenca de disponibilidade de recursos de diagnoéstico e tratamento nas diferentes



regioes, além da qualidade dos dados dos registros de cancer. No caso especifico do Brasil, o
aparecimento das maiores taxas de incidéncia justamente nos RCBP com melhores
indicadores de qualidade (Sao Paulo, Distrito Federal e Goiania) indica que a qualidade da
coleta de dados provavelmente exerceu influéncia na observacdo de incidéncias maiores,

assim como na variagdo geografica observada (Coeli et al., 2005; Ward, 2005).

Poucos estudos tém sido publicados sobre a epidemiologia do cancer de tiredide em
relacdo a populagdo brasileira. Grandes limitagcdes nacionais existem, ao ponto de apenas os
registros de S3o Paulo e de Goidnia preencherem os critérios minimos para serem
considerados de cobertura adequada dos casos de cancer (Coeli et al., 2005). Porém, esforgos
no sentido da insercao dos dados brasileiros de incidéncia e de mortalidade na epidemiologia
mundial do cancer de tiredide, assim como a investigacdo de possiveis causas, permitindo
comparagdes com outras nagdes e sugerindo acdes estratégicas para o nosso pais, sdo de

relevante importancia.

2 -FATORES DE RISCO PARA O CANCER DE TIREOIDE

Os fatores de risco para o cancer de tiredide podem ser de natureza bioldgica, podem
estar relacionados ao ambiente ou podem ter um cardter genético. A exposicao a radiagdo
ionizante na regido da cabeca e pescogo, a histdria pessoal de bocio ou nodulos tireoideanos
benignos, historia familiar de doenga tireoideana, além de pertencer ao sexo feminino e estar
em idade reprodutiva, sdo fatores identificados como positivamente associados ao cancer de
tiredide, enquanto outros ainda estdo sob investigacao (Negri et al., 1999; Horn-Ross et al.,

2001; Smailyte et al., 2006; Zabel et al., 2006; Kondo et al., 2006).



2.1 - RADIACAO IONIZANTE

A exposicao a radiagdo ionizante na regido de cabeca e pescogo, especialmente na
infancia, permanece como o unico fator exdégeno claramente associado com o aparecimento
de tumores benignos e malignos da tiredide, quase exclusivamente tumores papiliferos (PTC)
(Gimm, 2001; Coeli et al., 2005).

A exposicdo a radiacdo ionizante externa com fins diagndsticos ou terapéuticos,
particularmente durante a infancia ou adolescéncia, para condi¢des benignas de cabega e
pescogo, esta associada a um risco aumentado de desenvolvimento do cancer de tiredide
(Bucci et al., 2001). Entre as décadas de 1920 e 1950, antes dos médicos saberem o perigo
dos raios X, a radioterapia foi freqlientemente utilizada no tratamento de adenoides,
hipertrofia de amigdalas, adenite cervical, mastoidite, sinusite, hemangioma, tinea capitis, ¢
acne. Observou-se, entdo, forte relacdo entre o desenvolvimento do cancer de tiredide e
histéria de irradiacdo de cabeca e pescogo, com periodo de laténcia de cinco anos ou mais.
Estudos posteriores mostraram que a exposicao a radiacdo em adultos (> vinte anos) também
predispunha ao cancer de tiredide, havendo um maior periodo de laténcia entre a exposi¢ao e
o desenvolvimento do cancer, em relacio ao periodo observado para as criancas e
adolescentes (Fincham et al., 2000). Porém, os riscos decorrentes da exposi¢do de adultos
ainda ndo estdo bem estabelecidos (Zabel et al., 2006).
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O tratamento com iodo radioativo ('

I), utilizado no hipertireoidismo, ndo esta
claramente associado com o aumento da incidéncia do cancer de tiredide e, por outro lado,
pode até mesmo erradicar pequenos carcinomas ocultos, considerando-se a alta dose de
radiagdo liberada na glandula. Alguns estudos tém sido realizados com o intuito de elucidar

essa questdo, mas os resultados tém se mostrado contrastantes entre as séries de casos

analisados (Peixoto et al., 2003).



Também se observa um aumento da taxa de incidéncia do cancer de tiredide,
principalmente do tipo histoloégico papilifero em eventos de poluicdo ambiental nos quais
ocorre exposi¢ao da populacao a radiagdo de particulas nucleares. Exemplos dessa associagao
podem ser vistos nos episodios das bombas atomicas de Hiroshima e Nagasaki (1945), nos
testes nucleares realizados nas Ilhas Marshall (1954) e em Nevada (1951-1962) e no mais
recente acidente nuclear, em Chernobyl, na Bielorussia (1986). Em regides altamente
contaminadas pelo acidente de Chernobyl, onde a exposi¢do ao iodo radioativo se deveu
principalmente ao istopo °'I, encontra-se de cem a duzentas vezes aumentada a taxa de
incidéncia do carcinoma papilifero, principalmente em criangas (Huang et al., 2001; Kondo et
al., 2006; Tronko et al., 2006) e constata-se uma forte relacdo dose-resposta entre dose de
radiagdo recebida na infancia e o risco de desenvolver cancer de tiredide (Cardis et al., 2005).
Ainda ndo esta claramente elucidado se a maior incidéncia ocorre em criangas porque sua
tiredide ¢ mais susceptivel aos danos causados pela radiacdo ou porque a exposicdo das
criangcas a radiagdo ¢ maior devido ao maior consumo do leite contaminado no evento
radioativo ou ainda se ambas as hipodteses colaboram entre si (Kondo et al., 2006). Evidéncias
experimentais in Vivo e in vitro mostram que a radiagdo ionizante transforma principalmente
foliculos tireoideanos em crescimento, explicando a maior incidéncia do cancer de tiredide em
criangas e jovens expostos a radiagdo, em relagdo a populagdo adulta (Ward, 2005).

E interessante perceber que tanto a deficiéncia de iodo quanto a suplementagio deste

. . . 131
parecem modificar o risco oferecido pelo "

I, o que pode ter importantes implicacdes de
saude publica - a suplementagdo estavel em populagdes deficientes de iodo pode reduzir
substancialmente o risco do cancer de tiredide relacionado ao iodo radioativo em caso de

exposicdo a este apds acidentes radioativos ou durante procedimentos terapéuticos ou de

diagnéstico (Cardis et al., 2005).



2.2 - HISTORIA PESSOAL BENIGNA DE BOCIO E NODULO

TIREOIDEANO

A presenca de bocio, que se caracteriza por hipertrofia e hiperplasia da célula
tireoideana, tem sido relatada como um fator de risco para o carcinoma papilifero, assim
como a presenga de nddulos tireoideanos (Haselkorn et al., 2003; Hemminki et al., 2005). A
maior taxa mitotica nas células tireoideanas, observada nessas condi¢des, aumenta a chance
de ocorréncia de mutacdes e das células se replicarem antes de serem reparadas, o que pode

elevar o risco para o cancer.

O risco do cancer de tiredide em um paciente com bodcio ou noddulos varia de acordo
com a idade, género e ingesta de iodo, mas ndo em relagao a presenga de uninodularidade ou
multinodularidade. Os ndédulos hipofuncionantes (frios - incorporam pouco ou nehum iodo)
na sintese de hormonios tireoideanos apresentam maior risco que nddulos normo - ou

hiperfuncionantes (Belfiore et al., 1992).

2.3 - GENERO, IDADE E HORMONIOS SEXUALIS.

A maioria dos cinceres de tiredide manifesta-se em pacientes em idade reprodutiva,
com 20-50 anos de idade, tendo sua incidéncia diminuida apds a menopausa, e sdo cerca de
trés vezes mais freqlientes em mulheres do que em homens. Esta distribuicdo de incidéncia
em relacdo a género e idade indica que hormonios femininos podem estar envolvidos na
etiologia e progressdo do cancer de tiredide. Além disso, sabe-se que os receptores de
estrogénio ER-a e ER-3 sdo expressos nas células foliculares tireoideanas, e que o estrogénio
atua como um fator de transcri¢do, promovendo a proliferacdo dessas células. As fungdes de
ER-a ¢ ER-B nd3o sdo idénticas, pois ativam genes-alvo diferentes; mas podem formar
heterodimeros, o que sugere uma interacdo entre suas vias. Especula-se que a expressao

relativa desses receptores pode modular a agdo do estrogénio. Ja se observou correlagdo entre
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expressao de ER-B e resisténcia a tamoxifeno em cancer de mama positivo para ER-a.
Estudos também mostraram que héa varios ER-f mRNAs e que o perfil de expressdo dessas
variantes correlaciona-se com alto grau histologico no cancer de mama (Egawa et al., 2001).
Apesar das evidéncias do envolvimento de hormoénios sexuais femininos na
carcinogénese do cancer de tiredide, até o momento nao foi demonstrado claramente que ha
alteracdo do risco em relagdo a fatores hormonais, menstruais ou reprodutivos (Negri et al.,

1999; Horn-Ross et al., 2002; Kondo et al., 2006).

2.4 - HISTORIA FAMILIAR

Dos tipos de cancer de tiredide, o carcinoma medular da tiredide (MTC) € o mais
influenciado por fatores genéticos, sendo herdado de forma autossomica dominante em 20%
dos casos, através de mutagdes germinativas no gene RET. Nesse caso podem ocorrer as
sindromes endocrinas MEN2A e MEN2B (neoplasias enddcrinas multiplas - tipo 2A e 2B), e
também o MTC familiar (Le & Norton, 2000).

Os tumores nao-medulares da tire6ide (NMTC) sdo geralmente esporadicos, mas a
ocorréncia familiar ocorre em 3-7% dos casos (Gimm, 2001). Tem sido relatado que a historia
familiar de doenca de tiredide maligna ou benigna, em parentes de primeiro grau, aumenta
moderadamente o risco para o cancer esporadico de tiredide, sobretudo para mulheres com
menos de 35 anos (Mack et al., 2002). Quando um dos pais ou irméos tem cancer de tiredide,
o risco de desenvolver carcinoma derivado de células foliculares da tire6ide aumenta de 3,2
vezes e de 6,2 vezes, respectivamente (Kondo et al., 2006). Entre todos os tipos de cancer que
nao mostram uma heran¢a mendeliana regular, o cancer de tire6ide apresenta o mais alto risco
relativo para parentes de primeiro grau de probandos, o que sugere o envolvimento de genes
ou grupos de genes de média penetrancia, incluindo genes supressores de tumor, proto-

oncogenes ¢ genes de susceptibilidade (Huang et al., 2001; Hemminki et al., 2005).
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Dentre as sindromes tumorais que sao devidas a mutagdes geminativas e estdo
associadas com canceres familiares nao-medulares de tiredide incluem-se a polipose
adenomatosa familiar (mutacdo no gene APC), doenca de Cowden (mutagdo no gene PTEN) e

sindrome de Werner (mutagdo no gene WRN) (Gimm, 2001; Kondo et al., 2006).

2.5 - OUTROS FATORES DE RISCO

A ingestao de iodo tem sido investigada em relacdo ao risco para o cancer de tiredide.
Em geral, as areas com deficiéncia cronica de iodo e bocio endémico estdo associadas a um
risco aumentado para o carcinoma folicular da tiredide (FTC) e carcinoma anapldsico da
tiredide (ATC). As areas de alta ingestdo cronica de iodo podem ter risco aumentado para o
PTC (Horn-Ross et al., 2001; Kondo et al., 2006), mas ainda existem controvérsias sobre o
papel do iodo na carcinogénese da tiredide (Ward, 2005; Kondo et al., 2006).

A exposicdo a estrogenos exdgenos, como os fitoestrégenos, através da alimentagao,
também tem sido investigada. Os fitoestrogenos em alguns tecidos podem apresentar
atividade anti-estrogénica por competi¢do pelo receptor estrogénico (apresentam uma
poténcia agonista mais fraca que estrogenos endogenos) ou através de alteracdo do
metabolismo hormonal (Horn-Ross et al., 2002). Nao ha ainda relagdes causais claramente
estabelecidas entre o cancer de tiredide € o uso de hormonios sexuais exdgenos (Horn-Ross et
al., 2002; Kondo et al., 2006).

A ocorréncia do cancer de tiredide em associagdo com a Doenga de Graves tem sido
relatada em diversos estudos, embora ndo se possa afirmar que esta condi¢ao determina um
risco maior de cancer do que o da populagdo geral. A Doenga de Graves (DG) ¢ uma doenga
auto-imune na qual anticorpos anti-receptores do TSH (TRAb) levam ao aumento da sintese e
liberacdo de grande quantidade de hormonios tireoidianos, resultando em tireotoxicose.

Viarios autores especulam que o anticorpo estimulador do receptor do TSH (horménio
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estimulante da tiredide) possa desempenhar um papel promotor da carcinogénese tireoideana
similar ao atribuido ao TSH, ou seja, por hiperplasia e hipertrofia das células epiteliais
foliculares, com alta taxa de mitoses. Também ja foram descritas mutacdes ativadoras do
receptor de TSH (TSHR) em adenomas tireoideanos e, mais raramente, em carcinomas
tireoideanos hipofuncionantes ou hiperfuncionantes. No entanto, a relagdo entre mutagdes do
TSHR e carcinogénese na DG parece ser indireta. O TSHR com altera¢des estruturais, ao ser
estimulado pelo TRAD, pode ativar preferencialmente uma ou outra via de transdugdo de
sinal, tendo, desta forma, diferentes efeitos sobre a funcdo e o crescimento celular tireoidiano.
Assim, o ambiente auto-imune da DG pode permitir e auxiliar o crescimento de células
neoplasicas tireoideanas (Peixoto et al., 2003).

A tireoidite linfocitica também é um possivel fator de risco para o cancer de tiredide. E
frequentemente observada no PTC e recentes analises moleculares indicaram que abriga
potenciais lesdes precursoras de malignidade, mas ainda ndo se sabe se isso representa uma
resposta reativa ao evento tumoral ou se é um pré-requisito para que este ocorra (Kondo et al.,
2006).

Uma possivel associacdo entre doengas auto-imunes da tiredide e a ocorréncia de
anticorpos anti-p53 tem sido considerada. A presencga desses anticorpos provavelmente leva

ao aumento do risco de doengas neoplasicas (Peixoto et al., 2003).

3 -0OSTIPOS DE TUMORES DA TIREOIDE

A glandula tiredide, o maior 6rgdo endocrino em humanos, regula o metabolismo
sistémico através dos hormonios tireoideanos que produz. Histologicamente, sua unidade
funcional ¢ o foliculo tireoideano e possui 2 tipos celulares principais de origens embriondarias

distintas, designadas células foliculares e células C parafoliculares.
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O epitélio da tiredide ¢ composto basicamente pelas células foliculares, que sao
responsaveis pela captagcdo de iodo e pela sintese, armazenamento e secre¢cdo dos hormonios
tireoideanos L-triiodotironina (T3) e L-tiroxina (T4), sob o controle do eixo hipotalamo-
hipofise-tiredide. O hormonio liberador de tireotrofina (TRH), que ¢é secretado pelo
hipotadlamo, estimula a liberagdo do hormdnio estimulador da tiredéide (TSH) pela hipdfise
anterior. O TSH estimula as células foliculares a sintetizarem e secretarem os hormonios
tireoideanos.

As células C s3o células neuro-endocrinas de localizagdo intrafolicular ou
parafolicular, dedicadas a producao da calcitonina, um hormonio regulador do calcio (Kondo

etal., 2006) (FIGURA 3).

— Fzllicular cell

Calcitznin

FIGURA 3 — Esquema representativo das células C e células foliculares da tiredide ¢ seus produtos hormonais.

(Fonte: modificado de Kondo et al., 2006).

Os tumores tireoideanos podem ser benignos ou malignos e derivados principalmente
das células epiteliais foliculares ou das células C parafoliculares. Mais de 95% dos tumores
malignos da tiredide sdo derivados das células foliculares e uma minoria de tumores (3%),
denominados carcinomas medulares da tire6ide, origina-se das células C (Kondo et al., 2006).
Outros tumores primarios da tireéide que sdo muito menos comuns incluem os linfomas,

sarcomas e os carcinomas de células epidermoéides (Gheriani, 2006).
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3.1 - TUMORES DAS CELULAS EPITELIAIS FOLICULARES

3.1.1 - TUMORES BENIGNOS

Os adenomas foliculares sdo as neoplasias benignas mais comuns da tiredide,
ocorrendo em grande parte dos nddulos solitarios encontrados. Tém maior incidéncia no sexo
feminino e podem acometer qualquer idade, mas a maioria dos casos ocorre em adultos de 20-
50 anos (Liska et al., 2005).

Esses tumores apresentam-se como uma proliferagdo neopldsica benigna e bem
encapsulada dos foliculos tireoideanos, com um padrao proliferativo distinto em relacdo ao
parénquima tireoideano adjacente. A morfologia histoléogica em foliculos ¢ mantida e a
diferenciagdo das células do epitélio folicular ¢ semelhante a encontrada no tecido tireoideano
normal, ou seja, com minimo pleomorfismo. Em geral sdo tumores uninodulares, bem
delimitados e isolados do parénquima adjacente por uma capsula fibrosa microscopicamente
integra e de espessura variavel. As células tumorais dos adenomas ndo apresentam invasao da
capsula ou angioinvasdo e a distingdo entre o adenoma e o carcinoma folicular estd baseada
exatamente nessa caracteristica, uma vez que este carcinoma vai sempre apresentar invasao
capsular ou vascular.

Inclui-se entre os adenomas foliculares a variante citologica de células de Hiirthle, um
tipo de célula folicular descrito pela primeira vez pelo histologista alemao “Hiirthle”. As
células de Hiirthle sao poligonais, largas e caracterizadas pelo grande nimero de mitocondrias
que conferem um aspecto citoplasmatico granular eosinofilico e de coloragdo castanha, vindo
dai o sinonimo célula eosinofilica. Outros sindonimos incluem células “Askanazy” e células
oxifilicas. Nao se sabe ainda a importancia desse tipo celular no foliculo tireoideano. Os
tumores de células de Hiirthle podem ser benignos ou malignos e, assim como nos tumores
foliculares, essa distingao se da através da demonstragao histologica de invasdo capsular ou

vascular (Sriram & Patacsil, 2004; Gheriani, 2006). Um tumor ¢ classificado como tumor de
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célula de Hiirthle quando mais de 75% das células foliculares presentes forem células de
Hirthle (Liska et al., 2005).

De uma forma geral, pode-se afirmar que existe certa dificuldade, em alguns casos, no
diagnéstico diferencial de tumores da tiredide com um padrdo histolégico folicular, que
incluem nédulos hiperplésicos, nodulos adenomatdides, adenomas foliculares, carcinomas

foliculares, e a variante folicular do carcinoma papilifero (Liska et al., 2005).

3.1.2 - TUMORES MALIGNOS

Os tumores malignos derivados das células foliculares sdo classificados de acordo com
parametros histologicos e clinicos, e tém diferentes graus de diferenciacdo celular, podendo

apresentar-se desde tumores bem-diferenciados a indiferenciados (Kondo et al., 2006).

3.1.2.1 — Tumores malignos bem-diferenciados

Os tumores malignos bem-diferenciados da tire6ide incluem o Carcinoma Folicular da
Tiredide (FTC) e o Carcinoma Papilifero da Tireéide (PTC), além de suas variantes
histologicas. Juntos, esses tumores representam mais de 95% dos tumores malignos da
tire6ide (Cheah, 2007). Manifestam-se, em sua maioria, em pacientes de 20-50 anos de idade
e sdo de 2-4 vezes mais freqlientes em mulheres(Kondo et al., 2006).

Os carcinomas bem-diferenciados da tiredide, em sua maioria, comportam-se de
maneira indolente, apresentando crescimento e evolucdo lentos e excelente prognostico,
podendo ser efetivamente controlados por tratamento convencional de resec¢do cirdrgica
seguida ou ndo de ablagdo com iodo radioativo (Kondo et al., 2006).

A manuten¢do de varias caracteristicas morfologicas e fungdes que sdo encontradas na
célula folicular normal ¢ observada nesses tumores, como a expressao de tireoglobulina e da
proteina NIS (natrium iodide symporter - “proteina simportadora de iodeto e¢ so6dio”). A

expressdo normal dessa proteina transportadora de iodeto de soédio ¢ que torna eficaz o
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tratamento ablativo de remanescentes tireoideanos e de metastases com '*'I, permitindo a
remissdo permanente na maioria dos pacientes e em quase 50% daqueles com metéstases a
distancia. Entretanto, em cerca de 30% dos pacientes ocorre desdiferenciagdo, ou seja, perda
de fungdes e propriedades especificas da célula folicular, incluindo a perda da expressao
adequada de proteinas (Huang et al., 2001). Neste caso, o progndstico piora bastante e os
tumores passam a ser indiferenciados ou anaplasicos, com rapido crescimento e inacessiveis a
terapia convencional em funcio da ndo captacdo de "'I (Frasca et al., 2003; Graf, 2005).
Atualmente ainda ndo se conhece uma forma efetiva de tratamento para esses tumores(Kondo
et al., 2006).

O PTC ¢ o tumor maligno mais comum da tiredide, sendo responsavel por 85-90% de
todos os canceres de tiredide e da mesma forma que os carcinomas bem-diferenciados como
um todo, em sua maioria ocorre em pacientes de 20-50 anos de idade, 2-4 vezes mais em
mulheres do que em homens. Sua taxa de sobrevivéncia para o periodo de 10 anos ultrapassa
90% (Kondo et al., 2006; Cheah, 2007).

Inicialmente o diagnoéstico histologico do PTC foi baseado apenas na presenga do
padrdo classico de arquitetura papilifera - projecdes papilares formadas de pediculos
fibrovasculares recobertos por epitélio, mas atualmente considera principalmente alguns
aspectos morfolégicos nucleares caracteristicos, que podem coexistir com estruturas
foliculares e papiliferas. Dentre esses aspectos pode-se citar o aumento do nucleo;
irregularidade do contorno nuclear, com sulcos longitudinais, cromatina com aspecto hialino e
a presenca de pseudoinclusdes (invaginagdes citoplasmaticas). Além dessas caracteristicas
nucleares, microscopicamente também ¢ comum observar a presenga de corpos
psamomatosos (laminas de material calcario que representam necrose de células tumorais com

calcificagdo), infiltrado linfoide e fibrose (Liska et al., 2005, Adeniran et al., 2006).
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Por ser um tumor bem-diferenciado, o PTC classico ¢ associado a um bom
prognostico, sendo facilmente curdvel com cirurgia e tratamentos médicos convencionais.
Porém, alguns fatores como idade avancada, género masculino, maior tamanho do tumor,
auséncia de capsula tumoral, extensdo extratircoideana e metastases distantes estdo associados
a uma evolugdo mais agressiva da neoplasia (Kondo et al., 2006; Adeniran et al., 2006).

Um padrao de crescimento infiltrativo, multicéntrico e com disseminagdo regional
para linfonodos ¢ freqiientemente encontrado, mas nao altera o bom progndstico atribuido ao
PTC. A multifocalidade ocorre em 25-65% dos casos e embora seja atribuida
tradicionalmente a metastases intraparenquimatosas, sabe-se que pode também originar-se a
partir de precursores independentes (Liska et al., 2005; Cheah, 2007). A recorréncia em
linfonodos locais no pescogo esta presente em 30-66% dos pacientes (Liska et al., 2005;
Kondo et al., 2006; Cheah, 2007), enquanto a metastase distante ¢ encontrada em 5-10%,
principalmente em pulmao e ossos (Liska et al., 2005; Kondo et al., 2006).

Muitas variantes histologicas do PTC tém sido reconhecidas, cada uma com
comportamento e padrdes proliferativos proprios. Embora possam ndo apresentar a arquitetura
papilifera classica, mantém os aspectos citoldgicos caracteristicos do PTC. Algumas
apresentam prognodstico mais agressivo em relagdo ao PTC classico, enquanto outras possuem

prognostico melhor ou semelhante a este (TABELA 2).
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TABELA 2 — Algumas variantes do Carcinoma Papilifero - classificacdo de acordo com o progndstico em

relagdo ao PTC classico.

Prognostico Tipode PTC Referéncia bibliogréafica
(variante)
Pior Var. esclerosante difusa ~ Michels et al., 2007; Liska et al., 2005
Var. folicular difusa Michels et al., 2007; Liska et al., 2005
Var. de cel. altas Michels et al., 2007; Liska et al., 2005

Var. de cel. colunares Michels et al., 2007; Prendiville et al., 2000

Var. solida Collini et al., 2006, Nikiforov et al., 2001
Var. de cél. oxifilicas Maxwell et al., 2006, Mai et al., 2004
Melhor Var. encapsulada Liska et al., 2005
Microcarcinoma Liska et al., 2005
Semelhante Var. folicular Michels et al., 2007, Liska et al., 2005

Os microcarcinomas papiliferos, também conhecidos como carcinomas ocultos,
caracterizam-se por apresentarem tumores com 1 cm ou menos de didmetro. Freqlientemente
sdo multifocais e costumam ser achados incidentalmente, sendo possivel viver com esses
carcinomas € morrer de outras causas, sem que se manifestem clinicamente. Sao considerados
de baixa significancia clinica (Kondo et al., 2006).

A variante folicular do PTC (PTCVF) ¢ a mais freqiiente depois do PTC cléssico. Foi
primeiramente descrita por Lindsay em 1953 (Basilio-de-Oliveira, 1990) e apresenta-se como

um tumor composto predominantemente ou exclusivamente de foliculos com células de
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aspecto nuclear caracteristico do PTC, em sua maioria com comportamento clinico similar ao
PTC classico, ou seja, com bom prognoéstico. Pode-se dizer que o diagnostico diferencial
dessa variante nao ¢ dificil em relacdo as outras variantes do PTC; porém o mesmo ndo se
aplica em relagdo a outras neoplasias com padrao proliferativo folicular. Mais de 15% dos
PTCFV podem ter invasdo capsular e vascular, dificultando no diagndstico diferencial do
carcinoma folicular da tiredide (FTC), que também vai apresentar tais caracteristicas. Ja os
PTCFV que ndo apresentam invasdo capsular e vascular precisam ser diferenciados dos
adenomas foliculares. Outro fator que dificulta o diagnoéstico dos PTCVF ¢ o fato de poderem
apresentar-se junto com o bdcio multinodular, fazendo com que muitas vezes sejam
confundidos com nddulos adenomatdides. A observagdo cuidadosa das caracteristicas
nucleares proprias do PTC ¢ a unica maneira segura de fazer esses diagnosticos diferenciais,
em termos histologicos. Porém, em alguns casos esses aspectos nucleares encontram-se
apenas focalmente distribuidos no tumor, tornando o diagndstico controverso, podendo ser
considerado desde microfocos de PTC crescendo em um nddulo benigno a um noédulo
maligno de PTCVF; sendo considerada esta segunda escolha mais segura, por parte de alguns
especialistas (LiVolsi & Baloch, 2004; Baloch & Livolsi, 2007).

Embora o PTCVF normalmente se apresente encapsulado, pode ocorrer também como
uma rara variante, a variante folicular difusa. Esta variante difusa ndo-encapsulada ocorre
principalmente em mulheres jovens e acomete toda a tiredide. Estd associada com invasdo
vascular, extensdo extratireoideana e metastase distante, principalmente para ossos e pulmao
(Baloch & Livolsi, 2007).

A variante de células altas representa cerca de 5-10% dos casos de PTC. E composta
de células com altura maior que o dobro da largura em mais de 30% do tumor. Esses tumores
costumam ser maiores ao diagndstico e, sobretudo em pacientes com mais de 50 anos,

apresentam mais facilmente invasdo extratireoideana e invasdo vascular do que o PTC
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classico, assim como metastases distantes para ossos € pulmao; apresentando maior taxa de
mortalidade (Basolo et al., 2002; Prendiville et al., 2000).

A variante sélida é considerada rara e representa apenas 3% dos carcinomas
papiliferos. Também chamada de insular, ¢ composta de cerca de 50% ou mais de
componentes s6lidos, ou seja, grupamentos predominantemente celulares. Esses componentes
solidos sdo mais comumente observados em tumores de criangas e adultos jovens,
principalmente se foram expostos a radiacdo ionizante. Ainda ndo hd um consenso sobre a
influéncia de tal padrdo proliferativo sobre o prognostico do PTC, mas relatam-se taxas
similares de recorréncia do tumor, freqiiéncia maior de metastase distante e prognodstico
menos favoravel que o do PTC classico (Nikiforov et al., 2001).

A variante encapsulada do PTC possui capsula fibrosa bem demarcada que separa o
tumor do tecido normal adjacente. E comum ocorrer a infiltragdo capsular, mas ndo se
observa invasdo vascular. Macroscopicamente se assemelha a um adenoma folicular, porém
ao microscOpio observam-se as caracteristicas histo-citologicas tipicas do PTC, além dos
COrpos psamomatosos.

Dentre as variantes consideradas mais agressivas inclui-se a variante esclerosante
difusa. Essa ¢ uma variante rara, representando apenas cerca de 1,8% dos casos de PTC,
preponderante em pacientes mais jovens do sexo feminino, com comprometimento difuso de
um ou ambos os lobos da tiredide através de disseminagdo linfatica intraglandular. Tem
morfologia caracteristica e observa-se o exagero dos diferentes componentes estruturais do
PTC, além de apresentar infiltracao linfoide, fibrose extensa e muitos corpos psamomatosos.
A incidéncia significativa de metastases em linfonodos regionais e pulmonares demonstra
grande capacidade de disseminacdo dessa variante, exigindo conduta terapéutica mais

agressiva (Sheu et al., 2007).
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O Carcinoma folicular da tiredide (FTC) ¢ o segundo tipo mais comum de carcinoma
da tiredide, sendo responsavel por 10-15% dos casos. Em regides que apresentam deficiéncia
de iodo a prevaléncia do FTC pode chegar a 25-40% dos canceres de tiredide, mas a
freqliéncia de seu diagndstico tem diminuido, provavelmente pela adicdo de iodo ao sal,
nessas regioes. Ocorre 2-3 vezes mais em mulheres do que em homens, principalmente na
faixa de 40-60 anos de idade e sua taxa de sobrevivéncia para o periodo de 10 anos ¢ de 80-
90% (Kondo et al., 2006; Cheah, 2007).

Clinicamente, o FTC apresenta-se comumente como uma massa tumoral isolada bem
definida na tiredide, medindo de 2-4 cm. Ao contrario do PTC, é rara a ocorréncia de nddulos
incidentais, ou seja, carcinomas foliculares ocultos; assim como a disseminagdo para
linfonodos regionais, que esta presente em menos de 5% dos casos. (Kondo et al., 2006;
Cheah, 2007). Por ndo apresentar os tragos citoldgicos tipicos de malignidade, como o PTC, o
diagnéstico histologico do FTC depende em grande parte da demonstracdo de invasdo
capsular ou vascular. Dessa forma, esses tumores sdo classificados em minimamente
invasivos, quando existe apenas invasdo capsular, ou extensamente invasivos, quando a
angioinvasao ¢ evidente.

Os FTC minimamente invasivos sdo tumores bem-diferenciados € tém, em sua
maioria, excelente prognoéstico; assemelhando-se bastante com os adenomas foliculares, a ndo
ser pela presenca de invasdo capsular. Os FTC extensivamente invasivos costumam
apresentar-se como tumores foliculares de padrdo proliferativo sélido, pouco diferenciados e
caracterizados por intensa disseminagdo hematogénica. A metastase distante geralmente
ocorre, nesses casos, para pulmdes, figado, ossos e cérebro. Ha relatos de alguns casos de
tumores minimamente invasivos apresentarem metastase distante, mas sdo raros (Liska et al.,

2005; Kondo et al., 2006; Baloch & Livolsi, 2007).
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As variantes do FTC incluem a oncocitica ou de células de Hiirthle e a de células
claras (Suster, 2006; Baloch & Livolsi, 2007).

Carcinomas tireoideanos mistos com padrdes histopatologicos folicular e papilifero
simultaneos sdo classificados como PTC, pois apresentam comportamento bioldgico e

prognoésticos semelhantes a esse tipo de tumor (Liska et al., 2005).

3.1.2.2 — Tumores malignos indiferenciados

Os carcinomas indiferenciados da tiredide, também chamados de Carcinomas
Anaplasicos da Tiredide (ATC), sdo tumores considerados como a mais letal e agressiva
malignidade humana (Hunt et al., 2003). Sao neoplasias raras, representando de 1-5% de
todos os carcinomas da tiredide, mas em areas de bocio endémico sua incidéncia pode
aumentar em até dez vezes (Liska et al., 2005). Ocorrem mais em mulheres (1,5 vezes) do que
em homens, preferencialmente entre os 60 e 80 anos de idade (Kondo et al., 2006; Cheah,
2007).

Aproximadamente 50% dos tumores anapldsicos apresentam coexisténcia
histologicamente evidente com carcinomas bem-diferenciados da tiredide a bidpsia cirurgica,
principalmente com o PTC; o que pode ser um forte indicio de que sdo originados pela
dediferenciacdo desses carcinomas. Uma vez que a transformagdo anaplasica ¢ a mais séria
complicacdo dos carcinomas bem-diferenciados, o temor de que ocorra constitui forte
justificativa para um tratamento radical dos mesmos (Hunt et al., 2003; Liska et al., 2005).

O ATC apresenta-se clinicamente como uma massa s6lida no pescogo, com tamanho
variando de 3-20 cm, crescimento rapido e invasivo em dire¢do aos tecidos moles adjacentes,
como o tecido gorduroso peritireoideano, traquéia e esofago. Sintomas locais de compressao
ocorrem na maioria dos pacientes, como disfagia, disfonia, dispnéia e dor no pescoco.

Macroscopicamente é composto de tecido denso, granular, acinzentado e ndo-encapsulado. As
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metastases sao comuns, ocorrendo em 40% dos casos em linfonodos ¢ em 20-50% dos casos a
distancia, principalmente para os pulmdes, ossos ¢ cérebro (Pasieka, 2003; Kondo et al.,
2006). Regides necroticas e hemorragicas sao achados nao-raros e microscopicamente pode-
se distingtiir trés padrdes histoldgicos baseados na morfologia celular predominante, que pode
ser fusiforme (53%), célula gigante (50%), e célula escamosa (19%). Embora
morfologicamente apresentem diferencas marcantes entre si, essas variantes parecem ter
comportamentos semelhantes em relagdo ao progndstico, havendo nitida auséncia de
diferenciagdo celular, o que ¢ constatado pelo fato de raramente se observar a expressdo de
tireoglobulina nesses carcinomas (Muro-Cacho & Ku, 2000).

O diagnostico do ATC ¢ geralmente feito ao exame clinico e confirmado em 90% dos
casos por PAAF no tumor primario ou metdstase em linfonodos (Pasieka, 2003). O
prognoéstico desses tumores indiferenciados ¢ muito ruim, sendo quase sempre fatais, com a
excegdo para os raros casos que podem ser inteiramente ressectados a cirurgia (Hunt et al.,
2003). O o6bito geralmente ocorre dentro de 1 ano apos o diagnoéstico e a taxa de sobrevivéncia
em 5 anos ¢ de 1-17%, enquanto em 10 anos tem valor nulo, apesar da agressiva conduta
terapéutica empregada (Kondo et al., 2006; Cheah, 2007).

Atualmente ndo existe um tratamento eficaz para o ATC, que ¢ altamente resistente as
terapias convencionalmente empregadas (cirurgia, quimioterapia, radioterapia). Alguns
recursos paliativos sdo usados, como por exemplo, a traqueostomia para garantir a respiracao
do paciente (Gheriani, 2006). Recursos de imagem, como a Tomografia computadorizada,
tém auxiliado no planejamento do procedimento cirargico de reseccao do tumor, avaliando a
extensdo local e a presenga de metastases distantes. Nao se faz uso de terapia ablativa com
iodo radioativo para esses tumores, uma vez que suas células indiferenciadas ndo o captam
(Pasieka, 2003). A raridade relativa, natureza agressiva, assim como o rapido e fatal curso do

ATC sao fatores que dificultam o desenvolvimento de um tratamento eficaz. Novas
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modalidades de tratamento sdo urgentes e as terapias com bases moleculares tém sido

investigadas, sendo as mais promissoras (Cornett et al., 2007).

3.2 - TUMORES DAS CELULAS C - PARAFOLICULARES

O principal tumor originado das células C-parafoliculares ¢ o Carcinoma Medular da
Tireoide (MTC). Este tumor maligno representa cerca de 2-10% dos carcinomas da tireoide,
ocorre principalmente na faixa de 30-60 anos de idade e ¢ sutilmente mais freqiiente em
mulheres que em homens, embora as mulheres estejam associadas a um melhor prognostico.
Este tipo de tumor costuma apresentar um crescimento lento e a sobrevida em 10 anos ¢ de
80% (Kondo et al., 2006; Cheah, 2007).

Ao exame histopatologico, o tumor ¢ composto de células de formas variaveis
(redondas, cubdides, fusiformes), € ndo se observa a formacdao de foliculos ou papilas.
Edemas intersticiais e outras alteracdes do estroma sao comuns e por causa do tipico aspecto
estromal apresentado, o termo carcinoma medular com estroma amildide ¢ frequentemente
empregado (Liska et al., 2005).

Diferentemente do PTC e FTC, que sdo tumores originados a partir das células
foliculares, O MTC nao capta iodo, mas secreta calcitonina. Entretanto, a hipocalcemia
devida ao excesso de calcitonina ¢ raramente observada. Ele apresenta caracteristicamente
disseminagdo local para linfonodos, que ocorre em 50% dos casos na apresentacao inicial, e
também metastases distantes em 15% dos casos, geralmente para o figado, ossos e mediastino
superior (Liska et al., 2005; Kondo et al., 2006).

Muitas variantes histoldgicas do carcinoma medular tém sido reconhecidas (glandular
ou folicular, oxifilica, de cé¢lulas gigantes, de células claras, de células fusiformes,
pigmentada, escamosa, papilifera, de pequenas células, microcarcinomas e outras), mas em

sua maioria ndo possuem importancia prognoéstica (Liska et al., 2005).
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O carcinoma medular da tiredide pode ocorrer de forma esporadica ou familiar, sendo
25% dos casos do tipo familiar. Os casos familiares podem ocorrer como neoplasia isolada
(MTC familiar) ou fazendo parte da sindrome de Neoplasias Enddcrinas Multiplas(MEN),
que pode ser do tipo 2A ou 2B. O termo carcinoma da tiredide medular familiar (MTC
familiar) tem sido usado quando ao menos 4 casos sdo encontrados em uma familia na
auséncia de outros neoplasmas associados (Pufiales et al., 2004). Nos casos de neoplasia
endocrina multipla o MTC ocorre principalmente com feocromocitoma, neoplasia da

paratiredide ou multiplos neuromas (Cheah, 2007).

4 - ALTERACOES GENETICAS NO CANCER DE TIREOIDE

O cancer ¢ considerado uma doenga do genoma, sendo atualmente aceito para sua
patogénese molecular o modelo da carcinogénese em multiplos passos, em que os tumores se
desenvolvem como resultado do aciimulo seqiiencial de erros genéticos em genes envolvidos
no controle da proliferacdo celular, diferenciacdo ou morte celular. De uma maneira sucinta
pode-se dizer que esses erros genéticos em genes-alvo conduzem a expansao clonal de células
geneticamente modificadas que progressivamente mostram uma vantagem de crescimento
seletiva sobre células ndo-transformadas normais, podendo adquirir potencial maligno,
invasivo e metastatico, permitindo assim a progressdo tumoral (Moretti et al., 2000). As
alteracdes genéticas podem modificar a quantidade e/ou a fun¢do dos produtos codificados
pelos genes afetados, alterando o funcionamento normal da célula.

As duas principais classes de genes afetados sdo os genes supressores de tumor, que
tém sua fun¢do inibida; e os proto-oncogenes, que ficam ativados. Os genes supressores de
tumor normalmente se opdem ao desenvolvimento tumoral e regulam a morte celular. Os

proto-oncogenes levam a divisdo celular e interferem na diferenciacdo celular normal. Dessa
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forma, pode-se dizer que uma vez que o cancer esteja instalado, ao menos dois processos
celulares estardo alterados — divisdo e morte — o que resultard em uma proliferagdo celular
exacerbada (Pollock & Meltzer, 2002).

A identificacdo de genes alterados no processo de carcinogénese tem sido um dos
principais alvos da pesquisa nos diversos tipos de cancer. Os tumores derivados do epitélio
folicular da tiredide representam um interessante e singular modelo de estudo para a
compreensdo da patogénese molecular do cancer, porque englobam um largo espectro de
fenotipos com taxas de crescimento, diferenciagdo e agressividade varidveis, apesar de serem
originados de um unico tipo celular (Moretti et al., 2000; Fagin, 2002). Alguns fatores
ambientais, como a deficiéncia de iodo e a radiagdo ionizante parecem influenciar também
nos aspectos genotipicos e fenotipicos do cancer de tiredide, ou seja, correlaciona-se a
exposicdo a esses fatores ambientais com alteragdes genéticas e variantes histologicas
tumorais especificas.

O grande nimero de estudos realizados com tumores tireoideanos tem permitido
propor a hipétese de que diferentes eventos genéticos sdo capazes de desencadear a
proliferagdo celular ¢ promover a progressdao tumoral, por diferentes vias (TABELA 3). Os
genes envolvidos podem ser de uma forma genérica classificados como proto-oncogenes ou
genes supressores de tumor, dependendo de sua fungdo normal na célula. Alteragdes
simultaneas em genes da mesma via de sinalizacdo sdo encontradas em apenas uma minoria
dos casos estudados; o que sugere um papel intercambiavel para esses genes na iniciagao da

tumorigénese epitelial da tiredide (Suarez, 2000).
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TABELA 3 — Allteragdes moleculares observadas nas neoplasias da tiredide. TK — tirosina-quinase; RET/PTC —

rearranjos do gene RET com varios genes heter6logos; Gs-o - subunidade a da proteina G estimulatoria;

GTPase — enzima com atividade guanidina fosfatase; LOH — perda de heterozigose (Learoyd et al., 2000; Salabe,

2001; Gimm, 2001; Kondo et al., 2006).

Classe Gene Funcéo Alteracéo genética
Oncogenes
Receptor com atividade Rearranjo RET/PTC
RET N
TK Mutagoes
Receptor com atividade Rearranjo
NTRK;
Receptores K
de MET Receptor com atividade Expressdo aumentada
membrana K
Receptor acoplado a
TSHR proteina G Mutacdo
GNAS; Proteina Gs-oo (GTPase)  Mutacao
Pequena proteina G
RAS Mutacgao
Transdutores (GTPase)
de sinal Proteina serina/treonina Mutagao
BRAF quinase Rearranjo
Parada do ciclo celular Mutacgao, LOH,
TP53
em Gy, apoptose Expressdao aumentada
Supressores Modulagio da atividade
APC _ Mutacdo
de tumor da B-catenina
LOH
PTEN Proteina tirosina fosfatase

Expressao diminuida

Na patogénese molecular de nddulos benignos hiperfuncionantes da tiredide

(adenomas e nddulos de bocio multinodular) ¢ descrito o envolvimento do gene do receptor
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de TSH (TSHR) e do gene que codifica a subunidade a da proteina GS ( GNAS;), efetora da
via de sinalizacdo do TSH. O TSHR pertence a familia de receptores acoplados a proteina G,
possuindo um dominio de ligacdo extracelular, um dominio intracelular que ativa a proteina G
e uma regido que atravessa a membrana sete vezes (dominios transmembrana). A ligacdo do
TSH ao seu receptor ativa a proteina G estimulatoria e a via de sinalizagdo do AMP ciclico
(AMPc), que vai induzir a transcri¢do de importantes genes para o funcionamento normal da
célula folicular da tiredide (FIGURA 5) (Fagin, 2005; Kondo et al., 2006).

Mutacdes no TSHR e no GNAS; ativam constitutivamente essa via, havendo uma
superproducdo de AMPc intracelular que estimula ndo s6 o crescimento, mas também a
funcao tireoideana, ou seja, ocorre um aumento da expressao de produtos génicos proprios da
célula tireoidena diferenciada, como tireoglobulina e a proteina simportadora de iodo e sddio.
As mutacdes do TSHR sdo freqiientes no exon 10, embora outras mutagdes também ja tenham
sido descritas. No caso do gene GNAS;, duas posi¢des hot-spots sdo descritas, nos codons 201
e 227, correspondendo ambas ao dominio de ligagdo de GTP (Learoyd, 2000). Existe uma
grande variabilidade na prevaléncia dessas mutagdes observadas nos varios estudos realizados
(3-82% para o TSHR e 7-38% parao GNAS;), que pode ser devida a varios fatores, como o
grau de deficiéncia de iodo e a carga genética da populagdo estudada, o pequeno tamanho
amostral de alguns estudos e o método empregado para avaliar a presenga da mutacao, como
por exemplo a extensdo do gene analisada (Moretti et al., 2000). Em tumores malignos as
mutagdes ativadoras da via de sinalizacdo do AMPc sdo raras, o que ¢ coerente com
observacdo clinica de que nodulos tireoideanos hiperfuncionantes tendem a ser benignos.
Essas evidéncias indicam que apenas a ativagdo constitutiva da via do AMPc ¢ insuficiente
para haver transformagdo maligna das células foliculares tircoideanas (Kondo et al., 2006).

A patogénese da hiperplasia da tiredide ndo pode ser explicada somente pela agdo do

TSHR ou da proteina Gs, uma vez que um subgrupo de adenomas hiperfuncionantes nao
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exibe mutacao nos genes correspondentes a essas moléculas, sugerindo-se que alteragdes em
outros genes participantes da via de sinalizacdo do AMPc provavelmente contribuem para
esses casos,ou ainda que varios outros estimulos estdo implicados, como hormonios e
citocinas atuando como fatores de crescimento (Moretti et al., 2000; Salab¢, 2001).

Modelos baseados em observagdes moleculares, clinicas e histologicas t€ém sido
propostos e atualizados por diversos autores (Gimm, 2001; Kondo et al., 2006), no intuito de
elucidar as etapas responsaveis pelo desenvolvimento de tumores malignos a partir da célula
folicular. Esses modelos abrangem desde os eventos genéticos iniciais que promovem a
proliferacdo da célula folicular, resultando em neoplasias benignas ou transformagao maligna,
até eventos adicionais mais tardios, considerados responsaveis pelo surgimento dos tumores
indiferenciados da tiredide. Segundo esses modelos, no heterogéneo grupo de neoplasias
tireoideanas alteragdes moleculares especificas ndo s6 determinam padrdes de expressao
génica diferencial, mas também influenciam na variante histoldgica e comportamento tumoral
observados (FIGURA 4). A instabilidade genomica induzida pela exposi¢do a diversos
fatores de risco pode resultar em eventos iniciais de transformagao maligna da célula folicular
que envolvem principalmente proto-oncogenes da via de sinalizagdo de proteinas-quinase
ativadas por mitdégenos (MAPK), incluindo receptores e efetores dessa via (RET, RAS,
BRAF). Rearranjos génicos do gene do receptor tirosina-quinase RET sdo caracteristicamente
observados no PTC e suas variantes, enquanto muta¢des somaticas ou germinativas nesse
gene sdo encontradas no carcinoma das células C da tiredide, o carcinoma medular.
Alteragdes no gene da proteina-quinase BRAF sdo caracteristicamente encontradas no PTC,
enquanto mutacdes no gene da proteina-quinase RAS sio mais comuns em lesdes com
arquitetura folicular, incluindo o FTC e a variante folicular do PTC, embora se discuta a

importancia da presenga dessas mutagdes em tumores benignos como evento inicial na
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tumorigénese da tiredide e também sua implicagdo na progressdo tumoral, por também
ocorrerem em carcinomas pouco diferenciados e indiferenciados da tiredide.

As alteragdes genéticas iniciais na tumorigénese da tiredide tendem a aumentar ainda
mais a instabilidade gendmica, levando a alteragdes tardias que envolvem outras vias de
sinalizacdo, reguladores do ciclo celular e varias moléculas de adesdo; o que pode resultar na
desdiferenciagdo de carcinomas bem-diferenciados. Acredita-se que a maior parte dos
carcinomas pouco diferenciados e indiferenciados (ATC) derivem desse processo, mas
também podem ocorrer “de novo”. As principais alteracdes genéticas relacionadas com a
desdiferenciagdo incluem mutagdes no gene supressor de tumor TP53 e acimulo nuclear da
proteina p53 inativa, além de perda de heterozigose (LOH), mais freqiientemente observada
em carcinomas ¢ adenomas foliculares do que no PTC (Moretti et al., 2000; Gimm, 2001;

Kondo et al., 2006).
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FIGURA 4 — Esquema representativo do modelo de carcinogénese em multiplos passos nas neoplasias da
tire6ide. CTNNB1 — gene da -catenina, PPARG — gene do receptor nuclear PPARy, Cyclin D1 — ciclina D1; p27

— inibidor de ciclina depende de quinase (Fonte:Kondo et al., 2006).

4.1 - PROTO-ONCOGENES E OS TUMORES DA TIREOIDE

Os proto-oncogenes promovem o crescimento normal e a diferenciacdo celular,
constituindo uma classe de genes que sdo, juntamente com os genes supressores de tumor,
alvos principais para danos genéticos, os quais podem levar ao cancer. As alteragdes genéticas

que levam a ativagdo dos proto-oncogenes conferem uma vantagem de crescimento a célula
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tumoral, podendo ser uma mutagdo, amplificagdo gé€nica ou rearranjos cromossomicos. O
produto codificado pelo alelo mutante possui um efeito dominante sobre o produto do alelo
normal, ou seja, apenas um evento mutacional ¢ requerido para que haja a conversdo de um
proto-oncogene a um oncogene e, geralmente, essa conversao envolve um ganho de funcdo
em que a proteina alterada permanece constitutivamente ativada ou super-expressa e, assim,
permite que as células se dividam indiscriminadamente. Os proto-oncogenes celulares podem
ser classificados em diferentes grupos, baseados nas propriedades funcionais de seus produtos
protéicos. Encontram-se entre os produtos codificados por essa classe de genes fatores de
crescimento celular (PDGF, EGF), receptores tirosina-quinase (TSHR, RET, NTKR),
proteinas transdutoras de sinal (Gs-a, RAS, BRAF) fatores de transcri¢do (c-MYC, c-JUN) e
também proteinas reguladoras da morte celular por apoptose (BCL-2) (Silva , 2004).

Os estagios iniciais do desenvolvimento do cancer de tiredide estdo relacionados com
a ativacdo ou expressdo “de novo’de varios proto-oncogenes e as alteragdes nos produtos
desses genes estdo associados com o desenvolvimento de diferentes neoplasias, que vao desde
os adenomas benignos toxicos (TSHR, Gs-a) aos carcinomas bem-diferenciados da tireoide,
foliculares e papiliferos. Nos carcinomas bem-diferenciados da tiredide, alteracdes nos genes
BRAF, RET e RAS sdo encontradas em aproximadamente 70% dos casos, raramente

ocorrendo simultaneamente no mesmo tumor (Kondo et al., 2006) (FIGURA 5).
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FIGURA 5 — Esquema representativo das vias de sinalizacdo envolvidas nas neoplasias da célula folicular da
tire6ide. MAPK — via de sinalizacdo de proteinas quinases ativadas por mitogenos; GF — fatores de crescimento;
RTK - receptor tirosina-quinase; P- radical fosfato; GTP — guanosina trifosfato; MEK — MAPK/ERK quinase;
ERK - quinase regulada por sinal extracelular; TSH — hormonio estimulante da tireide; PKA — proteina quinase
A dependente de AMPc; CREB — fator de transcrigdo que ativa a transcri¢do de genes responsivos ao AMPc

(Fonte: Kondo et al., 2006).
4.1.1 — A VIA DE SINALIZACAO MAPK ( Mitogen Activated Protein
Kinase)

A via de sinalizagio RAS-RAF-MEK-ERK ¢ considerada uma via altamente
conservada em eucariotos (Melillo et al., 2005). Varios proto-oncogenes fazem parte dessa
via, que pode ser estimulada por praticamente todos os fatores de crescimento classicos e esta
hiperativa em 30% de todos os tumores humanos, incluindo os do colon e pulmdo. Essa
hiperatividade tem sido associada a praticamente todos os processos funcionais proprios das
células cancerosas — imortalizacdo, proliferacdo independente de fator de crescimento,
insensibilidade a sinais inibitorios de crescimento, habilidade de invasdo e metastase,

angiogénese, evasdo da apoptose e até mesmo a resposta alterada a quimioterapicos. O
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potencial dessa via na influéncia sobre esses aspectos da célula cancerosa, entretanto, pode
variar, dependendo do tipo de célula ou de tumor, assim como de de outras alteracdes
genéticas e do microambiente do tumor (Kolch et al., 2002).

A ligagdo de fatores de crescimento a seus receptores na membrana nuclear leva a
auto-fosforilagdo em residuos de tirosina do dominio intracelular e dimerizacdo desses
receptores. As tirosinas fosforiladas atuam como sinais de ancoragem para moléculas de
sinalizacdo e, dependendo do residuo de tirosina fosforilado ¢ do complexo de sinalizagao
associado a esse, vias de sinalizagcdo diferentes podem ser ativadas a partir desse ponto. O
residuo de tirosina Tyr1062 fosforilado, por meio do recrutamento do complexo Grb2/SOS
(Grb2 - proteina ligadora do receptor de fator de crescimento / SOS - fator estimulador da
troca de GDP por GTP), leva a ativagdo das quinases RAS, RAF, MEK e ERK. A proteina
RAS libera o GDP e liga-se ao GTP, ficando ativa e sofrendo uma mudanga conformacional
que a possibilita ligar-se a outros efetores da cascata, como a proteina RAF, com a qual se liga
com alta afinidade. A proteina RAF ¢ entdo recrutada do citoplasma para a membrana
celular,onde ¢ ativada em multiplos passos, que envolvem a desfosforilacao de sitios
inibitdrios (que mantém a proteina no estado inativo) pela fosfatase 2A (PP2A), assim como a
fosforilacdo de sitios ativadores pelas quinases PAK3, quinases da familia Src e outras ainda
ndo conhecidas. O que se tem ¢ uma cooperagao entre esses agentes envolvidos na ativagao da
proteina RAF, para ajustar o nivel de ativagdo apropriado ao estimulo recebido. A proteina
RAF ativada fosforila e ativa a proteina MEK (MAPK/ERK quinase) em 2 residuos de serina
no dominio-quinase, ¢ a MEK quinase ativada fosforila e ativa ERK (quinase regulada por
sinal extracelular). A proteina ERK ativada tem muitos substratos no citoplasma, mas pode
migrar para o nucleo controlando a expressao de genes através da ativacdo de varios fatores
de transcri¢ao que estdo envolvidos na proliferagdo e diferenciagdo celular, como C-MYC e

ELK1 (Kolch et al., 2002, Maciel et al., 2005).
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4.1.1.1 — O Gene RET e seu produto

O gene RET esta localizado no brago longo do cromossomo 10 (10q11.2) e contém 21
exons que ocupam mais de 60kb do DNA gendmico. Esse gene codifica um receptor
glicoprotéico transmembrana com atividade tirosina-quinase que durante a embriogénese se
expressa nas células uro-genitais e nos tecidos derivados da crista neural, incluindo o sistema
nervoso e tecidos neuro-endocrinos.

A estrutura do receptor RET ¢ similar aos receptores tirosina-quinase (RTK) em geral,
sendo composto por 3 dominios: o dominio extra-celular que promove a associagdo com 0
ligante e possui uma regido rica em cisteina, o dominio transmembrana hidrofobico e o
dominio intra-celular, que apresenta a regido tirosina-quinase. A tUnica diferenca estd no
dominio extracelular, que no RET apresenta quatro repetigdes em tandem com homologia a
caderina. A proteina RET apresenta trés variantes geradas por ““splicing’ alternativo da regido
regido 3’ que codifica sua por¢do carboxi-terminal — RET 9, RET 43 ¢ RET 51 — curta, média
¢ longa, sendo as variantes RET 9 e RET 51 as mais abundantes (FIGURA 6). Quatro
ligantes desse receptor ja foram identificados: o fator de crescimento neurotrofico derivado de
células da glia (GNDF), neurturina, persefina ¢ artemina (Manié et al., 2001; Maciel et al.,

2005).
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FIGURA 6 — Esquema representativo da estrutura da proteina RET. CAD — repeti¢des de regido com homologia

a caderina, CYS — regido rica em cisteina, S — seqiiéncia sinal, TM — dominio transmembrana, TK - dominio
tirosina-quinase, C - por¢do carboxi-terminal mostrando as trés isoformas geradas por splicing alternativo

(Fonte: modificado de Kodama et al., 2005).
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Embora exista mais de um modelo proposto para a ativagdo do RET, o modelo em
trans parece fornecer explicagdes mais plausiveis. Neste modelo, a ativagdo do RET por
ligantes parece ocorrer via proteinas ligadoras de membrana, incluindo a familia de co-
receptores para GNDF (GFRa-1 e GFRa-2), que funcionam como um dominio de ligacdo ao
ligante, do complexo ligante-receptor. A ativacdo do receptor RET resulta em dimerizacdo e
auto-fosforilagdo dos residuos tirosina-quinase intracelulares, iniciando-se a transdugdo de
sinal induzida pelo RET ativado, que pode ocorrer através de diferentes vias de sinalizagao,
dependendo do residuo de tirosina que foi fosforilado (FIGURA 7) (Learoyd et al., 2000;
Manié et al., 2001). Entre essas vias incluem-se a das quinases reguladas por sinais
extracelulares ou ERK (também conhecida por MAP quinase 1 e 3), a via da fosfatidil-
inositol-3 quinase (PI3K), a via MAPK p38 e C-JUN quinase (JNK, também conhecida como
MAP quinase 8) (Kondo et al., 2006).

O receptor RET foi o primeiro receptor tirosina-quinase identificado na etiologia do
cancer de tiredide. Mutagdes pontuais, com ganho de fungdo, no proto-oncogene RET levam
ao desenvolvimento do carcinoma medular da tiredide (MTC), das células C, que pode
ocorrer de forma esporadica (mutagdes somadticas) ou de forma familiar (mutagdes na
linhagem germinativa), integrando ou ndo sindromes de neoplasias enddcrinas multiplas
(MEN2A ¢ MEN2B). Nas células foliculares rearranjos génicos do gene RET induzem a
formagédo do carcinoma papilifero da tiredide (Gimm, 2001) (FIGURA 7).

A sindrome MEN2 foi o primeiro exemplo relatado de uma sindrome hereditaria de
cancer transmitida através da linhagem germinativa de um oncogene dominantemente ativado.
As células C, derivadas da crista neural, expressam o gene RET durante a fase embrionaria,
mas este ndo se expressa nas células C normais durante a vida adulta. Embora tenham sido
relatadas duplicacdes, inser¢des e delegdes no gene RET, mais de 90% dos pacientes das

sindromes MEN2 possuem mutagdes germinativas pontuais nesse gene € o fenotipo
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observado da doenga ¢ fortemente relacionado com o tipo de mutacdo encontrado. Dois
principais grupos de mutacdes germinativas pontuais no gene RET sdo encontrados no MTC
nao-esporadico. O primeiro grupo engloba as mutagdes no dominio extracelular, que ocorrem
principalmente em residuos de cisteina especificos, resultando em dimerizacdo e auto-
fosforilacdo do receptor independentemente da presenca de ligante. Essas mutagdes ocorrem
principalmente nos pacientes MEN2A e nos MTC familiares. Os pacientes MEN2B, em sua
maioria, sdo portadores de mutagdes no dominio tirosina-quinase, o que leva a auto-
fosforilagdo do receptor mesmo na auséncia de dimerizagdo do mesmo. Variantes
polimérficas do gene RET exibem um efeito modificador sobre a idade em que a sindrome
MEN2A se manifesta e especula-se que exercam esse efeito por alterarem a expressdo da
proteina RET mutada (Santoro et al., 2004).

A ativacdo constitutiva do receptor RET no PTC decorre de rearranjos cromossomicos
somaticos denominados RET/PTC, por ocorrerem exclusivamente no PTC ou carcinomas
derivados desses, e constituem o segundo tipo de alteracdes genéticas mais comuns que
ocorrem nesses tumores. Embora a célula folicular normal ndo apresente expressdo da
proteina RET, em carcinomas papiliferos ¢ comum observar a expressdo de seu dominio
tirosina-quinase. Isso é explicado pelos rearranjos do gene RET, que promovem a fusdo de sua
por¢do 3’codificante do dominio tirosina-quinase com por¢des 5’de genes heterdlogos nao
oncogénicos, mas que sdo largamente expressos nas células foliculares da tiredide. Como
conseqiiéncia, sob a influéncia das regides promotoras desses genes heterdlogos, as
oncoproteinas quiméricas com atividade tirosina-quinase constitutiva passam a ser largamente
expressas pela célula folicular, havendo dimeriza¢do desse dominio e auto-fosforilacdo dos
residuos de tirosina mesmo sem o estimulo de ligantes ao receptor RET. Todos os rearranjos

identificados apresentam uma caracteristica em comum, ou seja, a perda dos dominios extra-
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celulares ¢ parte do dominio transmembrana do RET (Maciel et al., 2005; Kondo et al.,
2006).

Mais de 15 rearranjos do gene RET j4 foram descritos, no PTC esporadico e também
associado a radiag@o, sendo o mais comum no PTC esporadico o rearranjo RET/PTC, seguido
do RET/PTC3. Ambos sdo inversdes paracéntricas, ou seja, rearranjos intra-cromossomicos, ja
que tanto o gene RET quanto os outros genes estdo no braco longo do cromossomo 10. O
primeiro rearranjo a ser descrito, o RET/PTCy, é resultante da fusdo do gene RET com o gene
chamado H4 ou D10S170, responsavel pela expressao de proteinas citoesqueléticas. Assim,
uma seqii€éncia de 354 pares de bases do gene H4 substitui a regido truncada do oncogene
RET. O RET/PTCs, por outro lado, ¢ o resultado do rearranjo intracromossomico formado
pela fusdo dos genes RFG ou ELE1 com o gene RET (Maciel et al., 2005; Kondo et al., 2006).

A ocorréncia de rearranjos RET/PTC especificamente no PTC esta bem estabelecida,
mas a prevaléncia de tais rearranjos apresenta uma grande variabilidade entre os diversos
estudos realizados, encontrando-se presentes em 3-85% dos casos. Tal diferenga nos
resultados encontrados pode se dever a varios fatores, como idade e localizagao geografica do
paciente, historia prévia de exposi¢do a radiagdo ionizante, assim como os diferentes métodos
de detecgdo empregados (Kondo et al., 2006).

Varios estudos tém indicado o envolvimento dos rearranjos RET/PTC nos estagios
iniciais da patogénese do cancer de tiredide, por varias razdes; entre elas o fato de haver uma
alta prevaléncia da expressdo desses rearranjos em carcinomas ocultos ou microcarcinomas
subclinicos. Além disso, experimentos de superexpressdo desses rearranjos em animais
transgénicos levam ao desenvolvimento de um tumor com aspectos histologicos semelhantes
aos do microcarcinoma papilifero. Experimentos com exposi¢do de linhagens celulares de

tireoide a radiagdo ionizante, principal fator de risco para o desenvolvimento do PTC, tém
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evidenciado o provavel envolvimento direto desse fator na inducdo dos rearranjos, que

aparecem expressos em poucas horas (Fagin, 2004a).
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FIGURA 7 — Esquema representativo da ativagdo do receptor RET. a — gene RET sem alteragcdo em tecidos
normais, e receptor RET sendo ativado na presenga do ligante GNDF; b — mutagdes pontuais no gene RET nas
células C da tiredide — no dominio extracelular (X) levando a dimerizacdo do receptor e ativacdo do dominio
tirosina-quinase na auséncia do ligante ¢ no dominio tirosina-quinase (e) levando a auto-fosforilagio na
auséncia de dimerizagdo do receptor, independente da presenca do ligante, havendo o desenvolvimento do
carcinoma medular de tiredide esporadico e familiar ; C — rearranjos do gene RET nas células foliculares da
tiredide, levando a ativagdo do dominio tirosina-quinase do receptor RET independente da presenga do ligante e
desenvolvimento do PTC. C-RET — gene do receptor RET; N- extremidade N-terminal; C — extremidade C-
terminal; TM — dominio transmembrana; TK — dominio tirosina-quinase; GDNF — fator de crescimento
neurotrofico derivado de células da glia; MEN 2A e MEN 2B — Sindromes de neoplasias endocrinas multiplas
2A e 2B; H4 — gene H4 do rearranjo RET/PTCy; Rla — gene Rla do rearranjo RET/PTC,; ELE1 — gene ELEI do

rearranjo RET/PTC; (Fonte:Williams, 2002).
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4.1.1.2 — O Gene RAS e seu produto

O RAS constitui uma familia de trés proto-oncogenes (Ha-RAS, no cromossomo
11p11, Ki-RAS, no cromossomo 12p12 e N-RAS, no cromossomo 1p13), cujos produtos sdo
proteinas de 21 KDa (p21, proteina RAS). As proteinas RAS estdo na por¢do interna da
membrana citoplasmatica e possuem atividade GTPase (guanosina trifosfatase), sendo
conhecidas também como “pequenas” proteinas G. Podem ser encontradas sob duas formas:
inativas, quando ligadas a GDP (guanosina di-fosfato) ou ativas, capazes de se ligarem ao
GTP e hidrolisa-lo. Essas proteinas estdo envolvidas na transdu¢do do sinal mitogénico
gerado na superficie celular pelos receptores de membrana com atividade tirosina-quinase,
como o receptor RET, fazendo parte da via das MAP quinases (Moretti et al., 2000, Kondo et
al., 2006).

Mutagdes pontuais no proto-oncogene RAS ativam constitutivamente a proteina RAS
pela substitui¢do de um nico aminoacido nos codons 12 ou 61 e menos freqiientemente nos
codons 13 ou 59, e entdo a proteina adquire uma funcdo oncogénica, gerando um fluxo
continuo e desregulado de sinais mitogé€nicos através de sua via de sinalizagdo. As mutacdes
do proto-oncogene RAS desempenham um importante papel na tranformagdo maligna e na
progressao de varios canceres humanos (Suarez, 2000; Kondo et al., 2006).

Em 40-50% das neoplasias tireoideanas foliculares sdo encontradas mutagdes do gene
RAS, em praticamente todos os estagios tumorais, desde adenomas foliculares a carcinomas
indiferenciados, mas entre os casos de PTC a prevaléncia é relativamente baixa, sendo
relatada de 10-15% (Moretti et al., 2000; Melillo et al., 2005; Adeniran et al., 2006; Kondo et
al., 2006). Em estudos in vitro e in vivo, de transfeccdo do gene RAS mutado em células
foliculares tireoideanas, observa-se sua atividade oncogénica, com o desenvolvimento de
neoplasmas de tipico aspecto folicular (Fagin, 2002). Além das mutacdes ativadoras, acredita-

se que a amplificagdo do gene RAS ou o aumento da expressdo de sua proteina provocam
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instabilidade gendmica, propiciando o aparecimento de outras mutagdes que causam a
progressdo da transformagdo neoplasica. Observa-se que particularmente os carcinomas
foliculares t€ém uma taxa muito maior de perdas alélicas, aneuploidia e aberragdes
cromossomais que os carcinomas papiliferos. Tais evidéncias apontam para a possibilidade do
oncogene RAS ser um gene “mutador” nas neoplasias tireoidenas e estar particularmente
envolvido no desenvolvimento de tumores de arquitetura folicular da tiredide, incluindo a
variante folicular do PTC (Moretti et al., 2000; Fagin, 2002; Kondo et al., 2006).

As mutacdes no gene RAS em tumores da tiredide sdo mais comuns em areas onde
existe deficiéncia de iodo e sdo raras em canceres induzidos por radiacdo, o que pode ser
observado entre os casos do acidente de Chernobyl (Kondo et al., 2006).

O envolvimento de mutagdes do gene RAS como um evento inicial na tumorigénese
tireoideana ou como fator cooperador na progressdo tumoral tem sido ainda investigado,
assim como sua participacdo na génese de tumores papiliferos. Opinides controversas
existem, uma vez que a variagdo interobservadores ¢ alta no dignostico diferencial entre
adenomas, que sdo tumores benignos, e a variante folicular do PTC, que constitui tumores
malignos. Além disso, a prevaléncia de mutacdes no gene Ras em diferentes séries de estudo
difere bastante, o que pode ser atribuido as diferentes técnicas de deteccdo usadas e a

diferencas geograficas em relagdo ao consumo de iodo (Kondo et al., 2006).

4.1.1.3 — O Gene BRAF ¢ seu produto

O gene BRAF (7g24), cujo nome oficial ¢ homologo B1 do oncogene viral de sarcoma
de murino v-raf, codifica a proteina RAF tipo B. Essa proteina pertence a familia RAF de
serina/treonina-quinases, que sdo enzimas que modulam a fun¢do de outras proteinas pela
transferéncia de grupamentos fosfato, sendo elas proprias ativadas por fosforilagao (Pollock &

Meltzer, 2002). Em mamiferos existem trés isoformas das RAF quinases: A-RAF,
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predominantemente encontrada em tecidos urogenitais; B-RAF (BRAF), altamente expressa
em neurdnios e testiculos € em menores niveis nas células hematopoiéticas e na tireoide,
sendo a forma mais predominante nas células foliculares ¢ C-RAF (RAF1), que ¢é expressa de
modo ubiquo (Kolch et al., 2002).

As proteinas RAF-quinases sdo componentes da via de sinalizagdo das MAP quinases,
sendo todas ativadas pela proteina RAS ligada a GTP. As proteinas RAF quinases ativadas
fosforilam a proteina MEK quinase que prossegue com a transducdo do sinal na via MAPK.
Embora todas as isoformas da proteina RAF tenham a capacidade de ativar a proteina MEK
quinase, a isoforma BRAF ¢ seu ativador mais potente (Maciel et al., 2005, Wojciechowska
& Lewinski, 2006). Ainda que as proteinas RAF compartilhem da proteina RAS como um
ativador anterior, e da proteina MEK como um substrato posterior, existem evidéncias de que
possuam algumas fungdes distintas e provavelmente independentes dessa via, o que ¢
demonstrado pela diferenca de fendtipos observados em camundongos nocauteados para as
trés isoformas (Kolch et al., 2002).

As proteinas RAF possuem uma estrutura comum, consistindo de um dominio
regulatorio N-terminal e um dominio quinase C-terminal. No dominio regulatério encontram-
se duas regides homologas conservadas, onde estdo os sitios de ligagdo a proteina RAS ¢ o
dominio rico em cisteina (CR1), além do dominio rico em serina e treonina (CR2). No
dominio quinase encontra-se o segmento de ativagdo (CR3), requerido para a atividade da

proteina RAF (FIGURA 8) (Kolch et al., 2002).
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FIGURA 8 — Esquema representativo da organizacdo das proteinas RAF quinases. CR1, CR2 e CR3 — regides

conservadas, Cys rich — dominio rico em cisteina. (Fonte: baseado em Kolch et al., 2002).

A descoberta de mutagdes ativadoras no gene da proteina BRAF aumentou o numero
de alteragdes genéticas conhecidas na via das MAP quinases, confirmando a importancia
dessa via no desenvolvimento dos canceres humanos. Mutagdes nesse gene t€m sido
encontradas em uma variedade de canceres, com diferentes freqiiéncias; mas principalmente
no melanoma (63-66%), carcinoma papilifero da tiredide (29-83%), carcinoma ovariano
invasivo (33-40%), carcinoma colorretal (11-20%) e outros (Trovisco et al., 2006).

Quase todas as mutacdes do gene BRAF estdo em duas regides no dominio quinase, a
alca P ligadora de ATP, codificada pelo exon 11 e a alga de ativag@o codificada pelo exon 15,
uma regido regulatoria da fosforilagdo que € essencial para a atividade quinase, abrigando
mais de 80% dessas mutacdes. Na conformagao inativa da proteina BRAF os residuos G596-
V600 na alga de ativagao formam interagdes hidrofobicas com os residuos G464-V471 na alga
“P” | resultando em uma estrutura que ndo liga o ATP e nem o substrato da proteina BRAF.
Mutacdes oncogénicas nas alcas de ativagdo e na alca P interrompem essa interagdo,

desestabilizando a conformacdo inativa e havendo entdo a conversdo da proteina para uma
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forma cataliticamente ativa (Fagin, 2004b). Uma mutac¢do pontual do tipo missense em que
ocorre a transversao do nucleotideo timina para adenina na posi¢ao 1799 (T1799A), levando a
substituicdo do aminoacido valina para acido glutamico no residuo 600 da proteina (BRAF
V60OE) " representa 90% das mutacdes observadas no exon 15. Essa mutagio provoca ativagdo
constitutiva da BRAF quinase ao simular sua fosforilagdo no segmento de ativacdo quando
substitui um aminoacido neutro (valina) por um aminoécido carregado negativamente em
posicdo adjacente a um sitio de fosforilagdo (Xing, 2005; Trovisco et al., 2006).

As mutagdes pontuais no exon 15 do gene BRAF foram recentemente consideradas
como a alteracdo genética mais comum no carcinoma papilifero da tiredide esporadico em
adultos, enquanto mutagdes no exon 11 desse gene ndo foram encontradas no cancer de
tiredide, diferentemente de outros tipos de cancer (Xing, 2005; Adeniran et al., 2006; Kondo
et al., 2006). Cerca de 30 artigos publicados na literatura nos ultimos anos, referentes a
pacientes adultos, com diversidade geografica, étnica e dos subtipos histologicos dos tumores,
evidenciaram a presenga da mutacdo T1799A em 810/1856 casos de PTC (44%), 0/165 de
FTC (0%), 23/94 (24%) de carcinoma anaplasico da tiredide (ATC), 0/542 (0%) de neoplasias
benignas da tiredide e 0/65 (0%) de carcinoma medular de tiredide (MTC). Esses resultados
demonstram uma especificidade dessa mutacdo, em carcinomas de tiredide, para o PTC e
alguns carcinomas pouco diferenciados e ATC (possivelmente derivados de PTC), e auséncia
dessa mutacdo no FTC, nas neoplasias benignas da tire6ide e no MTC (Xing, 2005).

No PTC, a mutacao T1799A no BRAF esté associada a maior ocorréncia de metastases
distantes, aparéncia papilifera caracteristica, estdgios mais avangados da doenga e idade mais
avancada dos pacientes. Por outro lado, ndo sdo comuns em PTC nao-esporadico, relacionado
a exposi¢do a radiagdo. A freqliéncia dessas mutagdes em ATC coexistindo com PTC ¢

significativamente maior (60-78%) que em ATC sem o componente papilifero (0-4%), o que
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sugere uma maior tendéncia a desdiferenciacao para casos de PTC com essa mutacdo (Kondo
et al., 2006; Xing, 2005).

Em microcarcinomas papiliferos tem sido relatada a ocorréncia da mutagdao T1799A,
indicando sua ocorréncia nos estdgios iniciais do desenvolvimento do tumor. Parece
apresentar uma prevaléncia variavel na dependéncia do subtipo histologico, ocorrendo com
maior freqiiéncia na agressiva variante de células altas e com menor freqiiéncia na variante
folicular. (Adeniran et al., 2006; Kondo et al., 2006).

Outras mutag¢des mais raras em BRAF também tém sido relatadas nos carcinomas da
tiredide, como a transi¢do A1802G, que resulta na substituicdo de uma lisina por acido

glutimico no cddon 601 da proteina (BRAF<*'F

) e foi observada em poucos casos do
carcinoma folicular (FTC), raramente em adenomas foliculares em 7% dos casos da variante
folicular do PTC (Xing, 2005; Wojciechowska & Lewinski, 2006). A fusao dos genes BRAF e
AKAP9 por inversdo paracéntrica do brago longo do cromossomo 7, gerando o oncogene
quimérico AKAP9/BRAF, parece estar associado ao PTC induzido por radiagdo ionizante. Este
rearranjo resulta na perda de dois dominios regulatérios da proteina BRAF, que exercem
efeitos auto-inibitérios da atividade quinase (CR1 e CR2). O dominio CR1 abriga o sitio de
ligacdo a RAS-GTP e sua perda resulta em um ganho de fungdo de BRAF independente da
ativagdo por RAS (Fusco et al., 2005; Wojciechowska & Lewinski, 2006). Uma nova
mutag¢do no gene BRAF, a delecdo de 3 nucleotideos TGA1799-1801, leva a conversao dos
codons 600 (GTG — valina ) e 601 (AAA - lisina) a um unico cédon (GAA - dacido
glutdmico), resultando na substituicio da valina e lisina por acido glutdmico (BRAF'<***'F),
Foi relatada na variante solida do PTC, presente apenas nas metastases para linfonodos, e nao

no tumor primario, o que seria indicativo de um papel facilitador dessa mutag¢ao na progressao

do PTC em linfonodos (Maciel et al., 2005; Wojciechowska & Lewinski, 2006).
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4.2 - GENES SUPRESSORES DE TUMOR E OS TUMORES DA

TIREOIDE

Os genes supressores de tumor controlam negativamente a proliferagio e a
sobrevivéncia das células através das proteinas que codificam e, por isso, mutagdes deletérias
da funcdo desses genes contribuem para o desenvolvimento do cancer. Existem
aproximadamente trinta genes supressores de tumor identificados, relacionados a proteinas
que atuam nos checkpoints celulares inibindo a progressdo do ciclo celular caso o DNA esteja
danificado, assim como a proteinas que promovem apoptose € a enzimas envolvidas no reparo
do DNA.

Diferentemente dos proto-oncogenes, nos quais as mutagdes ativadoras sao
dominantes, as mutagdes inativadoras para a maioria dos genes supressores de tumor sao
recessivas, ou seja, somente afetam a funcao desses genes quando atingem os dois alelos. A
inativacdo dos genes supressores de tumor ¢ freqiientemente causada por mutagdes pontuais
em um alelo acompanhadas por delecao do outro alelo. Essa segunda lesao pode envolver um
grande numero de nucleotideos, produzindo o fenomeno chamado de perda de heterozigose
(LOH). Alteragdes na expressao gé€nica por mecanismos epigenéticos como a metilagdo da
regido promotora dos genes supressores de tumor, em uma ou ambas as copias, podem ser tao
prejudiciais quanto alteracdes na seqiiéncia codificante do DNA. Um outro mecanismo
envolvendo esses genes e que contribui para a progressao tumoral ¢ a haploinsuficiéncia, onde
a perda de funcdo de apenas um alelo ¢ responsavel pela tumorigénese, mesmo quando o
outro alelo selvagem ¢ mantido. Provavelmente os niveis hapléides do produto codificado ndo
sdo suficientes para inibir os estimulos da proliferacdo celular, ou a mutagao em um alelo atua
por um efeito dominante negativo, como nos proto-oncogenes (Silva, 2004).

Na carcinogénese tireoideana a perda de heterozigose ocorre mais freqiientemente em

tumores foliculares do que nos papiliferos, sendo uma distingdo molecular importante entre
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esses dois tipos histoldégicos mais freqlientes de carcinomas da tiredide. Em tumores
foliculares a perda de heterozigose ocorre principalmente no cromossomo 11, banda q13, e no

brago curto dos cromossomos 3 ¢ 17 (Moretti et al., 2000).

Entre os fatores que regulam a transi¢do da fase G1 para a fase S do ciclo celular
incluem-se os fatores de progressdo, como as ciclinas D1 e El e as quinases dependentes de
ciclinas (CDKs); e os fatores de competicdo ou inibidores de CDKs, que atuam como
supressores de tumor e incluem a proteina do retinoblastoma (RB) e as proteinas p16, p21,
p27 e p53. Mudancgas no padrdo de expressdo dessas proteinas regulatérias podem alterar o
controle do ciclo celular, contribuindo para a transformagdo maligna e progressdo tumoral. A
diminui¢do da expressdo dos inibidores de CDKs tem sido relatada em diversas neoplasias,
incluindo as da tiredide e esse fendmeno provavelmente esta associado as diferentes taxas de
proliferacdo celular observadas entre os carcinomas da tiredide bem-diferenciados, pouco
diferenciados e indiferenciados. Em relagdo a proteina p21 sabe-se que 13% dos casos de PTC
apresentam dele¢des no gene que a codifica, e que ocorre perda progressiva dessa proteina no
PTC a medida que o estagio do tumor avanga. Mutagdes pontuais no gene da p16 sdo raras em
tumores da tiredide, porém a perda de heterozigose na regido desse gen 9p21 ¢ freqiiente no
FTC (27%) e em carcinomas indiferenciados (50%). A metilagdo de ilhotas CpG na porcao
5’desse gene estd presente em 30% das neoplasias da tiredide. O padrio de expressdo da
proteina do retinoblastoma em tumores benignos ¢ malignos ainda € controverso, ja tendo
sido relatada uma freqiiéncia de mutagdes em torno de 55% dos tumores analisados, mas esses
achados necessitam ainda ser confirmados. Pode-se ainda citar uma diminui¢ao da expressao
do inibidor de CDK p27 no PTC, sobretudo em formas metastaticas ou mais agressivas. A
proteina p53 também apresenta mutagdes em carcinomas da tiredide pouco diferenciados e

em carcinomas anaplasicos (Moretti et al., 2000; Kondo et al., 2006).
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4.2.1 - O GENE TP53 E SEU PRODUTO

O TP53 ¢ um gene supressor de tumor localizado no braco curto do cromossomo 17
(17p13) em humanos. Contém 11 exons, sendo o primeiro exon nao codificante, e codifica
uma fosfoproteina nuclear tetramérica de 53 KDa que atua como um fator de transcrigdo. Esse
gene pertence a uma familia de genes altamente conservados que contém ao menos dois
outros membros, TP63 e TP73 (Guimardes & Hainaut, 2002). As alteragdes genéticas mais
freqiientes em canceres humanos sdo as mutagdes encontradas no TP53, que sdo detectadas
em mais de 50% de todos os tipos de cancer, e tornam a proteina p53 funcionalmente inativa.
Nos tumores nos quais nao se encontra mutacao no gene TP53, acredita-se que a proteina p53
ndo esteja normalmente funcionante, por disturbios em sua regulagdo ou por interagdes

proteina-proteina (Latonen & Laiho, 2005).

A proteina p53 possui 393 aminoacidos e organiza-se como a maioria dos fatores de
transcrigdo, em regides estruturais e funcionais interdependentes funcionalmente, apesar de
apresentarem propriedades especificas. Esses dominios correspondentes a dominios
conservados do gene TP53 incluem dois dominios de ativacao transcricional (residuos 20-40
e 40-60) e um dominio regulatorio rico em prolina (residuos 60-90) na por¢ao N-terminal; um
dominio central de ligagdo ao DNA seqiiéncia-especifica (residuos 100-300); e um dominio
de oligomerizagao (residuos 320-360) ¢ um dominio multifuncional regulatorio (residuos 364-

393) C-terminais (FIGURA 9) (McKinney & Prives, 2005).

N - [FAD] 7207 | Ricoem Prolina] RGO RO ASCOUCIESPRRIEa | O!i o rizagéo | {Regulagéo | -C

20-40 40-60 60-90 100-300 320-360 364-393

<4—— N-Terminal —» <4—— DominioCentrd —» <—— C-Terminal —»

FIGURA 9 - Esquema da organizagdo da proteina p53, com suas regides estruturais e funcionais e a numeragao
aproximada dos codons correspondentes a cada regido. TAD — dominios de ativagdo transcricional (Fonte:
Baseado em McKinney & Prives, 2005).
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Ambos os dominios de ativacao transcricional sdo requeridos para que a proteina p53
exerca sua atividade de transativagdo perfeitamente. Possuem sitios de interacdo para a
proteina de ligagdo ao TATA box e para o fator de transcricao basal TFIID, além de também
interagirem com a proteina MDM2, reguladora negativa do gene TP53. O dominio rico em
prolina contém sitios envolvidos em interagdes proteina-proteina nas vias de transdugdo de
sinal, sendo uma regido importante na ativacdo da apoptose dependente de p53. O dominio
central da proteina contém a regido de ligagdo ao DNA, que ocorre de um modo seqiiéncia-
especifico. Encontra-se nessa regido a maioria das mutagdes do gene TP53 em tumores,o que
evidencia a importancia da mesma para a fungdo supressora de tumor da p53. Esse dominio
também contém sitios de ligacdo ao ion zinco, requerido para a manuten¢do da estrutura
conformacional da p53 e sua ligagdo ao DNA. O dominio de oligomerizagao ¢ o responsavel
pela apresentagdo da p53 na forma de tetrameros, que ocorre com a formacao de dimeros de
dimeros. O dominio regulador na por¢do C- terminal ¢ altamente basico e capaz de interagir
com o DNA de uma maneira ndo seqiiéncia-especifica, reconhecendo principalmente danos
na molécula de DNA. Contém muitos sitios de ubiquitinagdo e de modificagio como
fosforilacdo e acetilagdo induzidas por stress. Sua auséncia promove um aumento na ligagao
especifica da p53 ao DNA, o que evidencia seu papel regulador negativo. Propde-se que essa
regido seja responsavel pela manutencdo do estado “latente”da p53 (McKinney & Prives,

2005).

A proteina p53 desempenha um papel central na resposta celular adaptativa e protetiva
ao estresse. Sob condigdes normais é expressa constitutivamente em todos os tecidos, estando
na forma latente, mas alguns tipos de estimulos podem levar rapidamente a sua ativacao e
acimulo na célula pela indu¢do de modificagdes pos-traducionais, como fosforilagdo e
acetilacdo. Esses sinais incluem formas de estresse genotoxico (dano no DNA causado por

agentes quimicos ou fisicos, como radiagdo UV, raios X e vy, carcindgenos quimicos e drogas
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citotoxicas) e de estresse nao-genotoxico (ativacao constitutiva de cascatas de sinalizagdao do
crescimento celular ou estresse oncogénico, deplecdo de ribonucleotideos e hipoxia). Esses
estimulos podem levar a ativagdo de cascatas envolvendo proteinas-quinases com dominios
fosfatidil-inositol 3-quinase, como ATM, ATR, DNA-PK e quinases regulatérias do ciclo
celular, como Chk2. Essas quinases fosforilam a p53 em varios locais, ativando-a. Uma vez
ativada, a p53 vai exercer varios efeitos anti-proliferativos determinados de acordo com a
intensidade do dano, incluindo principalmente os efeitos no ciclo celular, no reparo do DNA e
na indu¢do de apoptose em caso de dano irreparavel ao DNA (FIGURA 10) (Guimaraes &

Hainaut, 2002; Latonen & Laiho, 2005).

HIPOXIA DANO AO DNA
ARF

DEPLECAO DE # ; ESTRESSE
RIBONUCLEOTIDEOS ONCOGENICO
% \/ HDM2, Pirh2
p53 : Copl
/ e \

PARADA DO CICLO

ATM, ATR,CHK2

CELULAR REPARO DO DNA APOPTOSE
PUMA
P2lwafl GADDA45 NOXA
14-3-35 P48 BAX
GADDA5 p53R2 APAF-1

FIGURA 10 - Esquema mostrando classes de sinais de estresse celular que induzem a ativagdo da p53 por
fosforilagdo e os efeitos supressores de tumor desencadeados, além da regulagcdo da p53 por HDM2 e outras
proteinas inibitérias da p53. ATM, ATR e CHK2 — proteinas-quinases que fosforilam a p53; HDM2, Pirh2 ¢ Cop
1 — proteinas inibitorias da p53; ARF — proteina inibidora da ligacdo da p53 com HDM?2; P — fosforilagdo;

p2 1 WAFVCIPL “14.3.3 sigma, GADDA45, P48, p53R2, Bax, PUMA, NOXA, APAF-1 — proteinas envolvidas nos
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efeitos desencadeados pela p53, como parada do ciclo celular, reparo do DNA e apoptose; setas verdes —

ativacdo; setas laranjas — inibi¢do. (Fonte: Baseado em Guimardes & Hainaut, 2002; Latonen & Laiho, 2005).

O mecanismo pelo qual a p53 regula esses processos ¢ principalmente por ativagao ou
repressao transcricional de varios genes codificantes de proteinas que participam dos mesmos,
mas pode atuar também por intera¢des diretas tipo “proteina-proteina”. Uma enorme lista de
efetores que podem ser ativados ou reprimidos estdo envolvidos nas vias de sinalizagdo
envolvidas, podendo variar de uma célula para outra, dependendo da natureza e intensidade
do sinal indutor, do tecido e do grau de diferenciagao celular (FIGURA 10) (Guimaraes &
Hainaut, 2002; Latonen & Laiho, 2005).

A p53 promove a parada do ciclo celular principalmente em G1, sendo seu alvo

1 WAF1/CIP1

transcricional mais importante para esse efeito a proteina p2 , um potente inibidor de

£ . s 1 WAF1/CIP1
varias quinases dependentes de ciclinas. Na fase S a p21 ¢

também pode atuar
provocando o bloqueio da fase de alongamento da replicagdo do DNA. Ao promover a parada
do ciclo celular, a p53 favorece o reparo do DNA. Na fase G2 a p53 também pode atuar, mas
principalmente através da inducgdo dos genes de 14-3-3 sigma e GADDA45.

No reparo do DNA a p53 regula a transcricdo de genes-alvo dos varios sistemas e
também interage diretamente com componentes da maquinaria de reparo, contribuindo na
manuten¢do da estabilidade genética. Possui atividade exonuclease 3’-5’ intrinsica no
dominio de ligacdo ao DNA, ligando-se ao DNA lesado e DNA simples fita. Recentemente
foi relatado o envolvimento da p53 promovendo relaxamento da cromatina e facilitando o
acesso dos fatores de reparo as lesdes do DNA causadas por radiagdo UV. Caso o DNA nao
possa ser reparado convenientemente, induz a transcri¢do de genes codificantes de proteinas
envolvidas no processo de apoptose, levando a morte programada da célula.

A habilidade da p53 de induzir apoptose pode ser sua mais importante funcdo
supressora de tumor. Promove apoptose induzindo a transcricdo de vdarios genes que
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contribuem tanto para vias apoptéticas do receptor de morte (Fas/APO1, KILLER/DR5) ou
mitocondriais (Bax, PUMA) e de genes que suprimem sinais de sobrevivéncia (IGF-BP3).
Adicionalmente reprime a expressio de genes anti-apoptoticos ou que promovem a
sobrevivéncia (IGF-receptor 1, Bcl-2, survivin). Os genes ativados na apoptose sdo
determinados pelo tipo celular envolvido e também pelo tipo de estimulo desencadeador do
dano ao DNA. A p53 pode ainda promover apoptose de forma ndo-dependente da transcrigao,
através de proteinas relacionadas a permeabilidade da membrana mitocondrial. A habilidade
em participar de vdrias rotas apoptoticas tem sido considerado importante para a fungdo
supressora de tumor da p53 (Latonen & Laiho, 2005).

A proteina Murine/Human double minute 2 (MDM2/HDM?2) ¢ o principal regulador
da p53. Ligando-se & mesma ¢ atuando como uma ubiquitina E3-ligase, promove sua auto-
poliubiquitinacdo e também a da p53, havendo posterior degradagdo proteossdmica de ambas.
Adicionalmente a MDM2 também se liga ao dominio de transativagdo da p53 bloqueando sua
funcdo como fator de transcri¢do. Essa regulacdo do nivel e da atividade da p53 ¢ finamente
controlada, uma vez que a transcri¢ao da proteina MDM?2 ¢ induzida pela p53, havendo entao
um mecanismo de feedback negativo entre ambas (FIGURA 10).

Por esse mecanismo, em células que ndo estdo sob condigdes de estresse, a p53 ¢
mantida em baixos niveis, tendo uma meia-vida considerada muito curta, em torno de 5-20
minutos, permitindo que a proliferacao celular ocorra. Sob situagdes de estresse, entretanto, os
sitios de ligacdo de p53 com MDM2 sdo fosforilados, havendo a dissociacdo desse complexo
e a p53 acumula-se na célula, exercendo seus efeitos supressores de tumor, como parada do
ciclo celular, reparo do DNA e apoptose. Outras proteinas podem estar envolvidas alterando a
interagdo p53 - MDM2, como a proteina ARF, que sob estimulos oncogénicos se liga a
MDM2, impedindo que haja ubiquitinagdo e degradagdo da p53 via MDM2.

Recentemente duas outras E3 - ligases para p53 foram identificadas: Pirh2 e Copl,
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ambas promovendo ubiquitinagdo e degradagdo da p53 independentemente de MDM?2. Assim
como a MDM2, Pirh2 também e um gene-alvo da p53, sendo possivelmente a formagdo de
uma alga regulatdria entre ambas (Morgunkova, 2005; Latonen & Laiho, 2005).

As mutag¢des mais freqlientemente encontradas no gene TP53 sdo mutacdes pontuais
do tipo missense (75%), ou seja, que levam a troca de um aminoacido na proteina codificada.
A maior parte dessas mutagdes ocorre no dominio de ligagdo ao DNA (97%), levando a uma
perda da capacidade da p53 de se ligar ao DNA e exercer suas fungdes como fator de
transcrigdo. Embora o gene TP53 seja sem davida um gene supressor de tumor, que
classicamente apresentam mutacdes com efeito recessivo, observa-se o fendmeno da
haploinsuficiéncia predispondo a transformagdo neoplasica. Acredita-se que a p53 mutante
possa exercer um efeito dominante negativo ao interagir com a p53 produzida pelo alelo
selvagem ou que possa apresentar um ganho de fun¢do, como os oncogenes, estimulando, por
exemplo, a transcricao de genes como o MDR1, relacionado a resisténcia a multiplas drogas.
As mutacdes do gene TP53 podem ser germinativas, sendo estas responsaveis pela maioria
das sindromes de cancer familiares conhecidas como sindrome de Li-Fraumeni; ou somaticas.
A proteina alterada ¢ frequentemente expressa em altos niveis nos tumores, devido ao fato da
p53 ndo-funcionante ndo poder induzir a transcricio da MDM2, sua principal reguladora, ¢
consequentemente se acumula no nucleo da célula. Portanto uma alta expressdo da p53 ¢
considerada uma evidéncia indireta de que se encontra nao-funcionante (Guimardes &
Hainaut, 2002; Wahl et al., 2005).

Enquanto as mutagdes inativadoras da p53 sdo freqiientes nos canceres humanos, no
cancer de tiredide tém sido relatadas em apenas 10% dos casos, sobretudo nos tipos
histologicos mais agressivos (22-88% nos carcinomas indiferenciados e 0-9% nos
carcinomas bem-diferenciados). Por ndo serem freqiientes nos carcinomas bem-diferenciados

da tiredide, as mutagdes do TP53 t€m sido consideradas como eventos mais tardios na
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carcinogénese tireoideana, provavelmente favorecidas pela instabilidade gendmica crescente
durante a progressdo tumoral, ¢ parecem ser um ponto crucial de bloqueio da progressdo de
tumores indolentes para letais, como evidenciado pelas mutagcdes quase restritas a lesdes
agressivas (Kanaseki et al., 1999; Kondo et al., 2006; Malaguarnera et al., 2007).

Estudos em grandes séries de tumores da tiredide sugerem que embora a p53 ndo
esteja mutada, sua atividade pode estar inibida por outros mecanismos. De fato observa-se
uma expressao aumentada de p53 (50%) ndo s6 no ATC, onde as mutagdes sdo frequentes,
mas também em tumores bem diferenciados, mesmo sem mutacdo, observando-se nesses
casos pior prognoéstico (Almudevar et al., 2000; Horie et al., 2001; Malaguarnera et al.,
2007). Varios mecanismos independentes podem constituir hipéteses para explicar a
inativagdo da p53 selvagem nos carcinomas da tiredide , agindo sobre a proteina e/ou suas
vias de sinalizagdo, incluindo a retengo citoplasmatica da p53, superexpressao da MDM?2 e
interagdo com isoformas com fun¢do dominante negativa. dos membros da familia p53
(ANp73a and TAp63a). Esses mecanismos podem estar envolvidos tanto em estagios iniciais
da transformacdo da célula tireoideana quanto na progressdo tumoral e resisténcia a
quimioterapia (Malaguarnera et al., 2007).

Um polimorfismo no dominio rico em prolina do exon 4 do gene TP53, que produz
uma mudanca do aminodcido arginina para prolina no cédon 72 da proteina p53, tem sido
relatado como associado a uma susceptibilidade no desenvolvimento do tumor de tiredide,
uma vez que a variante polimorfica produzida tem uma menor habilidade que a proteina p53
selvagem em ativar a apoptose. Individuos com o genotipo pro/pro t€m um risco aumentado
mais de sete vezes de desenvolver o cancer de tiredide, comparado aos outros genotipos; o
que pode ser responsavel pelas variagdes geograficas na incidéncia do céancer de tiredide

(Granja et al., 2004).
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I1- OBJETIVOS

O modelo sugerido para a carcinogénese da tiredide, baseado em observacdes clinicas,
histoldgicas e moleculares, propde vias de sinalizacao especificas envolvidas na proliferacao
neoplasica maligna das células foliculares tireoideanas, incluindo os carcinomas bem-
diferenciados do tipo papilifero (PTC). Defeitos genéticos dos proto-oncogenes RET e BRAF,
que resultam na ativagdo constitutiva da via das MAP quinases, sao eventos freqiientes nos
estagios iniciais da carcinogénese do PTC, podendo estar associados a exposicao a fatores de
risco, como a radiacao. Alguns carcinomas indiferenciados (ATC) sdao considerados derivados
de carcinomas bem-diferenciados pré-existentes, através de eventos genéticos adicionais,
incluindo a inativagdo e acimulo da proteina supressora de tumor p53.

Portanto, a fim de averiguar a importancia da ativacdo oncogénica da via das MAP
quinases e da inativacao da proteina supressora de tumor p53 na patogénese molecular e
progressdo tumoral em carcinomas papiliferos da tire6ide e suas variantes, provenientes de

Hospitais do Estado do Rio de Janeiro e de Sdo Paulo,o presente trabalho tem por objetivos:

= determinar a freqiiéncia da mutacao T1799A do gene BRAF em fragmentos de
tumores da tiredide de carcinomas papiliferos e suas variantes, incluindo o PTC
classico, a variante folicular ¢ a variante esclerosante difusa; assim como em

carcinomas anaplésicos;

= determinar a freqiiéncia de muta¢des nos exons 5, 6, 7 ¢ 8 do gene TP53, em
fragmentos de tumores da tiredide considerados mais agressivos em termos

histologicos, ou seja, os mais indiferenciados, incluindo a variante esclerosante difusa

do PTC e 0 ATC;
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= analisar a expressao da proteina p53 em fragmentos de tumores da tiredide
considerados mais agressivos em termos histologicos, ou seja, os mais indiferenciados,

incluindo a variante esclerosante difusa do PTC e o ATC;

= correlacionar os resultados obtidos nas analises moleculares com dados clinico-

patolégicos dos casos estudados, além de comparar os resultados obtidos com os

dados descritos na literatura.
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111 - MATERIAL E METODOS

1-MATERIAL

1.1 - TUMORES DE TIREOIDE

Fragmentos de tumor de tiredide foram obtidos de pacientes portadores de cancer de
tiredide submetidos a tireoidectomia no Hospital Universitario Pedro Ernesto (HUPE) da
Universidade do Estado do Rio de Janeiro (UERJ), no Hospital Gaffrée e Giiinle (HUGG), da
Universidade Federal do Estado do Rio de Janeiro (UNIRIO), no Hospital das Clinicas da
Universidade Estadual de Campinas (UNICAMP) e no Hospital Universitario Clementino
Fraga Filho (HUCFF) da Universidade Federal do Rio de Janeiro (UFRJ). Os fragmentos de
tumor obtidos no HUPE, HUCFF e Hospital das Clinicas da UNICAMP foram imediatamente
congelados em Nitrogénio liquido apos cirurgia e posteriormente armazenados a -80°C (tecido
tireoideano “fresco”). Os fragmentos de tumor obtidos no Hospital Gaffrée e Giiinle foram
fixados em formol e incluidos em parafina (tecido tireoideano arquivado), fazendo parte do
acervo do Departamento de Patologia, tendo sido cedidos para este estudo pelo Dr. Carlos

Alberto Basilio de Oliveira.

Foram selecionados para este estudo 33 casos (20 do HUPE, 2 do Hospital das
Clinicas - UNICAMP, 1 do HUCFF e 10 do HUGG) cujos diagndsticos histologicos foram de
Carcinoma Papilifero da Tire6ide (PTC) e suas variantes (subtipos histologicos) ou de
Carcinoma Anaplasico da Tiredide (ATC). Dos 33 casos estudados, 32 corresponderam a
tumores primarios da tire6ide e apenas o caso 17Am correspondeu a um tumor metastatico de
tiredide em linfonodos pré-traqueais. Em 25 dos 33 casos os diagnosticos histologicos foram

confirmados pelo patologista Dr. Carlos Alberto Basilio.
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Para a obtengao dos dados clinico-patoldgicos dos pacientes foram realizadas analises
de seus prontudrios nos hospitais de origem, exceto os casos do Hospital Universitario
Gaffrée e Giiinle, cujas informagdes foram obtidas pelas analises dos laudos do Departamento
de Patologia.

Vale ressaltar que este trabalho foi submetido e aprovado pelo Comité de Etica do

HUPE , sendo realizado de acordo com as normas do mesmo.

2 - METODOS

A metodologia utilizada na detec¢do de mutagdes no gene TP53 e no gene BRAF nos
pacientes com cancer de tiredide englobou técnicas como: extracdo do DNA gendmico, PCR
(exons 5, 6, 7 ¢ 8 do TP53 e exon 15 do BRAF), Polimorfismo de Conformacdo de DNA de
Fita Simples (SSCP - Single Strand Conformation Polymorphism), purificacdo e

seqiienciamento do produto de PCR.

2.1 - EXTRACAO DE DNA A PARTIR DE TECIDO TIREOIDEANO
2.1.1 - EXTRACAO DE DNA A PARTIR DE TECIDO TIREOIDEANO
FRESCO

Fragmentos de aproximadamente 0,1 g de tumor de tiredide foram macerados em 1,2
mL de solucdo de digestdo (NaCl 100 mM, EDTA 25 mM pH 8,0, Tris-HCI 10 mM pH 8,0 e
SDS 0,5%) e foram acrescentados 10 pL de proteinase K a 10 mg/mL. As amostras foram
entdo incubadas por 12 a 16 horas a 57°C e centrifugadas a 20800 g por 10 minutos
(centrifuga EPPENDORF modelo 5417C). O sobrenadante foi transferido para novo tubo e a

este foram adicionados 300 pL de NaCl saturado. Apos centrifugagdo de 5 minutos a 15300 g,
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o sobrenadante foi transferido para novo tubo e foi adicionado 3 vezes o seu volume de
etanol absoluto. Entdo, o DNA precipitado foi lavado com etanol 70% (para a retirada do
excesso de sal), seco a temperatura ambiente e solubilizado em aproximadamente 500 puL de

tampao TE (Tris - HC1 10 mM, EDTA 1 mM - pH 8,0) (Sambrook et al., 1989).

2.1.2 - EXTRACAO DE DNA A PARTIR DE TECIDO TIREOIDEANO

ARQUIVADO

Foram utilizados cortes de 10 um de espessura do bloco de parafina contendo o tecido
tumoral para a extracdo do DNA gendmico. Os cortes obtidos foram desparafinizados ao
serem submetidos ao seguinte tratamento: xileno por 5 minutos, etanol 100% por 3 minutos,
etanol 95% por 3 minutos, etanol 70% por 3 minutos e agua destilada por 3 minutos.

Depois de desparafinizado, cada fragmento de tecido tumoral foi macerado em 50 pL
de tampao TE, e o volume foi completado com este tampao até 270 pL. Foram adicionados 30
puL de SDSK (SDS 10% e proteinase K 0,5%) e ap6s homogeneizagdo em agitador de tubos
os tecidos foram incubados por aproximadamente 72 horas a 57°C, com adigdo de 30 puL
de SDSK a cada 24 horas. Apos esta etapa, as amostras foram submetidas a temperatura de
100°C por 10 minutos (Termociclador MJ 100) e foi adicionado um volume igual de mistura
de uma parte de cloroférmio com uma parte de fenol tamponado com Tris - HCI 100 mM pH
8,0. Apods 15 segundos de agitagdo em agitador de tubos, as amostras foram centrifugadas por
5 minutos a 17900g. A fragdao aquosa foi transferida para um novo tubo e foi adicionado 1/10
de seu volume em acetato de sddio 3 M, 2,5 vezes seu volume de etanol e 2 pL. de solugdo de
glicogénio 20 mg/mL. Apds homogeneizacdo as amostras foram mantidas a - 20°C por 12 -
16 horas e centrifugadas por 15 minutos na velocidade de 17900 g a 7°C (centrifuga
EPPENDORF modelo 5417 R). O precipitado resultante foi lavado com 500uL de etanol 70%

e centrifugado por 5 minutos nas mesmas condi¢des anteriores. O sobrenadante foi descartado
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e o precipitado (contendo o DNA gendmico), depois de seco a temperatura ambiente, foi

solubilizado em 50 pL de tampao TE.

2.2 - QUANTIFICACAO E VERIFICACAO DA QUALIDADE DO

DNA EXTRAIDO

Ap6s a extracdo de DNA de tecido tireoideano fresco, uma aliquota foi diluida cerca
de 100 vezes e o DNA foi quantificado através da absorbancia medida em 260 nm (detec¢ao
de acidos nucléicos) e 280 nm (detec¢do de proteinas) em espectrofotdmetro (SHIMADSU
Modelo UV-160A). A razdo entre Ajgsy € Azgo deve ser igual ou maior a 1,75 - indicando a
pureza do material (Sambrook et al., 1989). Entdo, a concentracdo de DNA foi calculada

através da expressao matematica:

1 DOy - 50 ug/mL de DNA
SOIUQ&O DNA DOy - K

X x diluicao = concentracdo do DNA(ug/mL)

Foi realizada eletroforese em gel de agarose 0,8% com brometo de etideo 0,2 pg/mL
em tampao TAE 1x (Tris-Acetato 40 mM, EDTA 1 mM - pH 8,0), a fim de verificar a
qualidade do DNA gendmico extraido dos tumores frescos e arquivados (Sambrook et al.,
1989). As amostras foram misturadas com tampao de aplicagdo concentrado 6x (azul de
bromofenol 0,25 %, xileno cianol 0,25 %, glicerol 50 %) e a eletroforese foi realizada em

cuba horizontal (GIBCO BRL — HORIZON 58), a 3,5 V/cm por aproximadamente 30
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minutos. O DNA foi visualizado em transiluminador de luz ultravioleta (UVP modelo TM-20)

e as imagens dos géis foram registradas pelo sistema Kodak Digital Science 1D e arquivadas.

2.3 - REACAO EM CADEIA DA POLIMERASE(Polymerase Chain

Reaction - PCR)

A reacdo de PCR foi usada para amplificar regides especificas do DNA gendmico
utilizando-se pares de oligonucleotideos apropriados para a amplificacdo das regides de

interesse (exons 5 a 8 do gene TP53 e exon 15 do gene BRAF).

2.3.1 - AMPLIFICACAO DOS EXONS 5, 6, 7 E 8 DO GENE TP 53

A presen¢a de mutagdes nos exons 5, 6, 7 e 8 do gene TP53 foi estudada nos tumores
considerados mais agressivos em termos histoldgicos, ou seja, os mais indiferenciados (4
anaplasicos e 5 papiliferos da variante esclerosante difusa).

Para a amplificacido dos DNAs extraidos de tumores arquivados, foi utilizada a
estratégia de nested - PCR. Esta técnica compreende a amplificagdo do fragmento da regido
de interesse em duas etapas. Na primeira etapa utiliza-se um par de oligonucleotideos que
flanqueia a regido de interesse (PCR externa). O produto amplificado obtido ¢ reamplificado
na segunda etapa com um par de oligonucleotideos que se ligam mais internamente (PCR
interna). A utilizacdo deste recurso visa aumentar a especificidade e rendimento do produto
amplificado.

A mistura reacional para a PCR externa foi composta por: 2,5 uL de tampao de PCR
10 x (Tris-HC1 75 mM pH 9,0, KCI 50 mM e (NH4),SO4 20 mM - BIOTOOLS), 0,75 pL de
MgCl, 50 mM (BIOTOOLS), 0,5 U de Tth DNA polimerase (BIOTOOLS), 2 uL de mistura a
2 mM de dNTPs (dATP, dCTP, dGTP, dTTP - AMERSHAM), 7,5 pmols de cada

oligonucleotideo (IDT,Inc; TABELA 4), 1 uL da solugdo de DNA (tecido arquivado) e um
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volume suficiente de agua ultra-pura estéril para completar 25 puL. de volume final. A mistura
reacional para a PCR interna foi composta por 5 uL. de tampao de PCR 10 x, 1,5 pL de MgCl,
50 mM, 1 U de Tth DNA polimerase, 4 uL. de mistura a 2 mM de dNTPs, 15 pmols de cada
oligonucleotideo (IDT,Inc; TABELA 4), 2 uL do produto da PCR externa ¢ um volume
suficiente de agua ultra-pura estéril para completar 50 uL de volume final. As amplificagdes
para as PCRs externas e internas foram realizadas no termociclador PTC-100 (MJ Research,
INC), e as condi¢des de ciclagem foram: 5 minutos a 94°C (pré-desnaturagdo), 35 ciclos
(PCR externa) ou 25 ciclos (PCR interna) - cada um consistindo em trés etapas - desnaturagao
a 94°C por 30 segundos, anelamento a 60°C por 1 minuto e extensao a 72°C por 1 minuto; e
um ciclo adicional de extensdo de 10 minutos a 72°C.

Os DNAs extraidos dos tumores frescos foram amplificados em apenas uma etapa,
com as condig¢des de ciclagem e os oligonucleotideos da PCR externa. A mistura reacional foi
composta por 5 uL de tampao de PCR 10 x, 1,5 uL de MgCl, 50 mM , 1 U de Tth DNA
polimerase, 4 pL. de mistura a 2 mM de dNTPs, 15 pmols de cada oligonucleotideo,
aproximadamente 200 ng de DNA e um volume suficiente de agua ultra-pura estéril para

completar 50uL de volume final.

2.3.2- AMPLIFICACAO DO EXON 15 DO GENE BRAF
A analise da mutacdo T1799A do exon 15 do gene BRAF foi realizada em todos os
tumores estudados.
A mistura reacional foi composta por: 5 uL de tampao de PCR 10 x, 2 uL de MgCl,
50 mM, 0,5 U de Tth DNA polimerase, 4 uL. de mistura a 2 mM de de ANTPs(dATP, dCTP,
dGTP e dTTP), 20 pmols de cada oligonucleotideo (IDT,Inc; TABELA 5), aproximadamente

200 ng de DNA (tecido fresco) ou 1 a 3 pL de solucdo de DNA (tecido arquivado), € um
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volume suficiente de agua ultra-pura estéril para completar 50 uL de volume final. A reagao

de amplifica¢do foi realizada no termociclador PTC - 100 e as condigdes de ciclagem foram: 5

minutos a 94°C (pré-desnaturagdo), 35 ciclos - cada um consistindo em trés etapas -

desnaturagdo a 94°C por 30 segundos, anelamento a 60°C por 30 segundos e extensao a 72°C

por 1 minuto; e um ciclo adicional de extensdo de 10 minutos a 72°C.

TABELA 4 - Seqiiéncia dos oligonucleotideos utilizados nas reacdes de amplificacdo (PCR) para a identificag@o

de mutacdes nos exons 5 a 8 do gene TP53.

Exon(TP53) Fragmento(tamanho) Primer Sequiéncia
Externo (310 pb) 236 Senso 5" TGTTCACTTGTGCCCTGACT 3
: 270 Anti-Senso 5" AGCAATCAGTGAGGAATCAG 3’
312 Senso 5" TTCAACTCTGTCTCCTTCCT 3’
Interno (248 pb)
271 Anti-Senso 5 CAGCCCTGTCGTCTCTCCAG 3’
234 Senso 5" TGGTTGCCCAGGGTCCCCAG 3’
Externo (224 pb)
6 256 Anti-Senso 5” CGGAGGGCCACTGACAACCA 3’
239 Senso 5" GCCTCTGATTCCTCACTGAT 3’
Interno (181 pb)
240 Anti-Senso 5" TTAACCCCTCCTCCCAGAGA 3’
333 Senso 5" CTTGCCACAGGTCTCCCCAA 3’
Externo (237 pb)
; 313 Anti-Senso 5" AGGGGTCAGAGGCAAGCAGA 3’
237 Senso 5 AGGCGCACTGGCCTCATCTT 3’
Interno (177 pb)
238 Anti-Senso 5" TGTGCAGGGTGGCAAGTGGC 3’
314 Senso 5 TTGGGAGTAGATGGAGCCT 3’
Externo (313 phb)
8 320 Anti-Senso 5" AGAGGCAAGGAAAGGTGATA 3’
316 Senso 5 TTCCTTACTGCCTCTTGCTT 3’
Interno (231 pb)
319 Anti-Senso 5° AGGCATAACTGCACCCTTGG 3’
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TABELA 5 — Seqiiéncia dos oligonucleotideos utilizados nas rea¢des de amplificacdo (PCR) para a

identificagdo de mutag¢des no exon 15 do gene BRAF (Salvatore et al., 2004).

Fragmento(tamanho) Primer Seqiiéncia
224 05 BRAF DNA ex 15 Senso 5" TCATAATGCTTGCTCTGATAGGA 3’
p
BRAF DNA ex 15 Antisenso 5" GGCCAAAAATTTAATCAGTGGAA 3’

2.4 — VISUALIZACAO DOS PRODUTOS DE AMPLIFICACAO
OBTIDOS DO GENE TP53 E DO GENE BRAF POR ELETROFORESE

EM GEL DE AGAROSE

A eletroforese em gel de agarose 1,5 % com brometo de etideo 0,2 pg/mL em tampao
TAE 1x foi realizada para analisar os produtos de PCR obtidos, tanto dos exons 5 a 8 do gene
TP53 quanto do exon 15 do gene BRAF.

Foram analisados no gel 5 uL do produto de amplificacao obtido, com o auxilio de um
padrdao de peso molecular (Gene Ruler TM 50 bp DNA Ladder - Fermentas ). As amostras
foram misturadas com tampao de aplicagdo concentrado 6x e apos aplicacdo das mesmas no
gel de agarose, deu-se inicio a eletroforese em cuba horizontal (GIBCO BRL — HORIZON
58), a 3,5 V/cm por aproximadamente 20 minutos. O DNA foi visualizado em
transiluminador de luz ultravioleta (UVP modelo TM-20) e as imagens dos géis foram

registradas pelo sistema Kodak Digital Science 1D e arquivadas.
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2.5 - POLIMORFISMO DE CONFORMACAO DE DNA DE FITA
SIMPLES (Single Strand Conformation Polymorphism — SSCP) DOS

EXONS 5-8 DO GENE TP53 E DO EXON 15 DO GENE BRAF

Esse método permite detectar, por eletroforese em gel de poliacrilamida nao-
desnaturante, alteracoes no padrao de migracdo de DNA simples fita que podem
corresponder a mutagdes na molécula de DNA. A fita simples de DNA forma estruturas
secundarias ao migrar no gel e uma simples troca de base, uma delecdo ou insercao ¢
suficiente para que ocorra uma mudang¢a na mobilidade do fragmento de DNA em estudo
(Orita et al., 1989). Foi utilizado tanto para analisar os exons 5 a 8 do gene TP53 quanto o

exon 15 do gene BRAF.

Apos a amplificacio do DNA, um volume de 1 a 6 uL do produto de PCR foi
desnaturado com solu¢do desnaturante (formamida 95 %, EDTA 20 mM, azul de bromofenol
0,25 % e xileno cianol 0,25 %) na propor¢do de 1:2. Essa mistura foi sumetida a temperatura
de 94°C em termociclador PTC - 100 por 10 minutos e imediatamente colocada no gelo por
cerca de 5 minutos. Posteriormente aplicou-se a mesma em gel de poliacrilamida ndo -
desnaturante 8 % (Sambrook et al., 1989).

A eletroforese para os fragmentos de PCR correspondentes aos exons 5-8 do gene
TP53 foi realizada a temperatura de aproximadamente 20°C, em sala refrigerada, durante
aproximadamente 18 horas em voltagem constante de 3,7 V/cm, com tampao TBE 1 x em
cuba de eletroforese vertical (modelo V16-2 - LIFE TECHNOLOGIES). Para o fragmento de
PCR correspondente ao exon 15 do gene BRAF a eletroforese foi realizada a temperatura de
aproximadamente 10°C, mantida por refrigerador; e o tempo foi de aproximadamente 24

horas, sendo as outras condi¢oes mantidas.
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2.6 - COLORACAO POR PRATA

Apos a corrida eletroforética, o gel foi incubado em solugao fixadora (acido acético 10
%) por 20 minutos e, posteriormente, lavado duas vezes por dois minutos com agua destilada.
Adicionou-se 200 mL de solug@o de coloracdo de nitrato de prata (nitrato de prata 0,1 % e
formaldeido P.A. 0,15 % v/v) por 30 minutos. Apds uma nova lavagem de 10 segundos, com
agua destilada, o gel foi imerso em 200 mL de solucao reveladora (carbonato de sdédio anidro
3 %, tiossulfato de sodio 0,0002 % e formaldeido P.A. 0,15 % v/v) até ser possivel visualizar
o aparecimento de bandas. Apds a revelacdo, o gel foi incubado novamente na solugdo
fixadora para interromper o processo de revelacao e colocado para secar entre duas folhas de

papel celofane, sendo assim arquivado (Bassam et al., 1991).

2.7 - SEQUENCIAMENTO

O seqiienciamento foi realizado com as amostras que apresentaram um padrao
anormal de mobilidade eletroforética no gel de SSCP nas andlises realizadas para deteccao
de mutacdes dos exons 5 a 8 do gene TP53 e do exon 15 do gene BRAF. Os tumores
anaplasicos do HUPE foram seqiienciados para os exons 5 a 8 de TP53,
independentemente de terem apresentado padrao anormal de mobilidade eletroforética no

SSCP, com excecao do T1, porque nao havia mais material desse tumor.

2.7.1 - PURIFICACAO DO PRODUTO DE PCR

Os produtos de PCR a serem seqiienciados foram purificados utilizando o Kit Wizard
SV Gel and PCR Clean-up System (PROMEGA). Este sistema permite que o fragmento de

DNA seja purificado diretamente da reacdo de PCR ou apos eletroforese, através da excisdo

67



de um fragmento de gel de agarose contendo a banda de interesse (no caso da reagdao de PCR
ter originado produtos inespecificos).

No caso da purificagdo ter sido feita diretamente da reacdo de PCR, a primeira etapa
consistiu em adicionar a aproximadamente 100 uL de produto de PCR obtido um igual
volume de Membrane Binding Solution (contida no kit). No caso do produto de PCR ter sido
submetido a eletroforese em gel de agarose a 1 % contendo brometo de etideo 0,2 pg/mL, em
tampao TAE 1 x, cortou-se a banda de interesse com o auxilio de visualizacdo em
transiluminador de luz ultravioleta e apds pesagem da mesma, adicionou-se um volume
correspondente de Membrane Binding Solution, na propor¢do de 1 uL desta solug@o para 1
mg de gel e incubou-se a 65°C for 10 minutos ou até que a banda de gel tenha sido
completamente dissolvida. A partir de entdo as etapas seguintes foram iguais para ambos o0s
casos. Foi preparado entdo um tubo coletor com uma coluna e a mistura de Membrane
Binding Solution e produto de PCR foi incubada na mesma por 1 minuto a temperatura
ambiente. Centrifugou-se entdo a 20800 g por 1 minuto e descartou-se o liquido sobrenadante
contido no tubo coletor, retornando-se a coluna para o0 mesmo tubo coletor. A coluna foi entio
lavada com 700 uL de Membrane Wash Solution (contida no kit) através de centrifugacdo por
1 minuto e ap6és descartado o sobrenadante nova lavagem foi feita, agora com 500 pL da
Membrane Wash Solution e centrifugagdo por 5 minutos a 20800 g. Uma nova centrifugagao
entdo foi feita, por 1 minuto a 20800 g, com a tampa da centrifuga aberta, com o intuito de
evaporar algum etanol residual (contido na Membrane Wash  Solution). Apds essa
centrifugacdo a coluna foi cuidadosamante transferida para um microtubo de 1,5 mL e
adicionou-se 50 uL de nuclease-free water (contida no kit) diretamente no centro da coluna.
Incubou-se a temperatura ambiente por 1 minuto e centrifugou-se a 20800 g por 1 minuto. A
coluna foi entdo descartada e o produto de PCR purificado eluido da mesma foi quantificado

em gel de agarose a 1,5 %, contendo brometo de etideo 0,2 pg/mL, em tampdo TAE 1 x, com
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o auxilio de padrao de peso molecular (Gene Ruler TM 100 bp DNA Ladder - Fermentas ) e
posteriormente armazenado a -20° C para posterior seqlienciamento. A imagem destes géis

foram registradas pelo sistema Kodak Digital Science 1D e arquivadas.

2.7.2 - REACAO DE SEQUENCIAMENTO

As amostras foram seqiienciadas pela Plataforma de seqiienciamento de DNA
PDTIS/FIOCRUZ, no Sequenciador 48 - capilar ABI 3730 DNA Analyser (Applied
Biosystems) e as reagdes de seqiienciamento foram feitas baseadas nas informacdes
concedidas pela plataforma.

A quantidade de produto de PCR purificado a ser colocada na reagao variou de acordo
com o tamanho do fragmento: de 100 - 200 pb colocou-se de 1 - 3 ng de fita molde, e de 200 -
500 pb colocou-se de 3 - 10 ng de fita molde. Foram adicionados ainda 3,2 pmols de
oligonucleotideo (para cada amostra foram feitas duas reagdes - uma no sentido senso e outra
no sentido antisenso) € um volume suficiente de agua ultra-pura estéril para completar 7,5 uL
de volume final. Os tubos com esse contetido foram encaminhados aos técnicos responsaveis
pelo recebimento dos formularios de pedidos de seqiienciamento na plataforma, juntamente
com as fotos dos géis de agarose com os produtos de PCR purificados e estes finalizavam a
reacdo com ABI PRISM® BigDye™ Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction Kits

(Applied Biosystems), na Fiocruz.

2.8 - IMUNOHISTOQUIMICA DA PROTEINA p53

A andlise da expressdo da proteina p53 foi feita por imunohistoquimica nos tumores

considerados mais agressivos em termos histoldgicos, ou seja, os mais indiferenciados
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(anaplésicos, com exce¢ao do T1; papiliferos da variante esclerosante difusa). Esta etapa do
trabalho foi realizada no Hospital Universitario Gaffrée e Giiinle.

A coloragao foi feita da seguinte forma: cortes de 5 pm (em ldminas) dos blocos de
parafina contendo os tumores foram desparafinizados com xileno e depois etanol em
concentragdes decrescentes (etanol absoluto, etanol 95 % e etanol 70 %) e hidratados com
agua destilada. As laminas com os tecidos tumorais foram entdo tratadas com H,O, 3 %,
lavadas com agua destilada e incubadas com uma solugdo de recuperacdo antigénica - Target
Retrieval Solution 1x (DAKO), por 40 minutos, a 98°C. Apos atingirem a temperatura
ambiente, foram tratadas com com BSA 1 % (SIGMA) por 20 minutos e depois por 12 - 16
horas com o anticorpo monoclonal primario anti-p53 CLONE/KLON DO-7 na dilui¢do de
1:100 (DAKO) em camara imida a 4°C. Apoés atingirem a temperatura ambiente, as laminas
foram lavadas 3 vezes com tampao de lavagem - Wash Buffer 1x (Ortho Clinical Diagnosis,
Novocastra), coradas utilizando o Kit Ultrastreptavidin HRP AEC Detection Kit (Signet™
Laboratories) e contracorados com Hematoxilina de Harris. A coloragdo castanha na regido
nuclear foi considerada positiva para a expressdo da proteina p53 e as células contadas para se
obter uma porcentagem aproximada de células positivas. As laminas coradas foram analisadas
pelo Dr. Carlos Alberto Basilio de Oliveira e o resultado foi categorizado de acordo com a
quantidade relativa de nucleos corados observados, variando de negativo (-), fracamente

positivo (+), positivo (++) a fortemente positivo (+++).

70



IV - RESULTADQOS

1- CARACTERISTICAS DOS CASOS ESTUDADOS

Neste estudo, foram analisados 33 casos de cancer de tiredide de individuos
submetidos a tireoidectomia, sendo 20 casos provenientes do HUPE, 2 do Hospital das
Clinicas (Campinas), 1 do HUCFF e 10 do HUGG. Todos os diagndsticos histologicos foram
de Carcinoma Papilifero da Tiredide (PTC) e suas variantes ou de Carcinoma Anaplésico da
Tiredide (ATC). A distribuicdo dos pacientes por diagnostico histoldogico foi de 5 casos de
ATC (15,2%), 18 de PTC classico (54,5%), 3 da variante folicular do PTC (9,1%) e 7 da
variante esclerosante difusa do PTC (21,2%). Todas as variantes de PTC somadas respondem

por 84,8% dos casos estudados (FIGURA 11).

Distribuicédo dos pacientes estudados por
diagndstico histoldgico

21,20% 15,20%
O ATC
m PTC classico
9,10% OPTCVF
O PTCVED

54,50%

FIGURA 11 — Perfil de distribuigdo dos pacientes estudados por diagndstico histologico. ATC — carcinoma
anaplasico da tiredide; PTC —carcinoma papilifero da tiredide; PTCVF- variante folicular do carcinoma

papilifero da tiredide; PTCVED — variante esclerosante difusa do carcinoma papilifero da tiredide.
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Neste trabalho os tumores classificados como papiliferos classicos (PTCc)
apresentavam o padrao clédssico de arquitetura papilifera, com projecdes papilares formadas
de pediculos fibrovasculares recobertos por epitélio; além dos aspectos morfologicos
nucleares caracteristicos. Os casos classificados como variante folicular do carcinoma
papilifero (PTCVF) sdo compostos predominantemente ou exclusivamente de foliculos com
células que mantém os aspectos nucleares caracteristicos do PTC. A variante esclerosante
difusa do PTC (PTCVED) tem morfologia caracteristica, apresentando os diferentes
componentes estruturais do PTC, com fibrose extensa e muitos corpos psamomatosos (vide
capitulo da Introdugao).

A FIGURA 12 apresenta fotomicrografias de tumores analisados neste trabalho,

corados com hematoxilina — eosina, representando cada tipo histolégico estudado.
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A-PTCc B-PTCVF

C-PTCVF D-PTCVED

E-PTCVED F-ATC

FIGURA 12 — Fotomicrografias de tumores analisados neste trabalho, corados com hematoxilina-eosina,
representando cada tipo histologico. A — PTC Classico — tumor T91, aumento original 100x; B ¢ C — PTC
variante folicular — tumor T14, aumento original 40x e 100x, respectivamente; D ¢ E — PTC variante esclerosante
difusa — tumores 2A e T14, respectivamente, aumento original 20x; F — Carcinoma anapldsico — tumor T2,

aumento original 100x.
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A idade média observada entre os pacientes foi de 46,0+ 16,7(17-72), sendo a média
dos casos de ATC de 66,6+ 5,3(61-72) e entre o PTC em geral de 41,4+ 14,7(17-71). Ja entre
os casos de PTC classico foi de 42,9+ 13,2(19-70), PTC var fol de 43,7+ 8,1(38-53) e PTC
var ED de 35,6+ 21,9(17-71). Nao foi possivel obter a idade de 6 pacientes (6 casos de PTCc).

Quanto a distribuicdo em género, as mulheres representaram 84,8% dos casos
estudados, enquanto os homens representaram 15,2%; sendo observada uma razao entre o
numero de mulheres de homens de 5,6 (28 mulheres para 5 homens). Por tipo histologico
observa-se que as mulheres representaram 100% dos casos de ATC e de PTCVF, 85,7% dos
casos de PTCVED, 77,8% do PTC classico e 82,1% dos casos de PTC em geral (FIGURA

13).

Distribuicdo dos tipos histolégicos por género

100+
80

60+
40- O MULHERES
E HOMENS

%

20+
0

TOTAL aTc PTC PTCC pTCVF PTCVED
TIPO HISTOLOGICO

FIGURA 13 — Perfil de distribuicdo dos pacientes estudados por género, no total de casos e para cada tipo
histologico. ATC — carcinoma anaplasico da tiredide; PTC — todas as variantes do carcinoma papilifero da
tiredide; PTCc —carcinoma papilifero da tiredide classico; PTCVF- variante folicular do carcinoma papilifero da

tiredide; PTCVED — variante esclerosante difusa do carcinoma papilifero da tiredide.
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Em relagdo as caracteristicas fisiopatologicas dos casos estudados, os dados obtidos
pela consulta aos prontudrios médicos e laudos da patologia estdo apresentados na TABELA

6, que mostra um resumo dos dados referentes aos pacientes e aos tumores.

TABELA 6 — Resumo das caracteristicas fisiopatologicas dos casos estudados, com caracteristicas dos pacientes
e dos tumores. A — tumor arquivado, NT — ndo tem o dado, F — feminino, M — masculino, BMNA — bdcio

multinodular adenomatoso, MET — tumor metastatico.
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Tumor  Origem  Diagndstico Idade/ Metastase Caracteristicasdo  Doenca pregressa
Género tumor da tiredide
1 HUPE ATC 68 —-F NT NT NT
2 HUPE ATC 71-F NT NT NT
3 HUPE PTCc 19-M NT NT NT
5 HUPE PTCc 37-F NT invasdo da capsula, BMNA
aderido a traquéia
10 HUPE PTCc 47-M NT NT BMNA
12 HUPE PTCVF 38-F ausente NT BMNA;hipotireoidismo
14 HUPE PTCVF 53-F NT nao invasivo a capsula NT
15 HUPE ATC 72-F NT NT Doenca de Graves/
supressdo de TSH
19 HUPE PTCc 43-F NT ndo invasivo a capsula hipertireoidismo
20 HUPE ATC 61-F NT NT NT
23 HUPE PTCc 60-F NT invasdo de tecs NT
periféricos
24 HUPE ATC 61-F NT NT Doenca de Graves/
supressdo de TSH
25 HC PTCc 47-F NT NT NT
26 HC PTCc 36-F NT NT NT
37 HUCFF PTCc 40-F NT NT NT
40 HUPE PTCc 47-M linfonodos invasdo vascular NT
48 HUPE PTCVF 40-F linfonodos NT BMNA
55 HUPE PTCc 25-F linfonodos infiltracdo do tecido NT
adiposo
65 HUPE PTCc F ausente NT NT
77 HUPE PTCc 70-F NT NT BMNA;
hipotireoidismo
91 HUPE PTCc 45-F NT NT NT
92 HUPE PTCc 53-F linfonodos NT BMNA
97 HUPE PTCc 32-F NT invasao da capsula, NT
aderéncia a
musculatura
1A HUGG PTCVED 17-F linfonodos invasdo vascular Tireoidite de
e pulméo Hashimoto
2A HUGG PTCVED 71-F linfonodos invasdo da gordura Tireoidite de
e pulméo regional, musculos, Hashimoto
venosa e linfatica
3A HUGG PTCVED 22-F linfonodos extensa fibrose e NT
infiltrado linfocitario
5A HUGG PTCVED F NT invasdo vascular NT
6A HUGG PTCVED F NT infiltrado linfocitario, NT
esclerose e calcificacéo
TA HUGG PTCc M linfonodos  invasédo vascular e da NT
musculatura
11A HUGG PTCVED 42-M linfonodos invasdo linfatica e NT
e pulméo vascular, infiltrado
linfocitario
14A HUGG PTCVED 26-F linfonodos invasdo vascular e NT
e pulmao linfatica, infiltrado
linfocitario
17AMET HUGG PTCc F NT NT
20A HUGG PTCc F NT invasdo vascular, NT

tumor com areas
sélidas

76



2 - ANALISE DE MUTACOES DO GENE BRAF

A analise da mutacdo T1799A do exon 15 do gene BRAF foi realizada em todos os
tumores estudados, frescos e arquivados (os tumores arquivados estdo identificados pela letra
A) pela técnica de PCR-SSCP. Os tumores que apresentaram padrdes de mobilidade
eletroforética alterados no SSCP foram seqiienciados para a confirmagdo da presenca de
mutacoes no exon 15 do gene BRAF. A TABELA 7 apresenta os resultados dessa analise,
assim como os resultados obtidos anteriormente pela analise dos rearranjos RET/PTC.

Entre todos os tumores analisados 27,3% apresentaram a mutacdo T1799A no exon 15
do gene BRAF. Entre os tumores papiliferos essa mutagdo estd presente em 32,1% dos casos,
entre os papiliferos classicos em 38,9%, entre os papiliferos da variante folicular em 0% dos
casos e entre tumores da variante esclerosante difusa em 28,6% dos casos. Nenhum dos casos
de ATC apresentou a mutagao T1799A.

A figura FIGURA 14 ilustra a analise do exon 15 do gene BRAF por PCR-SSCP, em
gel de acrilamida 8%, e o eletroferograma obtido por seqiienciamento automatico mostrando
a presenca da mutacao T1799A em um dos alelos do tumor T5. A seta indica o fragmento de

DNA com migragao alterada correspondente a mutacao estudada.

TABELA 7 — Resultados da analise da mutagdo T1799A no gene BRAF ¢ da presenga dos rearranjos RET/PTC,
e RET/PTC; . ATC — carcinoma anaplasico da tiredide, PTCVF — variante folicular do carcinoma papilifero da

tiredide, PTCVED - variante esclerosante difusa do carcinoma papilifero da tire6ide. NR — ndo realizado.
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Caso Diagnostico Mutacédo BRAF Rerranjos RET/PTC
T1799A
T1 ATC NEG NR
T2 ATC NEG RET/PTC;
T15 ATC NEG RET/PTC;
T20 ATC NEG NEG
T24 ATC NEG NEG
T3 PTCc NEG NEG
T5 PTCc POS RET/PTC;
T10 PTCc NEG RET/PTC;
T19 PTCc NEG RET/PTC,
T23 PTCc POS NEG
T25 PTCc NEG NEG
T26 PTCc NEG NEG
T37 PTCc NEG NEG
T40 PTCc NEG RET/PTC, e RET/PTC;
T55 PTCc NEG RET/PTC, e RET/PTC;
T65 PTCc POS NEG
T77 PTCc POS NEG
T91 PTCc POS RET/PTC,
T92 PTCc POS NEG
T97 PTCc POS NEG
T7A PTCc NEG NR
T17Am PTCc NEG NR
T20A PTCc NEG NR
T12 PTCVF NEG RET/PTC;
T14 PTCVF NEG NEG
T48 PTCVF NEG NEG
T1A PTCVED NEG NR
T2A PTCVED NEG NR
T3A PTCVED NEG NR
T5A PTCVED NEG NR
T6A PTCVED NEG NR
T11A PTCVED POS NR
T14A PTCVED POS NR
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FIGURA 14 — A - Imagem representativa da analise do exon 15 do gene BRAF por PCR-SSCP em gel de

acrilamida 8%. As setas indicam padrdes de migracdo eletroforética alterados, correspondentes a presencga de
mutacgdo nos tumores T11A, 14A, T97 e T5. N — fragmento de DNA sem a mutagdo T1799A. B - Imagem de
eletroferograma mostrando a presenca da mutacdo T1799A em um dos alelos do tumor T5. A seta mostra a

posi¢do da mutagao.

3 -_ANALISE DOS REARRANJOS RET/PTC,; E RET/PTC; (ANEXO 1 -

Artigo em preparacao )

Nos tumores de tiredide provenientes das bidpsias frescas foi realizada a andlise da
presenca dos rearranjos RET/PTC; e RET/PTC3 do gene RET, assim como da expressdo do
dominio tirosina-quinase (TK-RET), através da técnica de RT-PCR, por Valéria Regina de
Moura Castro, em nosso laboratério ¢ a metodologia, assim como parte dos resultados obtidos
estdo descritos no artigo em preparagdo” RET proto-oncogene activation in Brazilian

thyroid carcinomas”. Foi possivel detectar a presenga do rearranjo RET/PTC; em 18,2% dos
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tumores analisados, RET/PTC; em 31,8%, e de ambos os rearranjos ocorrendo
simultaneamente em 9,1%. Somando-se a ocorréncia dos dois rearranjos verifica-se que estao
presentes em 41% dos tumores analisados.

Em dois tumores estudados foram observados simultaneamente rearranjos RET/PTC e
a mutacdo T1799A, como mostra a TABELA 7: o tumor T5, com o rearranjo RET/PTC3 ¢ o

tumor T91 com o rearranjo RET/PTC;.

4 - ANALISE DE MUTACOES DO GENE TP53 (ANEXO 2 — Artigo em

preparacao )

A presenca de mutagdes nos exons 5, 6, 7 e 8 do gene TP53 foi estudada nessa série de
casos nos tumores considerados mais agressivos em termos histologicos, ou seja, 0os mais
indiferenciados — anaplasicos e papiliferos da variante esclerosante difusa.

Os DNAs extraidos dos tumores frescos foram amplificados em apenas uma etapa,
enquanto os de tumores arquivados foram amplificados em 2 etapas - PCR externa e PCR
interna; e os tamanhos dos fragmentos obtidos confirmados em gel de agarose 1,5%. Os
fragmentos de PCR obtidos dos tumores anaplasicos foram purificados e seqiienciados
diretamente, enquanto os fragmentos de PCR obtidos dos tumores papiliferos da variante
esclerosante difusa foram submetidos a corrida eletroforética em gel de poliacrilamida nao
desnaturante (SSCP).

Os tumores anaplésicos estudados - T1, T2, T15, T20 e T24 foram obtidos de bidpsias
cirargicas “frescas” e ja haviam sido analisados anteriormente por PCR - SSCP quanto a
presenca de mutagdes no gene TP53, nos exons 5-8, por Tatiana Perecmanis, em nosso
laboratorio; tendo sido encontrada apenas uma alteragdo no SSCP do exon 7 do T15, a qual
ndo foi confirmada pelo seqiienciamento manual realizado pela mesma. Para a confirmagao

desse resultado, neste trabalho todos esses tumores anaplasicos, exceto o T1 (por ndo haver
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mais tecido disponivel para extragdo de DNA), foram seqiienciados por seqiienciamento
automatico, para os mesmos exons, ndo sendo encontrada muta¢do também por este método
de seqiiénciamento.

Dos tumores papiliferos da variante esclerosante difusa da série de casos estudados, 5
foram analisados quanto a presenca de mutacdes no gene TP53, nos exons 5-8, por PCR -
SSCP (T1A, T2A, T3A, TS5A e T6A); nao tendo sido encontrados padrdes eletroforéticos
alterados, o que indica ndo haver mutacdo nesses exons. Todos esses tumores eram

provenientes de biopsias cirurgicas arquivadas.

5- ANALISE DA EXPRESSAO DA PROTEINA p53

A analise da expressdo da proteina p53 por imunohistoquimica foi estudada nessa série
de casos nos tumores considerados mais agressivos em termos histologicos, ou seja, os mais
indiferenciados — anaplasicos e papiliferos da variante esclerosante difusa. Esta etapa do
trabalho foi realizada no Hospital Universitario Gaffrée e Giiinle.

Os tumores anaplésicos T2, T15, T20 e T24 (o tumor T1 ndo foi analisado por nio
haver mais tecido disponivel do mesmo) e os tumores papiliferos da variante esclerosante
difusa T1A, T2A, T3A, TSA, T6A, T11A e T14A foram analisados para expressdo de p53 por
imunohistoquimica. A colora¢do castanha na regido nuclear foi considerada positiva para a
expressao da proteina p53 e o resultado foi categorizado de acordo com a quantidade relativa
de nucleos corados observados, variando de negativo (-), fracamente positivo (+), positivo

(++) a fortemente positivo (+++). A TABELA 8 apresenta os resultados dessa analise.
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TABELA 8 — Resultados da analise da expressdo da proteina p53 por imunohistoquimica. THQ -

Imunohistoquimica, ATC — carcinoma anaplasico da tiredide, PTCVED — variante esclerosante difusa do

carcinoma papilifero da tiredide, (-) negativo, (+) fracamente positivo, (++) positivo, (+++) fortemente positivo.

Caso Diagndéstico  Expressao de p53 por IHQ
T2 ATC +++
T15 ATC +++
T20 ATC +++
T24 ATC +
T1A PTCVED +
T2A PTCVED ++
T3A PTCVED +
T5A PTCVED +
T6A PTCVED +

T11A PTCVED +++

T14A PTCVED -+

Dentre os carcinomas indiferenciados ou anaplasicos da tiredide (ATC) observa-se

uma alta expressdo da proteina p53 em 75% dos casos (3/4), enquanto nos carcinomas

papiliferos da variante esclerosante difusa apenas 28,6% (2/7) apresentam alta expressdo de

p53. A FIGURA 15 mostra uma fotomicrografia da expressao de p53 por imunohistoquimica

do tumor 14A.
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A

FIGURA 15 — Fotomicrografias de tumores analisados neste trabalho, corados por imunohistoquimica para a
proteina p53. A — Carcinoma anaplasico, aumento original 400x; B — PTC variante esclerosante difusa, aumento

original 200x. As setas indicam alguns nticleos fortemente corados, indicando alta expressdo da p53.
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V - DISCUSSAO

O cancer de tiredide ¢ a neoplasia enddcrina maligna mais freqiiente e com maior taxa
de mortalidade. Embora relativamente rara, essa doenga maligna tem crescido em incidéncia
no Brasil e em varias partes do mundo, e seu progndstico, de um forma geral, tem sido
melhor, provavelmente devido a um diagnostico mais precoce. O uUnico fator de risco bem
estabelecido para o cancer de tiredide ¢ a histéria de exposicdo prévia a radiagdo ionizante, e
diferencas de taxas de incidéncia encontradas em diversas partes do mundo podem ser devidas
a diferengas nos métodos de detecgdo e ao envolvimento de fatores ambientais (Coeli et al.,
2005; Kondo et al., 2006).

Os carcinomas das células foliculares da tiredide representam mais de 95% desse tipo
de cancer, e constituem um interessante modelo para o estudo de eventos moleculares
envolvidos na carcinogénese em multiplos passos, uma vez que desse tipo celular originam-se
tumores com caracteristicas histologicas, potencial maligno e grau de diferenciag¢do distintos
(Moretti et al., 2000; Kondo et al., 2006). Dentre os carcinomas bem-diferenciados da
tireodide, o carcinoma papilifero (PTC) ¢ o tipo mais comum (85-90%) e cujo diagnostico tem
aumentado, possivelmente devido a mudanga do critério diagnostico de reconhecimento das
caracteristicas morfoldgicas nucleares, em vez da arquitetura papilifera somente (Kondo et
al., 2006). Embora os carcinomas papiliferos como um todo sejam neoplasias com
comportamento bioldgico favoravel e tenham em comum suas caracteristicas morfoldgicas
tipicas, representam um grupo heterogéneo de tumores e varios estudos tém mostrado que
alteracdes genéticas especificas podem influenciar na variante histoldogica observada e no
comportamento tumoral (Adeniran et al., 2006). Os carcinomas anaplésicos da tiredide
podem ser originados da progressdo de tumores bem-diferenciados pré-existentes, como o
PTC, o que tem sido mostrado pela observagdo de sua coexisténcia com areas de tipica
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morfologia papilifera e apresentacdo de alteragdes genéticas semelhantes (Quiros et al.,
2005).

Viérios estudos tém mostrado a importancia de mutagdes que levam a ativacdo
constitutiva de proto-oncogenes componentes da via das MAP quinases (MAPK) nos estagios
iniciais da patogénese do PTC, incluindo os rearranjos do gene RET (RET/PTC), mutacdes
pontuais do gene RAS e mutagdes ou rearranjos do gene BRAF. Mutagdes inativadoras do
gene supressor de tumor TP53 estdo associadas com a progressdo de tumores bem-
diferenciados (PTC, FTC) para indiferenciados, o que ¢ evidenciado pela presenca restrita
dessas mutagdes em carcinomas de comportamento mais agressivo (Kondo et al., 2006).

Neste trabalho foram avaliadas as freqiiéncias de muta¢des do exon 15 do gene BRAF
em carcinomas papiliferos e suas variantes, ¢ em carcinomas anapldsicos. Também foi
verificada a presenga de mutagdes nos exons 5 a 8 do gene TP53 e a expressdo da proteina
p53 por imunohistoquimica nos carcinomas com prognéstico mais agressivo, os anaplasicos e
os papiliferos da variante esclerosante difusa. A presenca dos rearranjos RET/PTC; e
RET/PTC3 também foi analisada nesses tumores a fim de se obter uma avaliagdo molecular
mais completa dos casos estudados. E relevante observar que poucos estudos moleculares nos
genes BRAF e TP53 foram realizados até esse momento em carcinomas da variante
esclerosante difusa do PTC, devido a sua raridade, ¢ a importancia de alteragdes nesses genes
em sua etiologia molecular ¢ bem pouco conhecida.

A série de casos estudada ¢ constituida de pacientes de hospitais da cidade do Rio de
Janeiro -RJ e da cidade de Campinas — SP que apresentaram diagndstico histoldgico de PTC e
suas variantes ou de ATC.

A revisao dos diagnoésticos histologicos foi realizada em todos os casos em que havia

material disponivel para a confec¢do de laminas coradas com hematoxilina-eosina, a fim de
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minimizar possiveis erros decorrentes da variagao entre patologistas na classificacao dos tipos
histolégicos e suas variantes.

Apesar dos casos analisados terem sido selecionados pelo tipo histoldgico, sem a
utilizacdao de critérios epidemiologicos, ndo podendo, portanto, representar a prevaléncia de
casos na populagdo, a série estudada apresentou distribuicdo semelhante ao descrito na
literatura. Assim, foi observada uma predominancia do tipo histolégico papilifero (PTC), que
englobando todas as variantes, correspondeu a 84,8% dos casos estudados.

Em relagdo a distribuicdo dos casos por género, tem-se uma predominancia do sexo
feminino em todos os tipos histologicos estudados, sendo relativamante alta neste trabalho,
considerando o total dos casos (razdo mulher: homem de 5,6), sendo que o relatado na
literatura ¢ de 3-4 mulheres para cada homem (Sakoda & Horn-Ross, 2002) (FIGURA 13).

A média de idade observada foi de 46,0+ 16,7(17-72) para o total dos casos
estudados, sendo compativel com o descrito na literatura (20-50 anos) (Wojciechowska &
Lewinski, 2006). Em relagdo aos tipos histologicos isoladamente, também foi observada essa
correspondéncia. Nos casos de ATC a média encontrada foi 66,6+ 5,3 (61-72), e a faixa de
idade relatada é de 60 a 80 anos de idade (Kondo et al., 2006; Cheah, 2007) ¢ nos casos da
variante esclerosante difusa do PTC foi de 35,6+ 21,9 (17-71), tendo sido descrito que
acomete principalmente mulheres jovens (Sheu et al., 2007).

Dos 33 pacientes estudados foi possivel obter dados sobre doenca pregressa da tireodide
em apenas 11 casos, sendo observada a ocorréncia de bocio multinodular adenomatoso
(BMNA) em 6 casos, todos de PTC, e 2 deles eram acompanhados de hipotireoidismo.
Também foram observados 3 casos de hipertireoidismo, 1 PTC e 2 ATC, esses ultimos
também com Doenga de Graves. A Tireoidite de Hashimoto ocorreu em 2 casos da variante

esclerosante difusa do PTC, e em quase todos os casos dessa variante foi possivel observar a

presenga de infiltrado linfocitario (TABELA 6).
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Em relagdo aos casos de ATC, 2 dos 5 analisados (T15 e T24) apresentaram historia
anterior de Doenca de Graves, o que representa 40% de prevaléncia para esse tipo histologico.
A ocorréncia de cancer de tiredide em associagdo com Doenca de Graves tem sido relatada
em diversos estudos, mas ainda € motivo de controvérsia entre varios autores, assim como o
comportamento destes tumores. Alguns autores sugerem que os pacientes com Doenca de
Graves tém uma prevaléncia aumentada ndo s6 de noddulos benignos, mas também de
carcinomas da tiredide, principalmente PTC, sugerindo que a Doenga de Graves estimula a
manifestagdo clinica do carcinoma oculto. Além disso, descrevem maior agressividade do que
a habitual, como uma ocorréncia maior de metastases distantes ¢ de morte pela doenga nesses
pacientes (Pellegriti et al., 1998; Belfiore et al., 2001). Outros autores encontram, na maioria
dos casos, microcarcinomas diferenciados sem expressdo clinica (Peixoto et al., 2003). A
incidéncia do cancer de tiredide em pacientes com Doenga de Graves varia de 0,1% a 21,5%
conforme as séries estudadas, e a discrepancia observada nos diversos estudos pode ser
explicada por vérios fatores, como o critério de sele¢do dos pacientes, diferengas na extensao
da ressecc¢ao cirargica, historia de irradiacdo na regido de cabega e pescogo, principalmente na
infancia e nivel de ingestdo de iodo (Peixoto et al., 2003).

Os auto-anticorpos estimuladores do receptor de TSH (TRAb) parecem estar
envolvidos na carcinogénese tireoideana associada a Doenca de Graves de uma forma direta,
promovendo um estimulo hiperplasico da célula tireoideana e envolvendo a via de sinalizagdo
do TSH (FIGURA 5), ou de maneira indireta, por aumento da expressdo do receptor de
insulina e de fatores de crescimento endoteliais (VEGF), estimulando a angiogénese e o
crescimento celular (Belfiore et al., 2001).

Embora ndo haja concordancia absoluta quanto a uma maior incidéncia e
agressividade do cancer de tiredide em pacientes com Doenca de Graves, a maioria dos

estudos indica uma associagdo positiva, sugerindo que a concomitincia dessas condigdes
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representa um fator de mau prognostico para pacientes com carcinomas bem-diferenciados da
tiredide (Belfiore et al., 2001; Peixoto et al., 2003).

A Tireoidite de Hashimoto foi observada em 2 casos da variante esclerosante difusa do
PTC (1A e 2A), e a presenga de infiltrado linfocitario foi observada em quase todos os casos,
sendo considerado um achado comum no PTC, sobretudo nessa variante. O envolvimento de
fatores imunologicos no risco para o cancer de tiredide tem sido considerado, embora ainda
seja necessario estabelecer relagdes seguras de causa e efeito, determinando se atuam como
agentes causadores da neoplasia ou se sdo conseqiiéncia desta (Kondo et al., 2006).

Cabe ressaltar que devido a falta de informagdes da maioria dos casos, ndo foi possivel
neste trabalho fazer uma avaliacdo destes pacientes em relagdo a histéria de doenga da
tireoide e evolugdo para o cancer.

O estagiamento dos tumores nao foi avaliado, ja que os hospitais dos quais os casos
estudados foram obtidos nao realizam rotineiramente tireoidectomia total como procedimento
terapéutico. Sendo assim, ndo foi possivel avaliar precisamente a extensdo das lesdes,
acometimento da capsula tireoideana e de linfonodos para varios casos. Uma outra razao para
a dificuldade de analises das caracteristicas histo-patologicas foi a auséncia de dados nos
prontuarios desses pacientes, como pode ser observado na TABELA 6.

As alteracdes genéticas em tumores tireoideanos tém sido extensivamente estudadas e
descritas. O estudo dessas alteragdes tem contribuido para a elucidagdo dos mecanismos
patogenéticos, para a definicdo de prognosticos e identificacdo de individuos assintomaticos
ou com lesdes pré-clinicas com risco de desenvolver o cancer de tiredide, melhorando as
chances de um diagnéstico mais preciso e precoce. Além disso, as analises moleculares tém
cada vez mais sido reconhecidas como ferramentas auxiliares na classifica¢do correta dessas

lesdes, em relacdo aos subtipos histologicos e suas variantes.
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A maioria das alteragdes genéticas encontradas no cancer de tiredide envolve genes
que exercem sua atividade oncogénica principalmente através da ativagdo da via MAP
quinase (RET/PTC—-RAS—RAF—->MEK—ERK). A ativacdo dessa via ¢ um mecanismo
freqliente e importante na iniciagdo e progressdo dos canceres humanos através da
estimulacdo da divisdo e da proliferagdo celular e quando constitutivamente ativada a via
MAP quinase promove a tumorigénese. Nos carcinomas papiliferos da tireoide, alteracdes
genéticas somadticas, como mutacdes nos genes BRAF ou RAS e rearranjos génicos nos genes
RET, NTRK; e BRAF sdo detectaveis em aproximadamente 70% dos casos quando somadas
(Melillo et al., 2005; Kondo et al., 2006). A proteina BRAF ¢ uma serina/treonina quinase
efetora da via MAP quinase, ativada pela proteina RAS ligada ao GTP, que, por sua vez,
quando fosforilada (forma ativa) ativa a proteina MEK por fosforilagdo, dando
prosseguimento a transducao do sinal da via (FIGURA 5 — capitulo da Introdu¢do). Mutagdes
somaticas no gene BRAF foram relatadas primeiramente em melanomas malignos por Davies
e colaboradores ¢ também no cancer de ovario e colorretal (Davies et al., 2002). A
transversao T1799A no exon 15 do gene BRAF, que promove a troca do aminodcido valina

para 4cido glutdmico na proteina BRAF (BRAFY*"*

), ¢ a mais comum mutacio desse gene
no PTC, representando 90% das alteragdes encontradas. Tal mutagdo torna a proteina BRAF
constitutivamente ativada, promovendo um ganho de fun¢do independente de sinais
ativadores, levando a ativagdo constitutiva da via MAP quinase, o que pode resultar no
desenvolvimento de neoplasia maligna da tiredide.

As mutacdes do gene BRAF sdo encontradas em 29-69% dos casos de PTC, sendo a
alteracdo genética mais freqiiente nesse tipo histologico. Na agressiva variante de células altas
do PTC observa-se uma prevaléncia ainda maior dessas mutagdes (55-100%), enquanto na

variante folicular tem sido relatada uma prevaléncia relativamente baixa (7-14%) (Kondo et

al., 2006). Na série de casos estudada observou-se entre os carcinomas papiliferos classicos
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uma prevaléncia de 38,9% da mutagao T1799A, o que estd de acordo com o relatado na
literatura, enquanto na variante folicular ndo foi observada essa mutagdo (TABELA 7).

As mutagdes do gene BRAF ocorrem também nos carcinomas pouco diferenciados ou
indiferenciados derivados do PTC (Wojciechowska & Lewinski, 2006). Em carcinomas
anaplasicos coexistindo com regides de PTC observa-se uma prevaléncia dessas mutagdes
significativamente mais alta (60—78%) do que em carcinomas anaplasicos sem regides de
PTC (0-4%) (Kondo et al., 2006). Entre os casos estudados neste trabalho nio foi observada a
mutagdo T1799A em nenhum dos casos de ATC.

Por sua raridade, poucos estudos apresentam dados sobre a prevaléncia de mutagdes
do gene BRAF em casos da variante esclerosante difusa do PTC, sendo relatado um estudo de
2 casos sem a mutagdo T1799A (Xing, 2005) ¢ um estudo com 7 casos, também sem a
presenga dessa mutacdo (Sheu, 2007). Interessantemente dois casos da série estudada neste
trabalho apresentaram a mutagao, representando uma prevaléncia de 28,6% nessa variante.

Outras mutagdes do exon 15 do gene BRAF também ja foram descritas no cancer de
tiredide, como a mutagao BRAFKVIE ¢ 4 delecao BRAFVKIE o correndo, respectivamente,

na variante folicular e na variante solida do PTC. A mutagio BRAF"X000-1E

também ja foi
descrita em metastases de PTC (Trovisco et al., 2006). Essa especificidade em rela¢do a
ocorréncia nessas variantes histologicas pode indicar uma possivel correlacdo genotipo-
fendtipo (Kondo et al., 2006). Como descrito anteriormente, as amostras com padrio alterado
no SSCP para o fragmento correspondente ao exon 15 do gene BRAF foram seqiienciadas,
tendo sido, portanto, também avaliada a presenga dessas mutacdes nos casos estudados. No
entanto, nenhuma dessas mutagdes foi observada nos tumores submetidos ao seqiienciamento.

Alguns estudos que avaliaram uma possivel correlagdo entre a mutagdo BRAF V% e

a presenca de caracteristicas clinico-patoldgicas mais agressivas, tais como metastases

distantes e regionais, estidgios clinicos mais avangados do tumor, extensdo extratircoideana,
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recorréncia, idade mais avancada e género masculino, tém apresentado resultados que indicam
a existéncia dessa associa¢do (Adeniran et al., 2006; Salvatore et al., 2006; Trovisco et al.,
2006). Um dos estudos realizados foi uma meta-analise multifatorial que usou uma grande
séric de casos, mostrando significAncia estatistica entre a mutagio BRAF Yo% ¢
caracteristicas de maior agressividade, incluindo extensdo extratireoideana, metéastase
regional, estdgio tumoral mais avancado e recorréncia. Esse estudo também encontrou uma
associacgdo significativa entre essas mutagdes e um menor tamanho de tumor, indicando que a
mutagdo deve ocorrer nos estagios iniciais, mas esse dado parece ser controverso ao se
considerar as outras caracteristicas relacionadas ao comportamento mais agressivo (Xing ,
2005).

A associacdo entre a preseng¢a de mutagdes no BRAF e maior indice de mortalidade ndo foi
encontrada em nenhum estudo, por causa da raridade relativa e crescimento indolente dos
tumores da tiredide, o que torna dificil a realizagdao desse tipo de analise (Trovisko et al.,
2006).

Na série de casos estudada, ndo pode ser realizada uma analise estatistica em relagdo a
associagdo entre a presen¢a da mutacdo no BRAF e caracteristicas clinico-patologicas, devido
ao pequeno numero de casos ¢ a auséncia de dados de muitos dos pacientes.

E importante ressaltar que em varios estudos as séries de PTC sdo analisadas quanto a
presenga de mutacdes no gene BRAF sem levar em consideragdo sua composi¢ao em relagdo
aos subtipos do PTC. Esse fato pode explicar parcialmente a grande variagdo observada na
prevaléncia de mutagdes, uma vez que as mutacdes no BRAF apresentam certa especificidade
em relagdo ao tipo histoldgico. Além disso, existe o fato de que diferentes observadores
comumente classificam os subtipos histolégicos diferentemente, trazendo imprecisdes na
relacdo genotipo-fenotipo observada (Xing, 2005). Ainda, os diferentes métodos de analise de

mutag¢do utilizados podem trazer discrepancias nos resultados descritos.
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Em relacdo ao método de detec¢do empregado na analise da presenca da mutacao
T1799A neste trabalho (PCR-SSCP e posterior seqiienciamento das amostras com padrao
eletroforético alterado), outro trabalho mostrou que essa técnica apresentou a mesma taxa de
detec¢@o que a técnica de “real-time PCR”, considerada bastante sensivel (Wojciechowska &
Lewinski, 2006).

Os rearranjos RET/PTC também s3o alteragdes moleculares envolvidas no
desenvolvimento dos carcinomas papiliferos, sendo o tipo de alteragdo genética mais
freqliente nesses tumores, apds as mutagdes no gene BRAF. A prevaléncia desses rearranjos
no PTC varia de 3-85%, dependendo dos métodos de detec¢do utilizados e localizacao
geografica, ficando na maioria dos estudos entre 13-43% (Kondo et al., 2006). A analise da
freqliéncia dos dois rearranjos mais comuns em carcinomas papiliferos esporadicos,
RET/PTC; e RET/PTC;, foi realizada anteriormente nos tumores desse trabalho, por RT-PCR
(artigo em anexo — Anexo 1). Foi possivel detectar a presenga do rearranjo RET/PTC; em
18,2% dos tumores analisados, do RET/PTC3; em 31,8% e de ambos os rearranjos ocorrendo
simultaneamente em 9,1%. Somando-se a ocorréncia dos dois rearranjos verifica-se que estao
presentes em 41% dos tumores analisados (TABELA 7), dentro do relatado na literatura. A
ocorréncia de rearranjos RET/PTC em pacientes com carcinoma papilifero tem sido associada
com uma faixa etaria mais jovem, arquitetura papilifera cldssica e maior prevaléncia de
metastases em linfonodos regionais, embora a grande maioria dos pacientes apresentem
tumores de pequeno tamanho, sugerindo a presenca desses rearranjos logo nos estagios
iniciais da doenga (Adeniran et al., 2006). A correlagdo entre a presenca desses rearranjos € o
prognostico clinico ainda € obscura, por vezes sendo considerados associados a caracteristicas
de mau progndstico, como metastases distantes, por vezes sendo associado apenas com 0s

estagios iniciais do PTC, ndo parecendo estar envolvidos com a progressdo tumoral. Uma
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possivel explicagdo para essas discrepancias ¢ a diferenca do potencial oncogénico que tem
sido investigada entre os diversos tipos de rearranjo (Basolo et al., 2002).

Em dois casos desse estudo foi observada a expressdo de ambos os rearranjos,
RET/PTC; e RET/PTC3 (TABELA 7). Um desses casos, o paciente identificado com T40, é
homem, com 47 anos ao diagnéstico, tumor maior que 5,0 cm e apresentou PTC com
caracteristicas agressivas, com metastase para linfonodos e invasdo vascular. O outro caso é o
paciente identificado como T55, mulher com 25 anos ao diagndstico e PTC com metastase
para linfonodos ¢ infiltragdo do tecido adiposo (TABELA 6). Observa-se que ambos 0s casos
apresentam PTC de comportamento mais agressivo, com extensdo extratireoideana, metastase
em linfonodos e no caso do T40 um tumor com tamanho aumentado. A presenca de mais de
um tipo de rearranjo do gene RET em um unico tumor tem sido relacionada com a ocorréncia
de eventos mais tardios no processo de tumorigénese, ou ainda pode significar uma
multifocalidade na transformagdo da lesdo neoplasica benigna para maligna (Kondo et al.,
2006).

Diversos estudos tém mostrado uma auséncia de ocorréncia concomitante de
rearranjos no gene RET e mutag¢des no gene BRAF (Kondo et al., 2006; Xing, 2005; Salvatore
et al., 2004), exceto por um estudo realizado por Xu e colaboradores (Xu et al., 2003),
mostrando uma sobreposi¢do entre essas duas alteragdes em 8 de 21 tumores que
apresentaram mutagdes no gene BRAF. Esse estudo, no entanto, descreve a avaliagdo da
expressdo de rearranjos RET/PTC através de imunohistoquimica, usando anticorpos para a
por¢do C-terminal do gene RET, que ndo fazem distingdo entre a proteina RET selvagem e
rearranjos. Interessantemente, em dois casos desse trabalho foi possivel observar a presenga
simultdnea de rearranjos RET/PTC e da mutagio BRAF'**. Ambos os casos sdo de
mulheres apresentando PTC classico (TABELA 7). O caso T5 apresentou 37 anos ao

diagnoéstico e ha relato de invasdo e aderéncia a traquéia, mostrando ter comportamento
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agressivo. O caso T91 apresentou ao diagndstico 45 anos, mas nao foi possivel obter
quaisquer dados clinicos sobre essa paciente (TABELA 6). Provavelmente a via MAP
quinase esta intensamente ativada pela ocorréncia simultanea de dois eventos oncogénicos, o
que deve estar promovendo um potencial mais agressivo a esses dois tumores papiliferos
classicos, que usualmente possuem um comportamento indolente.

Diferentemente do que se observa para os canceres humanos de uma forma geral, as
mutagdes no gene TP53 ndo sdo freqiientes no cancer da tiredide, ocorrendo em apenas 10%
desses tumores (Malaguarnera et al., 2007). A presenca dessas mutagdes inativadoras tem
sido restrita a tumores com comportamento mais agressivo, ocorrendo entre 17 ¢ 38% dos
carcinomas pouco diferenciados e entre 67 ¢ 88% dos tumores anaplésicos, enquanto nos
tumores bem-diferenciados ocorre em apenas 0 a 9% dos casos. Acredita-se, com base nessas
evidéncias, que essas mutagdes sejam responsaveis principalmente pela progressdo de
tumores bem-diferenciados para fendtipos mais agressivos e pouco diferenciados. A
inativagdo da proteina p53 induz a instabilidade genémica, com um sistema de reparo do
DNA ineficiente, o que favorece grandemente a progressdo tumoral (Kondo et al., 2006;
Malaguarnera et al., 2007).

A maioria das mutacdes do gene TP53 ocorre nos exons 5-8, que correspondem ao
dominio de ligagdo da proteina ao DNA. Esses exons foram analisados no presente trabalho
quanto a ocorréncia de mutagdes nos carcinomas mais indiferenciados, ou seja, nos
carcinomas anaplésicos e nos casos da variante esclerosante difusa do carcinoma papilifero
(PTCVED), nao tendo sido encontrada mutagao alguma.

Esse resultado ¢ discordante da maioria dos estudos realizados, que t€ém demonstrado
uma baixa freqiiéncia de mutagdes em TP53 nos carcinomas bem-diferenciados e uma alta
freqiiéncia dessas mutagdes nos carcinomas anaplasicos (Fagin et al., 1993; Donghi et al.,

1993). Entretanto, ja foi descrita a presenga de mutacdes no TP53 em carcinomas da tiredide
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em varios estagios clinicos, ndo encontrando associagdo entre a presenca de mutagdes € o tipo
histologico ou estagio do tumor (Zou et al., 1993), assim como a auséncia de mutagdes em um
trabalho com 4 tumores anaplasicos (Ho et al., 1996). Essa diferenca de resultados pode ser
devida aos diferentes métodos de deteccdo empregados e sugere que a inativacdo da proteina
p53 no cancer da tiredide ainda é objeto de investigagdo mais acurada.

Estudos em grandes séries de tumores da tiredide sugerem que embora a p53 ndo
esteja mutada, sua atividade possa estar inibida por outros mecanismos. De fato observa-se
uma expressao aumentada de p53 ndo s6 no ATC e carcinomas pouco diferenciados, onde as
mutagdes sdo frequentes, mas também em tumores bem diferenciados, mesmo sem mutacao
(Malaguarnera et al., 2007). Neste trabalho também foi avaliada a expressao da proteina p53
por imunohistoquimica, nos tumores anaplasicos e na variante esclerosante difusa do PTC
(PTCVED), sendo encontrada uma alta expressdo da proteina p53 em 75% dos casos de ATC
e em 28,6% dos casos da PTCVED. Uma expressdo aumentada da p53 tem sido relatada em
mais de 50% dos casos de ATC (Almudevar et al., 2000), mas pode ocorrer também em
carcinomas bem-diferenciados da tiredide, como no PTC, onde ja foi descrita em 27% dos
casos (Horie et al., 2001). O resultado encontrado neste estudo da expressao da p53 para o
ATC estd de acordo com o relatado na literatura, e para a PTCVED se aproxima ao valor
relatado para o PTC.

Embora o acumulo da proteina p53 tenha sido tradicionalmente atribuido a
estabilizacdo da p53 mutada, tem sido mostrado que a p53 selvagem também pode se mostrar
estavel (Horie et al., 2001). Varios mecanismos independentes podem constituir hipdteses
para explicar a inativa¢do da p53 selvagem nos carcinomas da tiredide, incluindo a retengdo
citoplasmatica da p53 e a superexpressao da proteina reguladora MDM2, que ocorrem mesmo
em tumores bem-diferenciados da tiredide, havendo uma correlagdo direta entre seu nivel de

expressdo e um pior prognostico. Esses achados indicam que a p53 ndo esta envolvida apenas
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na progressao tumoral, podendo ter importancia nos estagios mais iniciais, uma vez que a
atividade da p53 selvagem pode ser inibida por varios mecanismos inativadores agindo sobre
a proteina e/ou sua via de sinalizacdo. Outros mecanismos envolvidos sdo baseados na
expressdo de proteinas com fun¢do dominante negativa da complexa rede de isoformas dos
membros da familia p53 (Malaguarnera et al., 2007).

Esses relatos indicam a complexidade do assunto e a necessidade de estudos para a elucidagao
do papel da p53 e evolucdo do cancer de tiredide.

No presente trabalho foram avaliados aspectos moleculares de 33 casos de carcinomas
da tiredide. Um enfoque maior foi dado a analise das principais alteragdes descritas, quais
sejam: a mutacdo T1799A no gene BRAF, rearranjos RET/PTC e muta¢des em TP53.
Enormes dificuldades foram encontradas na obtencdo dos dados clinicos dos pacientes, o que
ndo permitiu um estudo mais aprofundado do papel dessas alteracdes moleculares na
avaliacdo da doenca. No entanto, este estudo indica a importancia da analise molecular no

auxilio da identificacdo dos subtipos histologicos e evolugdo do cancer de tiredide.
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VI - CONCLUSOES

A freqiiéncia da mutagdo T1799A do exon 15 do gene BRAF nos carcinomas
papiliferos, incluindo suas variantes, foi de 32,1%, indicando a participa¢do do proto-

oncogene BRAF na etiologia do PTC.

Entre as variantes dos carcinomas papiliferos, a freqiiéncia da mutagao T1799A do
exon 15 do gene BRAF foi: 38,9% nos papiliferos classicos, 28,6% na variante

esclerosante difusa e 0% na variante folicular.

Nos carcinomas anapldsicos ndo foi encontrada a mutacao T1799A do exon 15 do

gene BRAF.

A presenga simultanea da mutacdo T1799A do exon 15 do gene BRAF e de rearranjos
RET/PTC foi observada em dois carcinomas analisados. Tal ativagdo oncogénica
ocorrendo em dois efetores da via MAP quinase parece conferir a esses tumores um

maior potencial maligno.

Nao foram encontradas mutacdes nos exons 5-8 do gene TP53 entre os carcinomas
anaplasicos e papiliferos da variante esclerosante difusa analisados, porém a proteina
p53 apresentou uma expressao aumentada em 75% dos carcinomas anaplasicos e em
28,6% dos carcinomas papiliferos da variante esclerosante difusa. Esse acumulo da
proteina p53 possivelmente ¢ devido a outros mecanismos de inativacao diferentes de

mutacao.
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Thyroid neoplasias comprise a broad spectrum of tumors with different biological
characteristics and, when originated from the follicular thyroid cell, they can be of three
different types: papillary, follicular and anaplastic. The papillary thyroid carcinoma is the
most frequent and its evolution may be associated to rearranged forms of the gene RET,
called RET/PTC, which have been considered hallmarkers of this type of cancer. They
result from the fusion of the RET tyrosine-kinase (TK) domain with the 5-terminal region
of heterologous genes, leading to the formation of chimeric proteins. RET/PTC1 and
RET/PTC3 are by far the two most common and it has been suggested by several authors
as papillary carcinoma markers. In the present work we aimed to detect the activation of
RET in Brazilian thyroid tumors using RT-PCR touchdown-nested strategy, and also, RET
activation by means of the TK-Domain expression, using RT-PCR with specific primers
directed to this gene region. Thirty thyroid tumors were analyzed: 14 papillary carcinomas,
3 follicular carcinomas and 13 benign thyroid tumors. The results showed that, although
the most part of the papillary carcinomas presented TK-Domain activity, this analysis is
not helpful for diagnosis of thyroid tumors since we detected this activity in benign ones.
In the other hand, RET/PTC 1 and 3 expression seems to be good markers of malignancy in

Brazilian thyroid tumors.
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Introduction

Thyroid neoplasias comprise a broad spectrum of tumours with different biological
characteristics. They range from the benign adenoma to the highly aggressive anaplastic
carcinoma. In Brazil, thyroid cancer incidence, adjusted by age, was estimated to be
0.7/100,000 to 3.0/100,000 males and 0.8/100,000 to 10.9/100,000 females (Coeli et al 2005).
These tumours are very interesting models of study in molecular pathology because the
follicular thyroid cell may originate the three different types of malign tumors: papillary,
follicular and anaplastic. Although the MAP kinase pathway seems to be the most important
in the pathogenesis of the disease (Fagin 2005), the three different types of thyroid cancer
apparently come up from different sets of genes which were altered during tumor evolution.
The most common type of thyroid cancer, papillary thyroid carcinoma, typically presents
rearranged forms of RET and point mutations in BRAF. Point mutations in RAS are frequently
observed in tumors of follicular type, and, a high prevalence of TP53 mutations has been
found in anaplastic thyroid carcinomas at the side of the other gene alterations as BRAF
mutations (Gimm 2001; Nikiforov 2004). First described by Fusco et al 1987, several studies,
including studies with transgenic mice (Santoro et al 1996) support that RET rearrangements
are important events for the genesis of papillary carcinoma (Viglietto et al 1995; Jhiang
2000). The RET gene encodes a transmembrane receptor presenting an extracellular, a
transmembrane and a tyrosine kinase domain. Altered forms of RET, called RET/PTCs, have
been considered hallmarkers of papillary thyroid cancer and result from the fusion of the RET
tyrosine-kinase (TK) domain with the 5-terminal region of heterologous genes, leading to the
formation of chimeric proteins. To date, at least 15 of such chimeric mRNAs involving 10
different genes have been reported. RET/PTC1 (resulting from the fusion of RET with the H4
gene) and RET/PTC3 (resulting from the fusion of RET with the RFG gene) are by far the 2
most common of the RET rearrangements (reviewed in Santoro et al, 2004) and their detection
could be very useful as markers of malignancy in thyroid nodules diagnosis (Cheung 2001).
Therefore, the detection of the RET activation in Brazilian patients is of great importance.
Hence, the present study aims to estimate the prevalence of RET/PTC1 and RET/PTC3 in a
group of papillary and follicular tumours from Brazilian patients, using the RT-PCR
touchdown-nested strategy. We also studied RET activation analysing the tyrosine kinase
domain expression. We intend with the obtained results, to evaluate the use of these molecular

analysis in diagnosis of thyroid nodules in Brazilian patients.
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Material and Methods

Patients and Tumour Samples

Thyroid tumour samples were obtained from patients admitted for thyroid surgery in three
institutions: HUPE-UERJ (Rio de Janeiro), HUCFF-UFRIJ (Rio de Janeiro) and UNI-CAMP
(Campinas-SP), from 1999 to 2000. Patients’ data were obtained from the Hospital registries.
The tumour samples were collected and immediately frozen in Liquid Nitrogen before storage
at -70°C. Thirty thyroid tumours were analyzed: 14 papillary carcinomas, 3 follicular
carcinomas and 13 benign nodules. Tumour type was designated by a pathologist and
reviewed by a second one. All the procedures and analysis were done in accord to the Ethic

Commitee of HUPE.

RET Activation by RET/PTC expression analysis

The RET activation in the thyroid tumors was assessed by the determination of RET/PTC1
and RET/PTC3 rearrangements and TK-domain expression. We used the RT-PCR nested
strategy associated to a “touchdown” technique to detect the rearranged RET/PTCI and
RET/PTC3 (Fusco et al 2002). The sequence of the primers used in this study is presented in
Table 1. GAPDH was used as a positive control for PCR reactions. Briefly, total RNA was
isolated from 100 ng of selected thyroid tumour samples using Trizol (Life Technologies) and
400 ng were subjected to first strand cDNA synthesis using a system of Random primers
(Hexamers) and M-MLV Reverse Transcriptase (Invitrogen). For PCR, 1 ul of the cDNA
template was utilized for the first round of amplification with the external primer set. After a
S-minutes hot start at 94°C, 2 cycles of amplification (94°C for 30 seconds, 61°C for 45
seconds, and 72°C for 45 seconds), nine cycles of “touchdown” amplification were performed
(progressively lowering the annealing temperature from 60°C to 56°C), followed by 42 cycles
of amplification (94°C for 30 seconds, 55°C for 45 seconds, and 72°C for 45 seconds). For
the second round of amplification, 1 ul of first round PCR product was utilized, with the
internal primer sets, following the same reaction conditions described for the first round of
amplification. The nested RT-PCR products for RET/PTC1 and RET/PTC3 were analysed on
3 % agarose gels. We used as negative controls, the amplification of cDNA obtained in the
absence of Reverse Transcriptase, obtained from the total RNA extracted from normal human

mammary cell or in the absence of cDNA. As positive controls, we utilized the cell line PTC-
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1 (Dr. M.Pierrotti, Milano, Italy) for RET/PTCI1, and tumour T10 cDNA for RET/PTC3 after

confirmation by sequencing.

RET activation by Tyrosine Kinase-Domain expression analysis

RET activation was evaluated by RT-PCR directed to the tyrosine kinase domain (TK-
Domain) using a multiplex assay. GAPDH was used as a positive control for PCR reactions
and thyroglobulin (THYRO) as an internal control because it is specifically expressed in
thyroid follicular cells. Briefly, for PCR, 1 ul of the cDNA template was utilized for
amplification with two primer sets, for THYRO and TK-Domain (Table 1). After a 5 minutes
hot start at 94°C, 2 cycles of amplification (94°C for 30 seconds, 61°C for 45 seconds, and
72°C for 45 seconds), nine cycles of “touchdown” amplification was performed
(progressively lowering the annealing temperature from 60°C to 56°C), followed by 42 cycles
of amplification (94°C for 30 seconds, 55°C for 45 seconds, and 72°C for 45 seconds). The
RT-PCR products for TK-Domain were analysed on a 6 % polyacrilamyde gel.

Results

Thirty thyroid tumours were analyzed: 14 papillary carcinomas, 3 follicular carcinomas and
13 benign nodules. Included in the papillary carcinomas were two cases of follicular variant
of papillary carcinoma (cases numbers 12 and 14). Patients’ mean age was 35 and 80% were
female. We observed that 35.7% of the 14 studied papillary carcinomas were positive for
RET/PTC1 or RET/PTC3 (Table 2). One case presented RET/PTC1 (7.1%), 3 cases presented
RET/PTC3 (24%) and one case presented both rearrangements (7.1%). None of the follicular
carcinomas had RET/PTC expression. In relation to RET activation assessed by the expression
of TK-Domain, the results showed that the papillary carcinomas and the benign nodules
presented some activity. The results obtained showed that: 12 of 14 papillary carcinomas
(85.7%) and 7 of 13 benign nodules (53.8%) were positive (Table 2). All cases which
presented RET rearrangements presented the TK-Domain positive and none of the follicular
carcinomas presented this activity. In relation to clinical-pathological characteristics, the
patients that presented tumor bearing rearranged RET showed some aggressive characteristics
such as stage 3 and tumor size >5 cm, as observed in Table 3. Interestingly, the tumor from

patient 12, initially classified as follicular carcinoma, presented RET/PTCI1 expression. A
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second morphological analysis showed that, in fact, it was a follicular variant of papillary

carcinoma.

Discussion

The search of definitive molecular markers in thyroid cancer is a challenge (Baloch and
LiVolsi 2002). At the side of BRAF point mutations, the RET rearrangements RET/PTCI1 and
RET/PTC3 are important indicators of malignancy and, their use as tools to help thyroid
nodule diagnosis, have been proposed (Cheung et al 2001; Salvatore et al 2004; Tallini and
Brandao 2005). In Brazil the prevalence of such gene mutation is not known. The present
work aimed to study the frequency of RET rearrangements (RET/PTC1 and RET/PTC3) in a
group of papillary and follicular thyroid carcinomas from Brazilian patients. We also searched
to determine the RET activation by means of the expression of its TK-Domain, which
corresponds to the part of the gene that is unchanged during the occurrence of the
rearrangement, in order to obtain aditional information about RET RNA expression. Our
results showed a frequency of 35.7% of papillary carcinomas presenting rearranged RET what
is accordance with the literature (Fagin 2005). We found that 7.1% were RET/PTCI, 21.4%
were RET/PTC3 and 7.1% presented both rearrangements. As described by Rhoden (Rhoden
et al 2004) the frequency of PTC rearrangements is largely different among the different
studies, ranging from zero to 60%, in cases not related to radiation exposition. These authors
showed that, apart from the specific characteristics of the studied series of cases, these
variations should be linked to the different methods applied to evaluate RET rearrangements.
In the present study we used the methodology described by Fusco et al, 2002, which utilized a
nested PCR associated to a touchdown technique. This method showed to be, in our
laboratory, more sensitive than the commonly RT-PCR (data not shown). The TK-Domain
expression was evaluated in the same reaction, with a multiplex assay with thyroglobulin
expression (THYRO), a gene specifically expressed in the thyrocytes. It was used as an
internal control and the correspondent band intensity was identical into the same experiment,
showing that the THYRO expression was very similar in the analyzed samples. Besides, it
demonstrates that the negativity of TK-Domain expression was due to the absence of RNA
expression and not due to poor RNA extraction. With this determination we aimed to reach a
direct relation with the thyroid follicular cells in order to futurely utilize this methodology in
molecular analysis of fine needle aspiration biopsies (FNAB). In FNAB, the contamination

with other tissues other than thyroid might counfound the results. Fine needle aspiration
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biopsia is the best method to evaluate clinically the thyroid nodule and, an association with
molecular analysis is very suitable (Cheung et al 2001; Salvatore et al 2004). This approach
will be utilized in the continuation of the present work. As described in Table 2, the different
analyzed tumor types presented, in some extent, TK-Domain expression. However, it is clear
that papillary carcinomas showed more positivity than the other analyzed types of tumors
(85.7%). Another important observation is that, as expected, all tumors with rearranged RET
were positive for TK-Domain expression although the contrary was not found: the tumors
without RET/PTC1 or RET/PTC3 presented TK-Domain activity. It may be explained by the
existence of other types of RET rearrangements which could be expressed in the papillary
tumors. Several studies analysed RET protein expression using immunohistochemistry. Most
of them, concluded that it could not be used as a marker of malignant thyroid tumors (Cerilli
et al 2002; Rhoden et al 2004) . We detected RET-TK-Domain expression in both malignant
and benign thyroid tumors. This observation could be related to the presence, in the analyzed
tissues, of C-cells or of macrophages and neutrophils which could bear this activity (Gattei et
al 1997). Besides, the possibility of a basal expression of RET in follicular thyroid cells is
being recently considered (Rhoden et al 2004). We are investigating this point in our
laboratory. Some thyroid tumor tissues may present different histological types. These
observations reflect the complexity of the thyroid carcinogenesis, including multiclonality,
with different clones owing different gene mutations (Sugg et al 1998; Fusco et al 2002). We
found a case, patient number 40, who presented both rearrangements. The patient was male,
47 years-old, the tumor was larger than Scm and classified of stage 3. It was then, a papillary
thyroid carcinoma with aggressive characteristics (Table 3). This type of observation was
described by other authors (Tallini et al 1998; Sugg et al 1998; Chua et al 2000). Another
tumor, from patient number 12, was misclassified as follicular carcinoma and the molecular
analysis showed RET/PTC3 rearrangement. The pathologic diagnosis was revised and, in fact,
it was a papillary carcinoma follicular variant. Recently Cristofaro et al, 2006, published a
study where the determination of RET rearrangements, RAS mutation at codon 61 and BRAF
mutation in residue 600, is of great importance to understand thyroid carcinogenesis, mainly
the aggressive and difficult to diagnose the follicular variant of papillary thyroid carcinoma.
The observations presented here reinforce the importance of the molecular approach to help

thyroid nodules diagnosis in Brazilian patients.
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Table 1 - Primer sequences utilized in RET/PTC and TK-Domain RT-PCR analysis and their

expected product sizes (as described in Fusco et al, 2002).

Primers name Sequences Expected product
c-RET(-) EX 5’-CTT TCA GCA TCT TCA CGG-3’

PTCI1 (+) EX 5’-ATT GTC ATC TCG CCG TTC-3” 307 bp
PTC3 (+) EX 5’AAG CAA ACC TGC CAG TGG-3’ 242 bp
c-RET (-) IN 5’-TTC GCC TTC TCC TAG AGT-3’

PTC1 (+) IN 5’-GCA AAG CCA GCG TTA CC-3° 86 bp
PTC3 (+) IN 5’-CCC GAG GAC TGG CTT ATC-3’ 111 bp
TK/ret (+) 5’-CTT GTC CCG AGA TGT TTA TG-3’ 107 bp
TK/ret (-) 5’-TGG TGT AGA TAT GAT CAA AAA-3’

THYRO (+) 5’-GTT GGC AAC CTC ATC GT-3’ 660bp
THYRO (-) 5’-AAT TCT GCA GTG CCT GGT-3’

GAPDH (+) 5’-TCTCATGGTTCACACCCATGACGAACATG-3' 450bp

GAPDH (- )

5’AAGAAAGATGCGGCTGACTGTCGAGCCCACT-3'
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Table 2 — Results obtained with RET/PTC1, RET/PTC3 and TK-Domain expression analysis
of Brazilian thyroid malignant and benign tumours using RT-PCR.

Tumors RET/PTC; RET/PTC; TK-DOMAIN

Papillary
3 : - +
5 - + +
10 - + +
12%* - + +
14* - - +
19 + - +
23 - - +
25 - - +
26 - - +
29 - - -
30 - -
31 - -
37 - - -
40 + + +
Follicular
33 - - -
34 - - -
38 - - -
Benign
4 NR NR -
NR NR -
13 NR NR +
17 NR NR -
41 NR NR -
42 NR NR -
43 NR NR +
49 NR NR -
50 NR NR +
51 NR NR +
52 NR NR +
33 NR NR +
54 NR NR +

* follicular variant of papillary carcinoma; NR — not realized.
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Table 3 - Clinico-pathological characteristics of patients presenting RET/PTC rearrangement.

Patient Gender Age Stage Tumor size  RET/PTC
(cm)

5 F 37 3 >5.0 3

12 F 38 2 >3.0 3

40 M 47 3 >5.0 1 and 3

10 M 32 - - 3

19 F 43 - 1.3 1
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Abstract

Anaplastic thyroid carcinoma is an aggressive and invasive malignant neoplasm with high
index of mortality and short survival after diagnosis. This type of neoplasm is rather rare and
in the present work we report an unusual relative high frequency: four cases of anaplastic
carcinoma of the thyroid were diagnosed in a total of 17 thyroid carcinomas (23.5%), in a
period of 24 months, from 1999 to 2000. Two of the four patients presented history of
hyperthyroidism due to Graves' disease and showed thyroid-stimulating hormone (TSH)
suppressed. The molecular investigation showed p53 protein accumulated although we did not
detect any mutation in exons 5 to 8 of TP53 gene. Interestingly we observed that 50% of these
tumors presented RET activation through RET/PTC; rearrangements, showing that they

possibly originated from papillary carcinomas.
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Introduction

Anaplastic thyroid carcinoma is an aggressive and invasive malignant neoplasm with high
index of mortality and short survival after diagnosis. This type of neoplasm is rather rare and
represents less than 5% of all malignant thyroid tumors in the USA (1) with a prevalence of
2% (2). In Brazil, there is no epidemiological study describing precisely the frequency and
importance of this type of cancer. The clinical evolution of anaplastic thyroid tumors shows
different pathological behaviours: about 50% of the patients have no thyroid abnormalities
detected previously and the other 50% have history of goiter or differentiated thyroid
carcinoma that suddenly develops a very aggressive disease. At the molecular level, key-
genes are differently altered in the different types of thyroid tumors. The oncogenic activation
of RET, BRAF and RAS is involved in papillary carcinomas while the activation of RAS and
PAX8-PPARgamma is associated to follicular carcinomas (3). Both are considered as well-
differentiated malignant tumor types. The passage from a well-differentiated (papillary and
follicular) to an undifferentiated neoplasia (anaplastic) has an important turning point where
the tumor suppressor protein pS3 seems to be implicated (4). P53 is activated in response to
genomic damage resulting in anti-proliferative effects and in preservation of genomic
integrity. Thus, the disruption of its activity is an important step in cancer development (5,6).
As expected, the gene TP53 is frequently mutated in human cancers and the presence of the
altered protein is frequently observed in poorly differentiated thyroid tumors (7-9). The study
of gene alterations in anaplastic thyroid carcinomas should, then, provide clues to understand
the evolution of this aggressive tumor. In the present work we report an unusual relative high
frequency of anaplastic carcinomas among thyroid tumors registered in the Hospital Pedro
Ernesto (HUPE), Rio de Janeiro, in a period of two years. We investigated the presence of
alterations in TP53 and RET in order to understand the etiology of these cases and we discuss

the role of RET in these undifferentiated tumors.

Material and Methods

Patients and specimens

The four patients analyzed in this study were admitted for surgery during the period of 24
months, from 1999 to 2000 in the Hospital Universitario Pedro Ernesto (HUPE). All of them
presented a very aggressive disease with a large goiter showing evident local spread, hard

consistency and multiple cervical adenomegalies. They had hystological diagnosis of
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anaplastic thyroid cancer and the relative frequency of the anaplastic cases was calculated in
relation to the total of patients presenting thyroid malignant tumors. The patient’s data were
collected from the hospital registries and all procedures done were approved by the Ethic

Committee of the HUPE.

TP53 mutation analysis

DNA isolation, PCR-SSCP and sequencing

Genomic DNA was prepared from frozen tumor samples by proteinase K (USB Corporation,
Cleveland, Ohio, USA) digestion and phenol/chloroform extraction according to standard
procedures (10). Exons 5 to 8 of the TP53 gene were amplified using intronic primers pairs as
described elsewhere (11). Briefly, PCR reaction was carried out with 100ng of genomic
DNA, 20 pmol of each primer (Invitrogen Life Technologies, Carlsbad, CA, USA), 0.16 mM
of dANTPs (Amersham Biosciences, Buckinghamshire, UK), 10 mM Tris-HCI (pH 8.0), 50
mM KCl, 1.5 mM MgCl, and 1.0 U Tth DNA polymerase (Biotools B&M Labs, S.A.,
Madrid, Spain) in a final volume of 50 ul. PCR cycling conditions were: initial 5 min
denaturation step at 94°C, followed by 35 cycles [each cycle was 94°C for 30 s; 61°C (exons 5
and 6), 60°C(exon 7) or 58°C (exon 8) for 1 min; 72°C for 1 min], and a terminal extension at
72 °C for 10 min in an MJ termocycler. For the SSCP analysis, 3.0 ul of PCR products were
added to a 6.0 pl final volume of formamide denaturing buffer (95% formamide, 20 mM
EDTA, 0.25% bromophenol blue, 0.25% xylene cyanol) and heated at 95°C for 10 min. This
denatured DNA mixture (9, pl) was loaded onto a non-denaturing 8% polyacrlylamide gel.
Gels were run with 1x Tris-borate-EDTA buffer at 3.7 V/cm for about 18 hours and stained
with silver nitrate (12). Tumor samples showing altered bands in two independent PCR-
SSCPs were considered possibly mutated. In order to confirm PCR-SSCP results, all the
amplified fragments correspondent to exons 5, 6, 7 and 8 of all 4 tumors were sequenced with
ABI PRISM® BigDye™ Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction Kits (Applied
Biosystems, Foster City, CA, USA) after purification with the Wizard® SV Gel and PCR
Clean-Up System (Promega Corporation, Madison, USA).

P53 immunohistochemistry
Immunohistochemistry staining was performed as follows: 5 pm thick sections were
deparaffinized, treated with 3% hydrogen peroxide to block endogenous peroxidase activity,

then treated with citrate buffer (pH 6.0) for 40 minutes at 98°C, for antigen retrieval. After
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achieve the room temperature all sections were incubated with BSA 1% for 20 minutes and
then incubated overnight with primary antibody anti-p53 CLONE/KLON DO-7 (DAKO
Japan Co., Kyoto, Japan) and stained using the Ultrastreptavidin HRP AEC Detection Kit
(Signet™ Laboratories, Dedham, MA, USA). The sections were counterstained with
Harris hematoxilyn. Brown nuclear stain was considered positive and the cells counted to

obtain an approximate percentage of positive cells.

RET/PTC expression analysis

The RET activation in the four anaplastic thyroid tumors was analysed by the determination of
RET/PTC; and RET/PTC3 rearrangements. We used the RT-PCR nested strategy associated to
a “touchdown” technique to detect the rearranged RET/PTC; and RET/PTC; (13). The
sequence of the primers used in this study is presented in Table 1. GAPDH was used as a
positive control for RT-PCR reactions. Briefly, total RNA was isolated from 100 mg of
selected thyroid tumour samples using Trizol (Life Technologies) and 400 ng were subjected
to first strand cDNA synthesis using a system of Random primers (Invitrogen Life
Technologies, Carlsbad, CA, USA) and M-MLV Reverse Transcriptase (Invitrogen Life
Technologies, Carlsbad, CA, USA). For PCR, 2 pl of the cDNA template was utilized for the
first round of amplification with the external primer sets. After a 5-minute hot-start at 94°C, 2
cycles of amplification (94°C for 30 s; 61°C for 45 s; 72°C for 45 s), 5 cycles of “touchdown”
amplification were performed (progressively lowering the annealing temperature from 60°C
to 56°C), followed by 42 cycles of amplification (94°C for 30 s; 55°C for 45 s; 72°C for 45 s)
and final extension at 72°C for 10 min in an MJ termocycler. For the second round of
amplification, 1 pl of first round PCR product was utilized with the internal primer sets and
the same reaction conditions described for the first amplification round. The nested RT-PCR
products for RET/PTC; and RET/PTC; were analysed on a 3 % agarose gel. Amplification in
the absence of Reverse Transcriptase or the presence of RNA extracted from normal human
mammary cells, which lacks RET/PTC rearrangement, were used as negative controls. As
positive controls, we utilized RNA from the cell line PTC-1 (Dr. M.Pierrotti, Milano, Italy)
for RET/PTCy, and tumour T10 ¢cDNA, which the RET/PTC; fragment was confirmed by

sequencing (data not shown).
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Results

Four cases of anaplastic carcinoma of the thyroid were diagnosed in a total of 17 thyroid
carcinomas (23.5%) in a period of 24 months, from1999 to 2000. Patient’s age, TSH levels
and the observed gene mutations of the studied cases are described in the Table 2. The mean
age of the patients was 66.2 + 4.8. All patients were female and had a very aggressive
presentation, with evident local spread and cervical adenomegalies. Two of them (patients
numbers 15 and 24) had history of hyperthyroidism due to Graves' disease and showed TSH
suppressed (Table 2). One was under treatment with antithyroid drug and the other was not.
The other two patients (numbers 2 and 20), did not refer to any thyroid pathologic problem
and had normal levels of TSH. No association could be observed with economic activity,
ethnicity, alimentary habits, geographic origin or toxic exposition. All patients died from the
disease into one year. The four anaplastic thyroid tumors were screened for TP53 mutations,
p53 expression by immunohistochemistry and RET/PTC; and RET/PTC; rearrangements by
RT-PCR. The TP53 mutation analysis was performed with PCR-SSCP and sequencing in
exons 5, 6, 7 and 8. None of the studied tumors presented any mutation in the four analyzed
exons. The immunohistochemistry analysis of three anaplastic tumors (cases number 2, 15
and 20) showed a high level of p53 expression presenting at least 50% of the cells stained for
p53 (Figure 1). In relation to the RET/PTC activation analysis, we observed that 2 of the 4
tumors (50%) presented RET activation (Figure 2) and both had RET/PTC; rearrangement
(Table 2). GAPDH analysis was done and testified the RNA quality (data not shown).

Discussion

In the present work we investigated 4 cases of anaplastic thyroid tumors diagnosed in the
HUPE, a Hospital situated in Rio de Janeiro. This type of cancer is rather rare, a prevalence of
2% (2) and a report of 4 cases in a total 17 thyroid cancer (23.5%) in a period of 24 months
shows an unusual frequency. The mean age of the patients was 66.25 years, what is in
accordance with the literature (14). The analysis of available epidemiological data of the 4
patients did not show any special clue which could explain the unusual frequency.
Interestingly, we observed TSH suppressed in 50% of patients (2 of 4 patients), who had
reported previous history of hyperthyroidism due to Graves’ disease. Belfiore et al (15)
observed a 2-3 fold increased risk of thyroid cancer in Graves' disease. Pellegriti et al (16)

concluded that metastasis and cancer-related death were more common in Grave's cancer
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patients. In a multicentre study, Kraimps et al (17) have showed that patients submitted to
thyroidectomy for Graves' disease, presented thyroid carcinoma in a rate of 3.8% and, at least
two cases of association between Graves’ disease and anaplastic carcinoma of the thyroid
were reported in the literature (18,19). As reviewed by Belfiore et al (20) the auto-antibodies
activation of TSH receptor (TSHR) in Graves' disease have a hyperplastic stimuli for the
thyroid follicular cell being involved in thyroid cancer, at least raising its incidence. Although
some reports show normal or low incidence of thyroid cancer in Graves' disease, most of them
indicate a significant association, ranging from 3 to 10%. The activating antibodies may
promote tumor growth by direct and indirect effects depending if they act directly on TSHR
or via TSH upregulation of the expression of insulin receptors and vascular endothelial
growth factors, leading to cell growth and angiogenesis (20). It is reasonable then to suppose
that these growth stimuli could facilitate the appearance of genetic mutational events as, for
example, in the tumor suppressor gene TP53. In the studied cases we did not find any
mutation in the analyzed exons of TP53, however, we observed p53 accumulation in 3

analyzed tumors.

In thyroid cancer, p53 inactivation by mutations is probably not associated with the
malignant conversion per se but could contribute with the further progression to a more
aggressive neoplasia (21,4). According to this hypothesis, it would be expected that TP53
mutations should occur frequently in undifferentiated (anaplastic) thyroid cancer. Several
studies have demonstrated a low frequency of TP53 mutation in well differentiated papillary
and follicular thyroid cancer and high frequency in undifferentiated anaplastic cancer (22,7)).
However, Zou et al (23) have described the presence of TP53 mutation in all pathologic types
and clinical stages of thyroid carcinoma (23) and Ho et al (24) have reported no mutation in 4
studied anaplastic tumors. This discrepancy could be explained by differences of the applied
methods of mutation detection. In fact, some reports were based on immunohistochemical
assays (25), which is less sensitive than molecular analysis to detect TP53 mutations. In the
present work we showed that none of the four analyzed anaplastic tumors presented mutations
in TP53. Otherwise, the protein expression analysis in our samples, using
immunohistochemistry, showed that more than 50% of the cells were stained for p53. These
observations indicate that p53 was activated and is probably, somehow, taking part of the
tumor cell development. It is possible that p53 has accumulated by a mechanism different
from the presence of deleterious mutations and the impairment of its activity due to other cell

alterations. Horie et al (26) has reported the overexpression of MDM?2 in papillary carcinomas
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which acts impeding p53 activity. Thus, it is possible that p53 functions are disturbed in ours
samples by different mechanisms than mutational events in TP53. We are currently
investigating this possibility. At other side, considering studies that show evidences of a pre-
existing thyroid well differentiated neoplasia and a sudden change in its behaviour, we started
to analyze other important gene alterations in the progress of thyroid neoplasic process. The
RET gene is a key-gene in the genesis of thyroid tumors. The rearranged forms of RET have
been considered as hallmarkers of papillary thyroid carcinoma and its prevalence varies from
zero to 60% of no related radiation exposition cases. These variations could be associated to
intrinsic factors of the different populations or, as indicated by Rhoden et al (27), to the
different sensitivity of the applied methods. We utilized the methodology described by Fusco
et al (13) which is based in nested PCR associated to the touchdown technique. In our
laboratory this strategy showed to be more sensitive than the commonly utilized RT-PCR
(data not shown). Two of the 4 anaplastic tumors (50%) presented rearranged RET and they
were RET/PTC3. It is generally accepted that tumors bearing RET/PTC do not necessarily
progress to an undifferentiated phenotype (28), however, it was demonstrated that transgenic
mice bearing RET/PTC; develop anaplastic tumors when p53 is not functional (29). Our
results suggest an important participation of the RET activation in the development of these
tumors which were collected from patients of the same geographical region (the State of Rio
de Janeiro) and at the same period of time, a two years-period from 1999 to 2000. It is very
possible that these aggressive tumors have originated from papillary carcinomas. We may also
suppose that the studied thyroid anaplastic samples had regions of well-differentiated
papillary carcinoma. It was reported by Hunt et al (30) and it could explain the presence of
RET/PTC3 in our samples. In this case, the papillary carcinoma developed in the initial steps
of the tumor, may coexist with regions of anaplastic growth and, the anaplastic regions could
bear a sort of p53 function impairment resulting in the aggressive phenotype. Such

possibilities are presently being tested in our laboratory.
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Table 1. Primer sequences and the expected product sizes, based in Fusco et al, 2002.

Primers name Sequences Expected product
(bp)

¢-RET(-) EX 5°-CTT TCA GCA TCT TCA CGG-3’

PTC1 (+) EX 5’-ATT GTC ATC TCG CCG TTC-3’ 307

PTC3 (+) EX 5’AAG CAA ACC TGC CAG TGG-3’ 242

c-RET (-) IN 5’-TTC GCC TTC TCC TAG AGT-3’

PTC1 (+) IN 5’-GCA AAG CCA GCG TTA CC-3° 86

PTC3 (+) IN 5’-CCC GAG GAC TGG CTT ATC-3’ 111

GAPDH (+) 5’-TCTCATGGTTCACACCCATGACGAACATG-3'

GAPDH (-) 5’AAGAAAGATGCGGCTGACTGTCGAGCCCACT-3" 450

Table 2. Patient’s age, TSH levels and TP53, RET/PTC1 and RET/PTC3 mutation analysis of

the anaplastic cases.

Case number Age TSH TP53 RET/PTC1 RET/PTC3
(years) mutation

02 71 4.13 Neg Neg Pos

15 72 0.03 Neg Neg Pos

20 61 2.49 Neg Neg Neg
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24 61

0.09 Neg Neg Neg

Figure 1
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Figure 1. Immunohistochemical staining of p53 of Tumor 15. More than 50% of the cells are

stained by p53.

Figure 2. RET- PTC rearrangement expression of the anaplastic thyroid carcinomas. Analysis
using the RT-PCR nested strategy associated to a “touchdown” technique. Lanel — molecular
weigth; Lane 2-5 anaplastic carcinomas numbers 2, 15, 20 and 24; Lane 6 — RET/PTC; and
RET/PTCj3negative controls; Lane 7 — RET/PTC3 positive control; Lane 8 RET/PTC; positive

control
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ANEXO 3

LISTA DE REAGENTES E FABRICANTES

REAGENTE FABRICANTE
Acetato de sodio MERCK
Acido acético MERCK
Acido bérico MERCK
Acido cloridrico (HCI) MERCK
Acido etilenodiamino tetracético (EDTA) MERCK
Acrilamida PHARMACIA
Agarose INVITROGEN
Azul de bromofenol VETEC
Bis-acrilamida PHARMACIA
Brometo de etideo BIOAGENCY
Carbonato de sédio anidro MERCK
Cloreto de sédio (NaCl) MERCK
Cloroférmio MERCK
Dodecil sulfato de sddio (SDS) INVITROGEN
Etanol absoluto MERCK

Fenol INVITROGEN
Formaldeido MERCK
Formamida MERCK
Glicerol MERCK
Glicogénio USB
N’N’N’N’ tetrametiletilenodiamina (TEMED) MERCK
Nitrato de prata MERCK
Peroxido de hidrogénio (H202) MERCK
Persulfato de amonio (APS) USB
Proteinase K GIBCO BRL
Tiossulfato de sodio MERCK
Trihidroxi-metil-amino-metano (Tris) INVITROGEN
Xileno MERCK
Xileno cianol AMRESCO
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