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Resumo

MELO, D.H. Genes codificantes de peptideos especificos em doencas
benignas e malighas da tiredide: analise por imuno-histoquimica. 2008.
106 f. (Dissertacdo) — Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto, Universidade
de Séo Paulo, Sao Paulo, 2008.

INTRODUCAO: Alguns tumores da tiredide apresentam caracteristicas
histolégicas que dificultam a interpretacdo histopatolégica e os critérios
diagnésticos usados freqliientemente, sdao sutis e subjetivos. Assim, analises
imuno-histoquimica e de biologia molecular tém sido utilizadas na tentativa de
esclarecer o diagnéstico, mas ainda ndo alcangcaram um nivel de confianca
para serem introduzidas na rotina dos laboratérios de Patologia. Por isso,
impbe-se a necessidade de encontrar marcadores mais objetivos para, melhor
gue a morfologia classica, caracterizar essas lesées. Dentre esse marcadores,
a familia MAGE, um grupo de peptideos antigénicos de tumores apresentados
por moléculas HLA classe | e reconhecidos por linfocitos T citotoxicos,
expressa-se em canceres de varios tipos histolégicos. Entretanto, o seu papel
nas doencas da tiredide é pouco investigado. A presente pesquisa tem a
intencdo de estudar se a expressao das proteinas MAGE-A4 e MAGE-C1
podem colaborar: (1) no diagnostico diferencial das doencas foliculares
benignas e malignas da glandula tiredide; (2) nas caracteristicas histologicas
do tumor e (3) nas curvas de sobrevida global. MATERIAIS E METODOS:
Trata-se de estudo retrospectivo, caso-controle, com 70 casos operados no
Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto- da
Universidade de Sao Paulo (HCFMRP-USP), no periodo de 1991 a 2005,
distribuidos em quatro grupos: 20 bdcios adenomatosos, 10 adenomas
foliculares, 16 carcinomas foliculares e 24 carcinomas papiliferos. Os critérios
de inclusédo foram: dados clinicos e macroscopicos disponiveis, representacao
adequada da lesao, processamento histolégico apropriado e disponibilidade de
blocos de parafina em boas condicées. As analises dos dados clinicos,
anatomopatoldgicos e a imuno-histoquimica dos biomarcadores MAGE-A4 e
MAGE-C1 foram realizadas. RESULTADOS: No grupo de pacientes com
doencas benignas, a proporcao entre mulheres e homens foi de 9:1; a média
de idade foi de 42,9 anos, com desvio padrao de 9,88 anos e mediana de 43
anos. Na avaliacao clinica, podemos observar que o tamanho dos nédulos em
funcédo do maior diametro obteve média de 3,0 + 1,53 cm (1 a 8cm). Vinte e um
casos tinham tumores localizados no lobo D e nove casos no lobo E da
glandula tiredide. Ao considerar a casuistica para as doengcas malignas, a
distribuicao, segundo o género, revelou que 85% dos pacientes eram do sexo
feminino, com proporcado entre mulheres e homens de 8,5:1,5. A média de
idade foi de 48,45 anos, com desvio padrdo de 17,0 anos e mediana de 48
anos. Na avaliacdo clinica, o tamanho dos nddulos em funcdo do maior
didmetro obteve média de 3,63 + 1,73cm (0,6 a 8 cm). No grupo com
carcinoma folicular, a localizacdo do tumor foi predominantemente no lobo
direito em relacdo ao lobo esquerdo (1,5:1). Entre os casos de carcinoma
papilifero, a localizagdo do tumor foi, em 25 casos, no lobo esquerdo e em 15,
no lobo direito. A invasao angiolinfatica foi observada em 37,5% dos pacientes
com carcinomas foliculares e em 50% dos pacientes com carcinoma papilifero.
Nao foi observada imunomarcagéo dos antigenos MAGE-A4 e MAGE-C1, de
qualquer grau de intensidade, em nenhuma das amostras. DISCUSSAO: A
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degeneracdo maligna de tecidos é um processo multifatorial, no qual estao
envolvidos elementos genéticos e ambientais em propor¢cdes variaveis, nos
diversos tipos de tumores e de individuos. Esse fato, acreditamos, explica a
auséncia de expressao dos genes aqui estudados. CONCLUSAO: Nao houve
expressao dos antidotos analisados.

Palavras Chave: No6dulo da Glandula Tiredide, Neoplasias da Glandula
Tirebide, Marcadores Biol6gicos de Tumor, Imuno-histoquimica.
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Abstract

MELO, D.H. Tumor-specific antigenic peptides encoded by genes in
benign and malignant thyroid tumors: an immunohistochemical analysis.
106 f. (Dissertation) — Medical School, Ribeirao Preto, University of Sao Paulo,
Sao Paulo, 2008.

INTRODUCTION: A subset of thyroid tumors characterized by a follicular
growth pattern can represent a serious challenge for diagnosis because the
histologic features and diagnostic criteria used for distinguishing among these
conditions can often be subtle and subjective. Immunohistochemistry and
molecular pathology for genetic profiling have been utilized in an attempt to
resolve some of these issues but have not yet succeeded in attaining a level of
reliability or practicality that could be translated into the routine practice of
surgical pathology. MAGE gene family encodes tumor-specific antigens that
are recognized by autologous cytotoxic T lymphocytes. In cancers, these genes
are re-activated and their encoding proteins are frequently expressed in various
histological types of cancers. There is, however, little information on their
expression in thyroid tumors. This study was proposed to verify the expression
of the MAGE-A4 and MAGE-C1 antigens in human thyroid tumors, and to
explore the potential implications regarding diagnosis and therapy using MAGE
peptides. MATERIALS AND METHODS: It was performed a retrospective
case-control study involving 70 patients who underwent surgical therapy at the
Ribeirao Preto Medical School Hospital, between January 1991 and December
2005. According to the histological type of thyroid neoplasm, 70 patients in our
study were divided into four groups: 20 adenomatous goiter, 10 follicular
adenoma, 24 papillary carcinoma, 16 follicular carcinoma. Inclusion criteria
were: clinical data and optimum hystological preparation available. All data
including age, gender, localization, size of tumor, lymphatic infiltration and
outcome were obtained from the clinical-pathologic records. The search of
immunohistochemical analysis with MAGE-A4 and MAGE-C1 antibodies was
done. RESULTS: Among the patients with benign pathologies, the ratio
between female versus male were 9:1; the mean age was 42,9 years with
standard deviation of 9,88 years and the median was 43 years. On the clinical
evaluation we can observe that the nodule size considering the major diameter
had mean of 3,0 £ 1,53 cm (1 to 8 cm). Twenty one cases had tumors on the
right lobe and nine cases on the left lobe of the thyroid gland. The ratio
between the left and right lobe for the follicular adenoma was 6:1. Considering
the malignant disease distribution by the sex, we observed that 85% of the
patients were female, with a ratio between male and female of 8,5:1,5. The
mean of age was 48,45 years with standard deviation of 17,0 years and the
median was 48 years. On the clinical evaluation we can observe that the
nodule size considering the major diameter had mean of 3,63 £ 1,73 cm (0,6 to
8 cm). Tumor localization was predominantly in the right lobe in follicular
carcinoma (the ratio between the right and left lobe was 1,5:1) and
predominantly in the left lobe in papillary carcinoma (the ratio between the left
and right lobe was 1,67:1). Lymphatic infiltration was observed in 37.5% in
follicular carcinoma and 50% in papillary carcinoma. Among the antigens
examined, MAGE-A4 and MAGE-C1, were not expressed in any of the tissues.
CONCLUSION: The malignant degeneration of normal tissues is a
multifactorial process in which both genetic host and environmental elements



Abstract

contribute to produce cancer, and vary considerably both among tumor types
and among individual patients. We believe that this fact explains the absence of
immunohistochemical expression of antigens studied here.

Key words: Thyroid Nodule, Thyroid Neoplasms, Biological Tumor Markers,
Immunohistochemistry.
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Introdugdo

Os primeiros relatos da presenca de aumento do volume tirebideo datam
do século V a.c., através de escritos chineses, seguidos pelos escritos egipcios
do século Il a.c. Na idade média, esculturas incas retratavam a presenca de
bécio entre as mulheres e no século XVIII, casos foram identificados na
América do Sul por Alexander Von Humboldt. No Brasil, os primeiros relatos
datam do século XIX, feitos por Auguste de Saint-Hilaire e colaboradores
(MEDEIROS-NETO, 1977; FERRAZ; BRANDAO, 1989).

Esses aumentos de volumes sdo decorrentes de diferentes doencas que
afetam a glandula tiredide devido a alteragdes morfoldgicas, funcionais e auto-
imunes. Entre as doencas enddcrinas, as de tiredide constituem a segunda
causa mais frequente, sendo superadas somente pelo diabetes.

Excluidas as neoplasias e as tireoidites, todo aumento do volume
tiredideo é considerado bdcio. Os oncologistas ndo aceitam essa definicao,
pois na eventualidade do aumento de volume ser decorrente de neoplasia, seu
diagndéstico pode ser retardado. O aumento do volume, muitas vezes acontece
sob a forma de nddulos tiredideos que sdo as alteracées mais frequentes,
decorrentes de: manifestacdes benignas (ndédulos colbides, cistos simples ou
tireoidites), responsaveis por 80% dos casos das doencas da tiredide; de
adenomas foliculares encontrados em 10 a 15% e de canceres de tiredide, em
torno de 5% (SINGER et al, 1996). O diagndstico diferencial entre essas
doencas € dificil, principalmente quando se considera somente o aspecto

clinico.
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Introdugdo

De fato, o nodulo tiredideo solitario é a alteragdo mais evidente na
pratica clinica entre pacientes com aumento do volume tiredideo. Geralmente,
consiste em um noédulo dominante, palpavel, como parte de um bdcio
multinodular. Do ponto de vista pratico, a abordagem de um nddulo solitario é a
mesma de um nédulo aparentemente dominante (HEGEDUS, 2004). Causas
benignas menos comuns s&o: fibromas, tumores hialinizantes e cistos
derméides intratiredideos (HEGEDUS et al, 2003).

O céancer de tiredide foi primeiro descrito pelo cirurgido americano
William Halsted, a partir de ampla experiéncia com tireoidectomias, quando o
denominou de degenerac¢ao sarcomatosa. O carcinoma da glandula tiredide é
um tipo de cancer de incidéncia consideravel, correspondendo a 1% de todas
as neoplasias malignas do corpo humano, sendo a doenca maligna mais
freqiente do sistema endécrino (DUMONT et al, 1992). Sao estimados entre
13.000 e 20.000 novos casos de cancer de tireéide por ano, que promovem
cerca de 1.100 a 1.300 mortes anualmente nos Estados Unidos (DeGROOT et
al, 1990). No Brasil, a incidéncia varia de 0,7 a 3,0 casos em 100.000
habitantes, conforme a regiao, e a mortalidade vem apresentando queda de
0,28 para 0,22 em 100.000 homens e 0,51 a 0,42 em 100.000 mulheres
(COELI et al, 2005).

O tipo mais comum de cancer de tiredide é chamado de carcinoma bem
diferenciado. Os carcinomas papilifero e folicular fazem parte desse grupo de
lesbes, perfazendo aproximadamente 79% e 13%, respectivamente, entre
todos os casos de cancer de tire6ide (HEGEDUS et al, 2004). Essas lesdes se

originam de células foliculares, tém progndéstico e comportamento clinico
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diferentes, porém sao controlaveis quando bem tratadas. Compartilham de
grupo de canceres com progndstico relativamente favoravel, pois a sobrevida
em 10 anos é de 90% a 95% para o carcinoma papilifero e 80% a 85% para o
folicular (MAZZAFERRI; YONG, 1981; EMERICK et al, 1993; SHAHA; LOREE;
SHAH, 1995). Os carcinomas medular (bem diferenciado) e anaplasico
(indiferenciado) sado menos freqlentes, porém mais agressivos,
metastatizando-se precocemente e com progndstico reservado. As células C
parafoliculares da glandula tiredide dao origem ao carcinoma medular, que séo
responsaveis por, aproximadamente, 3% a 5% de todas as lesGes malignas
tiredideas (HUNDAHL et al, 1998). Essa lesdao tem prognéstico menos
favoravel do que os carcinomas papilifero e folicular, pois a sobrevida em 10
anos é de aproximadamente 65% a 80% (DUH et al, 1989). O carcinoma
anaplasico ou indiferenciado representa aproximadamente 2% a 5% dos
canceres de tiredide e se caracteriza por doenca avangcada quando do
diagnéstico e, por isso, cursa com prognostico ruim (HUNDAHL et al, 1998;
VENKATESH et al, 1990). O linfoma primario da tiredide representa
aproximadamente 5% a 7% de todos os cénceres da tiredide (HAMBURGER,;
MILLER; KINI, 1983) e se associa com sobrevida em cinco anos de
aproximadamente 50% (RASBACH et al, 1985).

Tipicamente, os tumores de tiredide apresentam-se como nodulo unico e
indolor em paciente eutiredideos. As mulheres s&o afetadas mais
freqientemente do que os homens, sendo a maioria dos casos registrada entre
a 32 e 72 décadas. O prognéstico é melhor para pacientes abaixo dos 40 anos,

sem extensao tumoral extracapsular ou invasao vascular (GRANT et al, 1988;
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SANDERS; CADY, 1998). A idade parece ser o mais importante fator
prognéstico independente (MAZZAFERRI, 1991).

A importdncia de estudar os nodulos encontra-se apoiada na
necessidade de excluir o cancer de tiredide, presente em até 10% dos
achados, dependendo da idade, sexo, exposicao a radiagcao, histéria familiar e
ingesta de iodo (SINGER et al, 1996). Além disso, procura-se evitar
intervencao cirurgica desnecessaria para ndédulos benignos, embora a doenca
multinodular tenha os mesmos riscos de malignidade que os nddulos solitarios
(MARQUSEE et al, 2000). Assim, é fundamental que se faca a distincao entre
lesbes benignas e malignas e, se possivel, que se estabeleca o grau de
malignidade do tumor antes do ato cirdrgico. Nesse sentido, tentativas tém sido
feitas para que, através da PAAF (puncao aspirativa com agulha fina), essas
informacdes sejam obtidas (RUSCHENBURG et al, 1999). O material coletado
pela PAAF permite a realizacdo de imuno-histoquimica, coloragdes especiais e
estudos biomoleculares, porém muitas vezes as informagdes sdo inconclusivas
(RUSCHENBURG et al, 1999). Por isso, necessaria se faz a procura por novas
técnicas que favorecam essa identificagcao.

As lesdes mais freqientemente encontradas na glandula tire6ide pelos
patologistas sdo originadas das células foliculares. As células foliculares da
glandula tireéide crescem e se multiplicam de maneira nado uniforme,
provavelmente, devido a carga genética de alguns clones foliculares
influenciados por estimulos fraco ou moderado promovidos por TSH (horménio
tireoestimulante), dietas (deficiéncia de iodo), ma nutricdo, poluicdo, fatores

hereditarios, exposi¢do a radiacdo ionizante, envelhecimento, anticorpos e
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peptideos estimulantes do crescimento - IGF-I (fator de crescimento
semelhante a insulina), TGl, EGF (fator de crescimento da epiderme), TGF
(fator de crescimento do trofoblasto), PDGF (fator de crescimento derivado de
plaquetas), FGF (fator de crescimento de fibroblastos), e as citocinas
(DUMONT et al, 1992; BROWN, 1995). O aspecto policlonal das células
foliculares gerado, apesar da origem monoclonal, determina propriedades
metabdlicas diferentes dentro do mesmo foliculo, gerando diferentes lesdes
(DUMONT et al, 1992; BROWN, 1995). A maioria dessas lesGes pode ser
dividida em benignas e malignas, baseadas nas caracteristicas nucleares e/ou
invasivas (ROSAI; CARCANGIU; DeLELLIS, 1992; BALOCH; LIVOLSI, 2002;).

O estudo cientifico do cancer humano esta em fase sem precedente, em
que os elementos genéticos e moleculares alterados estdo sendo
determinados. Essas descobertas tém sido possiveis gragas a recente
evolucao nas técnicas de genética molecular, que tém permitido a identificacao
de alteracbes do DNA e das proteinas, presentes nos tumores. Sabe-se que 0s
tumores resultam de uma série de passos genéticos que envolvem alteragdes
de varios genes, alteragdes essas desencadeadas por carcindgenos.
Atualmente, essas alteracdes, com interpretacdo e aplicabilidade, ainda nao
atingiram amplo dominio. A compreensdo desses fundamentos da biologia
molecular torna-se util, pois poderdo permitir a visdo da doenca, etiologia e,
principalmente, da terapéutica do cancer.

Um grupo de peptideos antigénicos de tumores apresentados por
moléculas HLA classe | e reconhecidos por linfécitos T citotéxicos sao os

produtos das familias de genes MAGE (“melanoma antigen”), BAGE (“B
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melanoma antigen”), GAGE (“G melanoma antigen”) e LAGE (“L-recognized
melanoma antigen”)/NY-ESO-1 (“New York oesophageal squamous cell
carcinoma 1”). Entre tecidos normais, esses genes sao expressos apenas em
células que nao apresentam os genes HLA e, portanto, ndo podem apresentar
os peptideos para uma resposta T citotéxica (GAUGLER et al, 1994; De
PLAEN et al, 1994).

Em canceres, esses genes sao ativados e as proteinas codificadas séao
expressas em varios tipos histolégicos (GAUGLER et al, 1994). Como esses
antigenos estao presentes, eles podem expressar moléculas HLA classe |,
funcionando como antigenos especificos e servindo de base para fazer uso de
terapéutica imunotergpica. Assim, os genes MAGE sao ativados nas
espermatogonias, inativados em células somaticas e expressos, quase
exclusivamente, em tecidos com cancer (De PLAEN et al, 1994; GAUGLER et
al, 1994).

Em estudo recente, Figueiredo et al (2006), analisando antigenos
tumorais especificos (MAGE-1, -4, -10, -12, BAGE, GAGE, LAGE, NYESO-1 e
PRAME (“Preferentially Expressed Antigen of Melanoma”) verificaram que
esses sdo expressos em proporcdes variaveis (6,1 a 48,5%) em carcinoma
espinocelular de cabeca e pescoco, € que em 66,6% dos casos ocorreu a
expressdao de, pelo menos, um desses antigenos e essa expressao se
correlacionou com tumores avancados. Esses resultados nos motivaram a
continuar este estudo, procurando por expressdes desses antigenos em
diferentes sitios de tumores da cabeca e pescoco. Como a técnica da imuno-

histoquimica tem maiores vantagens sobre a RT-PCR (“Reverse Transcription-
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Polymerase Chain Reaction”), passamos a utiliza-la.

Ruschenburg et al (1999) demonstraram a utilidade da expressédo dos
genes MAGE-A1 e GAGE-1/-2 detectados na PAAF através de RT-PCR, como
informacgéo adicional para conducédo do carcinoma papilifero da tiredide. Maio
et al (2003) avaliaram a expressao de CTAs em carcinoma medular esporadico
da tiredide e observaram que o NY-ESO-1 foi expresso em 54,5% dos casos e
foi significativamente correlacionado a recidiva tumoral. Milkovic; Sarcevic e
Glavan (2006) observaram que quanto maior o tumor, menor a expressao do
MAGE-A3 nos carcinomas papiliferos. Esses autores concluiram que seus
achados indicam possivel participacdo dos genes nas etapas da carcinogénese
tiredidea, sendo, pois, de utilidade no diagnéstico histopatolégico e na
antecipacao dos passos da historia natural da doenca. Groeper et al (2007)
demonstraram a imonumarcacdo de MAGE-A4 relacionada as moléculas HLA-
A2 em céancer de pulmao. Portanto, baseados nessas informacoes, € esperada
a expressao de MAGE-A4 em todos os grupos analisados em nosso estudo.

A expressao de um marcador podera: identificar a pessoa que tem e a
que tera cancer; detectar as presencas de remanescentes de neoplasia nas
margens cirargicas e de metastase linfonodal; estabelecer a agressividade do
cancer; identificar neoplasias indiferenciadas, além de indicar o tratamento a
ser realizado. Porém, esse marcador ideal para lesées de tiredide, ainda nao

esta determinado.
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2.1. Epidemiologia

O bécio pode ser classificado, com bases anatémicas, em difuso ou
nodular. O bécio nodular € bastante prevalente, sendo uma alteracao palpavel
encontrada em 4 a 7% da populacdo norte-americana adulta (Singer et al,
1996). Os nodulos tiredideos, geralmente sdo a representacédo do bécio, sendo
achados comuns na clinica diaria. O nédulo solitario € encontrado em 1,5% dos
homens e 6,4% das mulheres, dependendo do estudo (MAZZAFERRI, 1993;
BURCH, 1995). Por outro lado, fazendo uso da ultrasonografia (USG), a
prevaléncia de ndédulos ndo palpaveis passa a ser de 20 a 70% em estudos
clinicos e se o estudo for com material de autépsia, sua presencga chega a 50%
(TAN; GHARIB, 1997). E uma doenca predominante entre as mulheres, mais
freqiente em idades avancadas, chegando a superar 50% de incidéncia a
partir dos sessenta anos de idade (SINGER et al, 1996). Dados nacionais
apresentados por Tomimori et al (1995) mostram a incidéncia de 56% de
alteracdes ultra-sonograficas na tiredide em mulheres adultas, dos quais, 17%
sao decorrentes da doenca nodular.

Entre as doencgas malignas do sistema enddcrino, o cancer da tiredide é
o mais freqlente, representando 90% de todos os canceres endocrinos
(HUNDAHL et al, 1998; GREBE; HAY, 1997). Sua incidéncia tem aumentado
nas ultimas décadas e seu indice varia substancialmente entre as diversas
regides do mundo (SHAHA; SHAH; LOREE, 1998). O cancer de tiredide é trés

vezes mais freqlente nas mulheres, principalmente na faixa etaria dos 25 aos
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65 anos. Segundo dados do Ministério da Saude, no ano de 1993, o cancer de
tiredide era responsavel por 2,5% dos tumores malignos nas mulheres e 0,6%
nos homens, corresponde a 1,3% de todos os casos de cancer matriculados no
INCA de 1994 a 1998 e a 6,4% de todos os canceres da cabeca e pescoco.
Portanto, sua incidéncia é consideravel na pratica oncolégica nacional (Dos
SANTOS, 2005). Coeli et al (2005) apontam para um perfil de incidéncia e
mortalidade do cancer de tiredide no Brasil compativel com o descrito na

literatura mundial.

2.2. Abordagem do nédulo tiredideo

A avaliagdo do nddulo tiredideo é realizada, na maioria dos pacientes,
qguando maiores do que 1cm, utilizando métodos diagndsticos invasivos, devido
ao risco em abrigar tumores malignos (COOPER et al, 2006). N6dulos menores
que 1cm podem ser encontrados em pacientes com risco elevado para
neoplasia, embora o risco desses serem malignos seja 0 mesmo daqueles
nddulos clinicamente palpaveis (HAGAG; STRAUSS; WEISS, 1998).

Além dos dados da histéria clinica e do exame fisico, a abordagem
inicial é realizada através de testes laboratoriais com dosagem dos niveis de
TSH e T4 livre, para avaliar a funcéao tiredidea e identificar a presenca de hipo
ou hipertireoidismo. Antes da década de 50, a avaliacdo funcional da glandula
tiredide era feita através do reflexo Aquileo e dos efeitos metabdlicos dos
hormonios, como: variacdo do consumo de oxigénio, dosagem de colesterol e
outros ainda menos especificos. Ganhou especificidade, numa certa época, a

medida do iodeto ligado a proteina que, por ser muito limitada, cedeu lugar a
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dosagem de triiodotironina (T3) e de tiroxina (T4) por método de saturacao
competitiva. Posteriormente, por meio da obtencao de anticorpos especificos, a
avaliacao passou a ser realizada pelo método de radioimunoensaio (RIE), que
possibilitava, inclusive, a determinacao das fracdes livres (NICOLAU, 2001;
BENSENOR, 2002).

Por sua vez, o horménio estimulador da tireéide (TSH), pelo seu efeito
tréfico sobre a glandula tiredide, mereceu destaque na década de 80 devido a
sua importancia no diagnéstico do hipotireoidismo. A maior sensibilidade na
determinacao sérica foi pelo método de RIE, porém, essa técnica ndo se
mostrou tao eficaz para os quadros de tireotoxicose, permitindo difundir, entao,
a técnica em que se usa o teste de estimulo com o horménio hipotalamico
liberador de TSH (TRH). No final da década de 80, as técnicas de segunda
geracdo determinavam niveis de TSH com sensibilidade de 0,1mU/L.
Atualmente, as técnicas de terceira geracdo alcangam sensibilidade de
0,01mU/L, permitindo o diagnéstico de hipertireoidismo subclinico e também
melhorar o controle das terapias supressivas (NICOLAU, 2001; BENSENOR,
2002). Segundo Bianco; Marone e Correa. (1988), esse método praticamente
substitui o teste com TRH.

Bartalena; Bogazzi e Pinchera (1991) consagram o TSH e a tiroxina livre
(T4 Livre) como exames suficientes para definirem o estado funcional tiredideo.
Aliados aos TSH e T4 livre, Dayan e Daniels (1996) consideram importante a
dosagem sérica de titulos de anticorpos antitiredideos, antiperoxidase e
antitireoglobulina no auxilio ao diagnéstico das doencas auto-imunes ou

neoplasias da glandula, passando a fazer parte do rol de exames laboratoriais
32



Revisdo de Literatura

da avaliacéo tiredidea.

Os estudos de imagem tém revolucionado a avaliacdo das doencas da
tire6ide nas trés ultimas décadas. Entretanto, é preciso ter em mente que,
apesar do uso frequente da tecnologia, os estudos, em geral, ndo sao
baseados em evidéncias e existem poucos estudos avaliando a relagdo custo-
beneficio na utilizacao dos procedimentos de imagem (ORTIZ et al, 1998).

As avaliagbes clinicas e laboratoriais sdo fundamentais na abordagem
das doencas tiredideas, porém, ha uma ampla variagdo na interpretacao
desses achados, principalmente em relagdo a palpacado da glandula tiredide
(JARLQV et al, 1998). Portanto, ndao ha duvida sobre a importancia do uso
dessa tecnologia apesar de, na maioria dos casos, ndo ser possivel distinguir
entre lesdes benignas e malignas, tendo, pois, sua importancia clinica limitada
(ORTIZ et al, 1998; JENNINGS, 1996). Entretanto, em recente levantamento da
“European Thyroid Association”, 88% dos médicos entrevistados disseram
fazer uso do estudo de imagem em pacientes eutire6ideos com nédulo solitario
e sem suspeita clinica de carcinoma (BENNEDBAEK; PERRILD; HEGEDUS
1999). Por outro lado, os endocrinologistas americanos atribuem menor
importancia a essa tecnologia, considerando-a supérflua para a maioria dos
pacientes (ORTIZ et al, 1998; JENNINGS, 1996).

A cintilografia, outrora utilizada como ferramenta importante na avaliacao
do nédulo tiredideo, tem assumido um papel secundario atualmente. A medida
da captacao de iodo radioativo pela tiredide foi introduzida no final da década
de 1930, sendo usado como teste inicial da fungéo tireéidea por muito tempo,

porém, tem sido, nos Uultimos anos, substituida por testes in vitro, mais
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sensiveis e especificos (MCDOUGALL; CAVALIERI, 2000). Em uma revisédo de
4457 pacientes com nodulos tiredideos submetidos a cintilografia seguida pela
intervencao cirurgica, Ashcraft e van Herle (1981) revelaram que a prevaléncia
de nédulos frio, morno e quente era de 84%, 10% e 5,5%, respectivamente.
Segundo esses autores, eram malignos 16% dos nddulos frios, 10% dos
mornos e 4% dos quentes (ASHCRAFT; van HERLE, 1981). A maioria das
cintilografias é realizada com lodo ou Tecnésio, embora outros isétopos
estejam sendo testados. Atualmente, a cintilografia tem seu emprego limitado
ao pacientes com evidéncias de hipertireoidismo, como auxiliar no estudo da
PAAF e na pesquisa de remanescentes tiredideos, apo6s intervencdes
cirurgicas para erradicacdo do cancer tiredideo (ASHCRAFT; van HERLE,
1981).

A USG, associada aos dados dos exames fisico e laboratorial, contribui
na avaliacdo dos nédulos tiredideos. Embora seja um exame operador-
dependente, a USG moderna € segura, proporciona imagens claras, tem boa
resolucdo e € amplamente disponivel no territério brasileiro (BUTCH;
SIMEONE; MUELLER, 1985; LEOPOLD, 1980). Associado as técnicas de
estudo Doppler, tornou-se um dos mais importantes instrumentos de
investigacdo morfoloégica da tiredide, refletindo sua permanente evolucédo e
aplicabilidade (NAIK; BURY, 1998; KERR, 2001). A USG trouxe maior
facilidade na determinacdo das dimensdes glandulares, sendo mais confiavel
que a palpacdo, mesmo quando realizada por profissionais inexperientes
(NAIK; BURY, 1998; KERR, 2001; PETERSON et al, 2000). A USG é também

util na diferenciacdo entre lesdes cisticas e sélidas, além de determinar a
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localizagdo exata e o tamanho de nodulos palpaveis e nao palpaveis
(incidentalomas) (PETERSON et al, 2000). Além disso, fornece caracteristicas
relacionadas a malignidade, como: homogeneidade, hipoecogenicidade,
microcalcificagdes, irregularidade, hipervascularizagdo central e auséncia de
“halo” ao Doppler. Permite também identificar linfonodos cervicais suspeitos
(SIMEONE et al, 1987). A especificidade da USG é de 88,7% na avaliacao pré-
operatéria de neoplasias foliculares e 92,3% para as nao foliculares (CAPPELLI
et al, 2006). Uma das limitagdes da USG ocorre quando se avaliam tumores
volumosos e/ou mergulhantes.

A glandula tire6ide pode ser avaliada também por outras técnicas de
imagem, como a radiografia simples, a tomografia computadorizada e a
ressonancia nuclear magnética. Cada uma delas com suas vantagens e
limitacées, mas sem indicacdes clinicas absolutas para realizagdo na maioria
dos pacientes (HOPKINS; READING 1995, LOEVNER, 1996). A principal
limitagdo das técnicas mencionadas, além dos custos, € a baixa especificidade
para o parénquima tiredideo. Outro moderno exame de imagem para avaliacao
do nédulo tireéideo é a tomografia computadorizada com emissao de pésitron,
ainda em fase experimental, mas com resultados promissores (de GEUS-OEI
et al, 2006).

Considerando que cada vez mais aparelhos de USG séao
disponibilizados, maior quantidade de lesbes menores de 1cm sera
diagnosticada (DAVIES; WELCH, 2006). Deve-se frisar que a maioria desses
microcarcinomas papiliferos de tiredide tem excelente prognéstico (ROTI et al,

2006), reforcando a importancia no diagnostico precoce. Além do estudo
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anatdmico da glandula tireéide, a USG é também adequada para auxiliar na
realizacdo da PAAF e melhorar sua sensibilidade permitindo a retirada de
material em pontos suspeitos.

O uso da puncao na avaliacdo do nédulo tiredideo foi introduzida década
de trinta, ao fazer uso de agulha calibrosa para obter amostras de tecidos para
estudo histoldgico. Posteriormente, outros autores utilizaram a técnica para
colheita de espécimes com o mesmo objetivo (KAPLAN, 2000). Atualmente, a
maioria dos centros pratica a técnica utilizando agulhas de menor calibre, que
geram amostras menores, porém suficientes para serem avaliadas a partir de
critérios citolégicos. O mérito da introdugdo da PAAF como ferramenta
diagnéstica é atribuida aos patologistas europeus, através de pesquisas
realizadas entre 1952 e 1977 (KAPLAN, 2000). Ao longo da década de 1980,
as opinides se dividiram entre os especialistas americanos, sobre a importancia
da PAAF, até que em 1981, Ashcraft e van Herle, fazendo revisdo sobre as
técnicas diagnosticas pré-operatorias para os nddulos tiredideos, concluiram
ser essa a melhor alternativa dentre as disponiveis. Mas, o ceticismo ainda
continuou por algum tempo entre os americanos (BLUM, 1984; HAJDU,;
MELAMED, 1984). Desde entdo, a PAAF tem conquistado, progressivamente,
maior aceitacdo (ANDERSON; WEBB, 1987; ASP et al, 1987), incluindo o
apoio da “American Thyroid Association” (SINGER et al, 1996), da “American
Association of Clinical Endocrinologists” (FELD et al, 2006), e seu emprego
tornou-se generalizado devido as vantagens apresentadas e confirmadas.

Atualmente, a PAAF é considerada como a ferramenta diagnostica mais

importante para os nddulos tiredideos, ndo sé por necessitar de material
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simples como seringa e agulha de calibre de 21 a 25, mas também por ser um
método seguro, eficaz, de baixo custo, de facil execucédo e bem tolerado pelo
paciente. O material retirado permite a realizacdo de imuno-histoquimica,
coloragdes especiais e estudos biomoleculares, além de fornecer informacgdes
Uteis no diagnédstico e planejamento da conduta. Quando poucas células estao
presentes na amostra, o diagnéstico fica impossivel e nova colheita torna-se
necessaria. A probabilidade em se obter diagndstico com o uso da PAAF varia
de acordo com a instituicdo, mas geralmente esta em torno de 80% das
amostras analisadas (SINGER et al, 1996). Dessas, 80% sao benignas, 10 a
15% sao suspeitas e 5% sao canceres. Pungdes indeterminadas podem estar
associadas a falhas na técnica, pouca experiéncia do patologista, ndédulos
pequenos, lesdes com componentes sélido e cistico e nddulos fibréticos.

Em maos experientes, existem poucas complicagcbes durante a
realizacdo da PAAF e essas podem ser: dor, hematoma, infeccéao e paralisia do
nervo laringeo recorrente. A disseminacdo de células tumorais pelo trajeto
percorrido pela agulha durante o exame aconteceu em 0,14% dos casos,

segundo os estudos de Ito et al (2005).

2.3. Comportamento bioldgico das doencas foliculares

Os diferentes clones celulares da glandula tiredide crescem e se
multiplicam de maneira nao uniforme, pois sofrem a acdo de estimulos
ambientais e de peptideos estimulantes do crescimento de maneira diferente
(APEL et al, 1995; KROHN et al, 1998). O aspecto policlonal determina

propriedades metabdlicas diferentes e podem gerar diferentes lesées (APEL et
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al, 1995; KROHN et al, 1998). Considera-se que a hiperplasia seja de origem
policlonal, enquanto a neoplasia de proliferacdo monoclonal de células
transformadas geneticamente. A andlise de clones celulares tem sido utilizada
na distincao entre hiperplasia e neoplasia (KOPP et al, 1994; APEL et al, 1995).

As doencas da tiredide sao derivadas das células foliculares em 95%
dos casos e, durante a progressdao de adenomas até carcinomas, representam
um modelo de transformacado maligna (KONDO; EZZAT, 2006). Esse espectro
de progressdo encontra-se unido a um modelo de defeitos intragénicos
cumulativos relacionados com diferenciacao tumoral, agressividade e potencial
metastatico (KONDO; EZZAT, 2006).

O modelo proposto para carcinogénese tiredidea estd baseado em
conceitos gerais e vias especificas. O rearranjo de genes envolvendo RET
proto-oncogene ou as mutacdes ao longo da via Ras/BRAF sao os
responsaveis pela maioria desses carcinomas (KONDO; EZZAT, 2006). Essas
anormalidades intragénicas sao consideradas eventos iniciais na
carcinogénese da tiredide. O comportamento e a progressdo sdao modificados
pela desregulacdo dos fatores de crescimento e seus receptores. Assim, 0s
fatores de risco, como a exposicdo a radiacdo, induzem a instabilidade
gendmica através de mecanismos diretos e indiretos, resultando em alteragbes
genéticas envolvendo a via sinalizada pela Proteina Quinase Ativada por
Mitégenos (MAPK). A ativagdo oncogénica da MAPK aumenta a instabilidade
gendmica, conduzindo a alteracdes genéticas posteriores, envolvendo outras

vias reguladoras do ciclo celular e moléculas de adesdo. Esses eventos
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promovem a progressao do carcinoma bem diferenciado para carcinoma pouco
diferenciado (KONDO; EZZAT, 2006).

Baseadas nas observacgoes clinicas, histolégicas e moleculares, trés vias
diferentes sao propostas para a proliferagdo neoplasica das células foliculares.
Defeitos genéticos resultantes da ativacdo do RET ou BRAF sédo eventos
precoces iniciais, relacionados com a exposi¢ao a radiacao (KONDO; EZZAT,
2006). A baixa expressao do p27"! que é inibidor da quinase e dependente
da ciclina, e a forte expressédo da ciclina D1 sdo importantes preditores de
metastase linfatica no carcinoma papilifero. A maioria dos carcinomas
indiferenciados ou pouco diferenciados se origina dos carcinomas bem
diferenciados através de eventos genéticos adicionais, incluindo o acumulo

nuclear de B-catenina e a inativacao de p53 (KONDO; EZZAT, 2006).

2.4. Expressao de moléculas em doencas tiredideas

Os marcadores tumorais estdo presentes em células tumorais e as
diferenciam das células normais. As etapas evolutivas envolvidas na
transformacao das lesdes pré-neoplasicas em neoplasias malignas, encontram-
se representadas através de vias moleculares onde os seus componentes sao
potenciais marcadores tumorais. Os marcadores tumorais podem ser genes ou
seus produtos expressos em células normais ou em células tumorais, nessas,
de forma aberrante. As alteracdes genéticas que levam a produgdo de
marcadores tumorais sdo: mutacdo pontual, amplificacdo génica, rearranjo

génico e hiperexpressao (ASA, 2005; GURE et al, 2005).
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Assim, os estudos consideram os marcadores envolvidos nos processos
funcionais das células (SAVIN et al, 2006; FAGGIANO et al, 2007) e aqueles
que promovem crescimento tumoral. Os marcadores tumorais encontram-se
divididos em grupos, de acordo com o estagio da carcinogénese onde estejam
envolvidos, ou seja, supressao tumoral, angiogénese, invasao tumoral,
potencial metastatico e resposta imune (GUMURDULU et al, 2003; JAKUBIAK-
WIELGANOWICZ et al, 2003).

Alguns marcadores ja foram analisados nas doencas da tiredide. A
expressao de TPO (“thyroid peroxidase”) foi investigada em 215 pacientes com
doencas neoplasicas e nao neoplasicas da tiredide por Savin et al (2006). A
sensibilidade de 89,9% para cancer e especificidade de 64,4% para lesdes
benignas obtidas nao fornece seguranca suficiente para o diagnostico de
lesbes benignas e para diferencia-las de malignas.

Kamoshida et al (2000) estudaram a expressdo dos antigenos
sanguineos DU-PAN-2 (“pancreatic-cancer-associated antigen”), CA19-9
(“carbohydrate antigen 19-9”), Lewis? (Le?) e Lewis® (Le®) em 95 tumores de
tiredide e verificaram que esses antigenos ndo se expressavam em tecido
normal, mas sim em adenomas foliculares, onde sua expressao era de 7% e
21%, respectivamente. Entre os casos de carcinomas foliculares, a expressao
do CA19-9 foi limitada a um caso (4%); negativa para DU-PAN-2 e fraca ou
sem nenhuma expressdo para Le® ou Le®. Em contraste, DU-PAN-2, CA19-9,
Le? e Le® foram expressos, respectivamente, em 98%, 84%, 33% e 49% dos 43

casos de carcinomas papiliferos.
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As evidéncias da participacdo da COX-2 (ciclooxigenase-2) na
tumorigénese através da promocado, da angiogénese, da estimulagdo do
crescimento celular, da inducao das metaloproteinas e da inibicdo da apoptose,
conduziram Haynik e Prayson (2005) a observarem que a sua expressao era
de 26% dos casos de carcinoma folicular e 29% dos casos de adenoma
folicular com invasao capsular incompleta. Além disso, seus resultados
demonstraram a existéncia de possivel correlagdo entre a expressao da COX-2
com o aumento da recidiva tumoral.

A galectina-3 (GAL3) é membro de uma familia de beta-galactosideos
ligados as lectinas animal. E encontrada amplamente nos tecidos humanos
com distribuicédo diferente no interior da célula (restrita ao nucleo; no citoplasma
e/ou na superficie celular), de acordo com o tipo e estado funcional. A GAL3 é
produzida por macréfagos, células endoteliais e epiteliais (c6lon, mama, rim) e
encontra-se associada a varias condic¢des fisioldgicas e patoldgicas, inclusive
nos processos envolvidos na carcinogénese (ORLANDI et al, 1998;
BARTOLAZZI et al, 2001). Sua expressao é restrita as malignas de origem
folicular nas quais as PAAF mostraram alta especificidade e sensibilidade na
diferenciacao de adenomas e carcinomas (ORLANDI et al, 1998). Um estudo
multicéntrico conduzido, em 2001, pelo Dr A. Bartolazzi validou o papel da
GAL3 no diagnéstico diferencial dos adenomas foliculares e carcinomas
folicular e papilifero, com especificidade e sensibilidade superiores a 95% em
espécimes cirurgicos e citologicos (BARTOLAZZI et al, 2001).

Prasad et al (2005), avaliando a expressao de GAL3, fibronectina-1

(FN1), CITED1 (“CBP/p300-Interacting Transactivators with glutamic acid [E]
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and aspartic acid [D]-rich C-terminal domain1”), citoqueratina 19 e HBME1
(“Hector Battifora Mesothelial cell’) em tecidos tireéideos neoplasicos e nao
neoplasicos detectaram significativa associagdo dos cinco marcadores com
malignidade e elevada especificidade (>90%) quando comparados aos
adenomas. Esses autores observaram que a expressao de GAL3, FN1 e
HBME1, sozinhos ou em associacéo, era de 100% dos carcinomas e 24% dos
adenomas. Quando utilizados em associacao, contribuiram para o aumento da
especificidade na determinacao de doencas malignas em relacao as benignas,
de acordo com presenca ou auséncia dessas proteinas. Nas doencas nao
neoplasicas, as proteinas GAL3, CK19 e CITED1 foram expressas focalmente,
em contraste com a expressao difusa encontrada nos carcinomas.

O marcador tumoral c-erbB-2 tem sido citado como importante fator
progndstico em varios tipos de tumores, mas o papel dessa oncoproteina nos
tumores de tiredide ainda é controverso. Gumurdulu et al (2003) investigaram a
sua expressao em diferentes tumores tiredideos de 68 pacientes e observaram
coloragao positiva em 58% dos adenomas foliculares, 50% dos carcinomas
papiliferos, 40% dos carcinomas foliculares e 75% dos carcinomas medulares.
Os casos de carcinoma anaplasico apresentaram coloracao negativa.

Fatores de transcricdo especifico da tiredide (Pax8 - “paired-box-protein
8", TTF-1 — “thyroid transcription factor-1” e TTF-2 — “thyroid transcription
factor-2”) parecem ser decisivos na diferenciacdo e organogénese tiredidea a
tal ponto que Nonaka et al (2007) determinaram a expressdao desses
marcadores em 94 casos de neoplasias tiredideas. Todos foram expressos em

carcinomas papiliferos, adenomas e carcinomas foliculares e carcinomas
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anaplasicos. O Pax8 esteve expresso em 79% dos carcinomas anaplasicos,
enquanto o TTF-1 e o TTF-2 o foram em somente 18% e 7%, respectivamente.
Os autores concluiram que o Pax8 mostrou-se util para o diagnéstico de
carcinoma anaplasico.

A colagenase tipo IV 72-kd, conhecida como metaloproteinase-2 (MMP-
2) e a MMP-1 fazem parte de um grupo de endopeptidases que digerem a
matriz intercelular e facilitam a invasdo e metédstase de células malignas (RAY;
STETLER-STEVENSON, 1994). Patel et al (2002) verificaram que a expressao
de MMP-1 foi significativa estatisticamente em carcinomas papilifero e folicular
guando comparada com as lesdes benignas, porém sem relagdo com invasao,
metastase e recidiva. J& a expressao foi positiva para MMP-2 em todos os
casos de carcinomas estudados por Campo et al (1992), bem como em 9/11
metastases, sugerindo também a relacdo com a agressividade do tumor.
Entretanto, nos estudos de Patel et al (2002) e Campo et al (1992), a
expressdao foi positiva também em condicdes benignas que sofrem
remodelamento ou reparo (inflamagéo).

Bosolo et al (1997) correlacionaram a expressao de bcl-2 e p53 nos
mecanismos de apoptose e de proliferacdo em carcinomas de tiredide e
verificaram que os dados sugerem a relacdo inversa da expressao de bcl-2
com a apoptose, enquanto a expressao de p53 esta diretamente relacionada a
esse evento celular no carcinoma papilifero. Porém, ndo houve correlacdo com
0 seguimento dos pacientes nos parametros estudados.

Outros marcadores com potencial para contribuir na precisdo do

diagndéstico e na terapéutica das lesdes tiredideas séo: fator de crescimento do
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fibroblasto (FGF), fator de crescimento do hepatécito (FGH) e seu receptor met,
CD44V6e e CD57, CD82, HMGI(Y), MUC1, CEACAM1 e o $S100C;

recentemente revisados por Asa (2005).

2.5. Antigenos CTA (antigenos tumorais especificos)

Antigenos tumorais especificos (CTA) sao predominantemente
expressos em ceélulas testiculares normais, como também em diferentes tipos
histoldgicos de canceres (SCANLAN et al, 2002 e 2004; ZENDMAN et al, 2003;
SIMPSON et al, 2005). No testiculo, os CTAs sao expressos exclusivamente
em células da linhagem germinativa com marcante variacdo no padrao de
expressao protéica, durante diferentes estdgios do desenvolvimento do
esperma. Da mesma forma, essa expressao heterogénea também é observada
em tumores malignos (SCANLAN et al, 2002; ZENDMAN et al, 2003). A maioria
dos CTAs nao tem funcédo bioldgica especifica conhecida, mas seu
envolvimento nas sinalizacdo, transcricdo, translacdo e recombinacao
cromossomial tem sido proposto (ZENDMAN et al, 2003; SIMPSON et al,
2005). Também tem sido proposta, que a expressao aberrante dos CTAs em
tumores resume a programacdo génica das células germinativas e esta
relacionada a algumas caracteristicas do fenotipo neoplasico tais como:
imortalidade, invasividade, evasdo imune e capacidade metastatica (OLD,
2001; Simpson et al, 2005).

Por causa do padrao de expressao especifico nos tecidos neoplasicos,
os antigenos tumorais especificos sao considerados alvos ideais para

imunoterapia (SCANLAN et al, 2002; BODEY, 2002). Esse beneficio tem sido
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observado em pacientes imunizados com MAGE-A e NY-ESO-1, com
resultados animadores apés a imunizacao (MARCHAND et al, 1999; JAGER et
al, 2000; CHEN et al, 2004). Entretanto, como os CTA sdo expressos em um
pequeno grupo de tumores humanos e em uma fracdo dos casos, a
identificacdo de outros CTAs € decisivo para enriquecer os atuais protocolos de
imunoterapia. Atualmente, encontram-se descritas 44 familias distintas de
CTAs e multiplos membros em cada familia, resultando em 89 copias no total
(SIMPSON et al, 2005). Demonstrou-se que dezenove CTAs sao capazes de
induzir resposta imune em humanos (tanto humoral e/ou celular) (PARMIGIANI
et al, 2006).

Varios desses antigenos tém sido utilizados como ferramentas para
isolar genes que codificam antigenos reconhecidos nos tumores, como
acontece na familia MAGE. Essa familia inclui, pelo menos, 17 genes
denominados de MAGE-1 a 12 (atualmente, MAGE-A1 a MAGE-A12), MAGE-
B1 a B4 e MAGE-C1 (ou CT7) (De PLAEN et al, 1994; LUCAS, et al, 1998;
LURQUIN et al, 1997).

Entre os trabalhos utilizando CTAs em doencas da tiredide,
Ruschenburg et al (1999) demonstraram a utilidade da expressdo dos genes
MAGE-A1 e GAGE-1/-2, como informacdo adicional no diagnéstico do
carcinoma papilifero da tiredide, eliminando as armadilhas da diferenciacao
citolégica com bocioS adenomatosos. Na amostra analisada, 30% dos casos
apresentaram expressao a pelo menos um dos antigenos. Maio et al (2003)
avaliaram a expressao de CTAs em amostras de 23 pacientes com diagndstico

de carcinoma medular esporadico da tire6ide e observaram que o NY-ESO-1
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foi expresso em 54,5% dos casos. Milkovic; Sarcevic e Glavan (2006)
observaram a expressdo do MAGE-A3 em 60 pacientes com diferentes tipos
histoldgicos de carcinoma de tiredide e detectaram maior freqiéncia de reacéo
intensa nos pacientes com infiltracéo linfatica e relagdo inversa com o tamanho

dos tumores.

2.6. Os antigenos MAGE-A4 e MAGE-C1

A familia do gene MAGE (“melanoma antigen”) € expressa, quase
exclusivamente, em tecidos com cancer (De PLAEN et al, 1994; GAUGLER et
al, 1994), além de ser o sistema melhor estudado atualmente. Os genes MAGE
sdo ativados nas espermatogonias, e inativados em células somaticas. Em
canceres, esses genes sao ativados e as proteinas codificadas sdo expressas
em varios tipos histolégicos (GAUGLER et al, 1994). Como esses antigenos
estdo presentes, eles podem expressar moléculas HLA classe |, funcionando
como antigenos especificos e servindo de base para o uso de terapéutica
imunoterapica.

O gene MAGE-A4 apresenta dois alelos que codificam as proteinas
MAGE-A4a e MAGE-A4b, essas diferindo em apenas um aminoacido (De
PLAEN et al, 1994). O MAGE-A4 nao é expresso somente em células
germinativas masculinas, mas também na placenta onde nao estao presentes
moléculas HLA da classe | (GAUGLER et al, 1994). Além disso, a placenta
produz enzimas supressoras da atividade das células T (MUNN et al, 1998). O
MAGE-A4 é freqlentemente expresso em carcinomas do eséfago (63%), do

pulmado (51%), da bexiga (33%) e em melanomas metastaticos (28 %). Em
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cabeca e pescoco ele foi identificado em 53 % dos casos por RT-PCR
(DUFFOUR et al, 1999). Quando uma amostra de tumor mostra-se positiva
para MAGE-A4, esse antigeno é geralmente expresso fortemente. Antigenos
derivados do MAGE-A4 podem, assim, ser valiosos para imunoterapia contra o
cancer. Por enquanto, tais antigenos ainda nao foram identificados (DUFFOUR
et al, 1999).

O MAGE-A4 tem sido estudado nos ultimos anos e sua expressao tem
sido detectada em melanomas (BRASSEUR et al, 1995; PRASAD et al, 2004;
KAZAKQV et al, 2004) e em varios outros tumores (PEIKERT et al, 2006;
BANDIC et al, 2006; MUEHLEISEN et al, 2007), mas h& poucas citacdes em
canceres de tiredide.

O MAGE-C1 é outro membro da familia MAGE de antigenos tumorais
especificos. Ele também é conhecido como CT7 (CHEN et al, 1998) e esta
localizado em Xq26-Xq27 (LUCAS et al, 1998). O gene codifica uma suposta
proteina de 1142 aminoacidos. Seu antigeno induz resposta imune somente
humoral e € identificado no estudo imuno-histoquimico pelo anticorpo CT7-33.
Em levantamentos da freqiéncia da expressdo do MAGE-C1 em varios
tumores, foi observada sua presenca, principalmente em melanoma cutaneo
(46%), em cénceres de mama (15%) e de célon (10%) (LUCAS et al, 1998).
Em cabeca e pescogo expressou-se em 9,5% dos casos analisados por RT-
PCR. Embora a maioria dos antigenos tumorais especificos da familia MAGE
tenha sido investigada em mieloma mdultiplo e observada em 40% dos
pacientes (van BAREN et al, 1999), a expressao do MAGE-C1 em mieloma nao
tem sido estabelecida. Para avaliar o gene CT7 como um alvo em potencial
para imunoterapia do cancer, a analise de sua expressdo antigénica em

47



Revisdo de Literatura

diferentes tumores torna-se essencial (LIM et al, 2001). Testes imuno-
histoquimicos com MAGE-C1 (CT7-33), principalmente quando associados a
outros CTAs, tém sido investigados com o objetivo de desenvolver vacinas

contra o cancer.
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Objetivos

O presente estudo em doencas foliculares benignas e malignas da

glandula tiredide visa:

¢ Analisar a expressao imuno-histoquimica dos antigenos MAGE-A4

e MAGE-C1;

e Avaliar as caracteristicas diagndsticas e progndésticas relacionadas

a imunomarcacao dos antigenos MAGE-A4 e MAGE-C1.
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Materiais e Métodos

4.1. Selecao dos casos e revisao histologica

A partir do arquivo do Servigco de Endocrinologia do Hospital das Clinicas
da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto da Universidade de Sao Paulo
(HCFMRP-USP), foram selecionados 207 casos de lesdes tiredideas de origem
no epitélio folicular, provenientes de tireoidectomias parciais ou totais.

Como critérios de inclusdo foram necessarios 0s seguintes dados
clinicos e macroscépicos disponiveis: representacdo adequada da lesao,
processamento histolégico apropriado e disponibilidade de blocos de parafina
em boas condicoes.

Foram excluidos os individuos cujos blocos de espécimes armazenados
ndo possuiam area de tecido representativo das doencas estudadas e com
prontuarios incorretamente preenchidos.

Os critérios de inclusado especificos para as lesdes foliculares da tiredide
foram:

e Bocio coléide: presenca de foliculos grandes com coléide abundante
variando em forma e tamanho. Auséncia de capsula bem formada, em
maior aumento. As células de revestimento dos foliculos com aspecto
cuboide ou colunar baixa, niveladas e alinhadas em Unica camada.

e Adenoma folicular: as células de revestimento dos foliculos com
aspecto uniforme e semelhante aquelas dos foliculos normais.
Presenca de foliculos pequenos e, geralmente, sem coléide. Algumas

figuras de mitose e capsula fibrosa integra caracteristica, variando em
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espessura. O parénquima adjacente comprimido. As invasdes
capsular e vascular estdo ausentes.

e Carcinoma papilifero: presenca de aumento e irregularidade nuclear,
presenca de corpos psamomatosos, nucleos claros ou em vidro fosco,
fendas e pseudoinclusdes nucleares.

e Carcinoma folicular: evidéncias de diferenciacéo de células foliculares,
com auséncia das caracteristicas nucleares do carcinoma papilifero,

porém sao verificadas invasdes capsular e vascular.

Para este estudo retrospectivo, de caso-controle, foram incluidos 70
casos operados no Servico de Cirurgia de Cabeca e Pescoco do HCFMRP-
USP, no periodo de 1991 a 2005, sendo 20 bécios coldides, 10 adenomas
foliculares, 16 carcinomas foliculares e 24 carcinomas papiliferos. Para o
grupo-controle, selecionamos 10 casos de necropsias com tecido tiredideo sem
doencas.

As respectivas laminas e blocos foram obtidas do arquivo do
Departamento de Patologia do HCFMRP-USP e os casos foram revistos por
dois observadores independentes. Em relacdo ao processamento tecidual, as
pecas cirurgicas foram fixadas em formalina tamponada a 10% por um periodo
nao superior a 48 horas, clivadas e obtidas areas representativas da neoplasia,
que foram entdo emblocadas em parafina para obtencdo dos cortes
histolégicos de 4um de espessura que foram corados com hematoxilina e
eosina (H&E). Os diagnosticos foram realizados segundo os critérios da

classificacao mais recente da Organizacdo Mundial da Saude para os tumores
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tiredideos (DeLELLIS; WILLIAMS, 2004).

Os dados clinicos e macroscopicos disponiveis foram coletados (idade e
sexo do paciente, tamanho do nddulo, multicentricidade, invasdo vascular e
capsular, extensdo extraglandular, presenca de metastases ganglionares e

hematogénicas).

4.2. Exame imuno-histoquimico

Para cada caso foi selecionado um bloco representativo para a
realizacdo das reacdes imuno-histoquimicas, sendo obtidos cortes seriados de
4um em laminas com solucdo adesiva de 3-amino-propyltriethoxy-silano
(Sigma Chemical Co. ®, St. Louis, MO/USA).

Os anticorpos utilizados para as reagdes imuno-histoquimicas foram:
MAGE-A4 (57B, 1:4.000 em tampao EDTA 1mM, pH 8,0 - Ludwig Institute, NY)
e MAGE-C1 (CT 7-33, 1:32.000, solucao de &cido citrico 10mM, pH 6,0 -
Ludwig Institute, NY).

Para evitar reacdo endogena devido a presenca de biotina e avidina,
foram utilizados polimero dextran e sistema de amplificacdo enzimatica
NovoLink (Novocastra, UK). Resumidamente, cortes teciduais de 4um foram
submetidos a recuperagao antigénica pelo calor por 3 minutos em steamer,
com solucdo de acido citrico 10mM/pH 6.0. O bloqueio da peroxidase
endogena foi realizado com solugédo aquosa de peréxido de hidrogénio a 6%. A
incubagdo com o anticorpo primario foi feita a 37° C em camara umida a 4°C
por 12 horas (“overnight”). A incubagcdo com anticorpo secundario, diluido em

PBS, foi realizada por 30 minutos a 37°C. Apés lavagens em PBS, os cortes
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foram incubados por 30 minutos a 37°C com o sistema amplificador Novolink.
Por fim, os cortes histolégicos foram lavados em agua corrente por 10 minutos,
contracorados com Hematoxilina de Harris por 10 segundos, novamente
lavados em agua corrente, desidratados em etanol e diafanizados em xilol. A
montagem das laminas foi realizada em resina Permount (Fisher Scientific®,
Fair Lawn, NJ/USA, c6d. S15-100).

Para cada bateria de reagdo foram utilizados controles positivos
(testiculo - no caso de CTA) como observados nas Figuras 1A e 2A. Os
controles negativos foram estabelecidos através da omissdo do anticorpo
primario, que foi substituido por tampao PBS (“blank”), conforme demonstrado

nas Figuras 1B e 2B.

Figura 1. Microfotografia de amostra de testiculo com imunomarcac¢do do antigeno
MAGE-A4 pela expressao do anticorpo monoclonal 57B (100x). (A) Controle positivo.
(B) Controle negativo.
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Figura 2. Microfotografia de amostra de testiculo com imunomarcagado do antigeno
MAGE-C1 pela expressdao do anticorpo monoclonal CT7-33 (100x). (A) Controle
positivo. (B) Controle negativo.

4.3. Anadlise das reacoes

Foram realizadas em microscépio de mudltipla observacao, por dois
observadores independentes, patologistas cirirgicos com experiéncia na area,
com desconhecimento da identidade dos casos e definidas mediante consenso.
As reacoes foram classificadas subjetivamente quanto a extensdo da

imunomarcacao em:

Zero: até 5% das células neoplasicas marcadas.

1+: 5 — 25% das células neoplasicas marcadas.

2+: 25 — 50% das células neoplasicas marcadas.

3+: 50 — 75% das células neoplasicas marcadas.

4+: > 75% das células neoplasicas marcadas.

Para fins de andlise estatistica, ndo foram consideradas as intensidades

das reagdes. Foi considerada imunomarcagao positiva quando mais de 50%
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das células neoplasicas foram marcadas (classificagcdo 3+ e 4+).

4.4. Aquisicao das fotomicrografias

Foi utilizado um sistema digital de aquisicdo de imagens da marca
ZEISS composto de microscopio Axioskop 2 plus, camera digital Axiocam HRc
e 0 programa Axiovision 4.6.3. Para rodar o programa e guardar as imagens foi

utilizado um computador Satélite® INT modelo Pentium 4 Intel®.

4.5. Analise estatistica

Os resultados foram expressos como valores médios (idade dos
pacientes e tamanhos dos ndédulos), porcentagem ou numeros absolutos.
Tabelas de contingéncia foram elaboradas para testar a associacao entre as
variaveis qualitativas. O teste do Chi-quadrado (Pearson) foi utilizado na
analise estatistica dos resultados. Para as variaveis quantitativas (idade e
didmetro do nédulo) foi empregada a técnica de analise de variancia (ANOVA -
Analysis of Variance) para a comparag¢ao das medias. A estatistica do teste foi
a F-Fisher. Dois valores foram considerados significativamente diferentes

quando p< 0,05.

4.6. Etica
O projeto de pesquisa foi devidamente submetido e aprovado pelo
Comité de Etica em Pesquisa - CEP da Unidade de Pesquisas Clinicas do

HCFMRP-USP (Processo n°11.167/2007 - Anexo 1).
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Resultados

Apos levantamento de todos os pacientes com lesbes foliculares da
tireGide e aplicagdo dos critérios de inclusdo, foram selecionados os 70
pacientes participantes do estudo, que apds o processamento tecidual de seus
blocos de parafina, revisdo das laminas, classificacdo histolégica e aplicacéao
dos exames imuno-histoquimicos, foram divididos em quatro grupos.

Nos grupos com doencas benignas foram observados os seguintes
dados clinicos: idade, sexo, localizagdo do nédulo, tamanho em centimetros
observado a macroscopia, doenca e expressdao dos antigenos MAGE-A4 e

MAGE-C1 (Tabela 1).
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Tabela 1. Caracteristicas demograficas, tumorais e sua relagdo com a
expressao dos antigenos MAGE-A4 e MAGE-C1 em doencgas benignas.

Paciente Idade Sexo Localizagdéo Tamanho Doen¢a MAGE-A4 MAGE-C1
1 18 F Lobo D 2,0 Bécio - -
2 39 F Lobo D 1,0 Bécio - -
3 58 F Lobo E 1,5 Adenoma - -
4 60 F Lobo D 3,0 Bécio - -
5 29 F Lobo D 2,0 Bécio - -
6 43 F Lobo D 1,0 Bécio - -
7 48 M Lobo E 2,5 Bécio - -
8 32 F Lobo E 1,0 Adenoma - -
9 51 F Lobo D 2,0 Adenoma - -
10 45 F Lobo D 4,0 Bécio - -
11 42 F Lobo E 5,0 Bodcio - -
12 46 F Lobo D 3,0 Adenoma - -
13 53 F Lobo D 2,0 Bécio - -
14 28 F Lobo E 4,0 Bécio - -
15 49 F Lobo D 2,5 Bécio - -
16 25 F Lobo E 4,0 Adenoma - -
17 56 M Lobo D 3,0 Bécio - -
18 31 F Lobo D 2,0 Bécio - -
19 38 F Lobo E 1,5 Adenoma - -
20 42 F Lobo D 2,7 Bécio - -
21 36 F Lobo D 8,0 Adenoma - -
22 55 F Lobo D 5,0 Bécio - -
23 43 F Lobo D 5,0 Bécio - -
24 51 F Lobo D 3,5 Adenoma - -
25 42 F Lobo E 3,0 Bécio - -
26 39 F Lobo D 2,5 Adenoma - -
27 43 F Lobo D 2,0 Bécio - -
28 50 M Lobo D 3,5 Bécio - -
29 36 F Lobo E 3,0 Bécio - -
30 38 F Lobo D 5,0 Adenoma - -

Conforme observado na Tabela 1, a distribuicdo, segundo o sexo,

revelou que 90% dos pacientes com doencas foliculares benignas eram

mulheres, com proporgdo entre mulheres e homens de 9:1. A média de idade

nesse grupo foi de 42,9 anos com desvio padrdo de 9,88 anos e mediana de 43

anos. Na avaliacao clinica, podemos observar que o tamanho dos nédulos em

funcédo do maior diametro obteve média de 3,0 + 1,53 cm (1 a 8cm). Vinte e um

casos tinham tumores localizados no lobo D da glandula tiredide e nove casos
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no lobo E. Nao foi detectada imunomarcacao em tecido tire6ideo normal em
nenhum grau de intensidade.

Da mesma forma, no grupo dos tumores benignos, nao foi observada
imunomarcacao dos antigenos MAGE-A4 e MAGE-C1 de qualquer grau de
intensidade em nenhuma das amostras. Na Figuras 3 e 4 sdo mostradas as

reacdes de imunomarcacdo em amostras de bdcio coldide e adenoma folicular,

respectivamente.

Figura 3. Microfotografia de amostras com imunomarcacdo dos antigenos em bdcio
coléide. (A) Microfotografia de amostra de glandula tiredide normal (H&E, 100x). (B)
Microfotografia de amostra de boécio coldide (H&E 100x). (C) Microfotografia de
amostra de bécio coléide com imunomarcagao negativa para MAGE-A4 (100x). (D)
Microfotografia de amostra de bécio coldéide com imunomarcagdo negativa para
MAGE-C1 (100x).
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Figura 4. Microfotografia de amostras com imunomarcacdo dos antigenos em
adenoma folicular. (A) Microfotografia de amostra de glandula tiredide normal (H&E,
100x). (B) Microfotografia de amostra de adenoma folicular (H&E 50x). (C)
Microfotografia de amostra de adenoma folicular com imunomarcag¢ao negativa para
MAGE-A4 (100x). (D) Microfotografia de amostra de adenoma folicular com
imunomarcacao negativa para MAGE-C1 (100x).

Para os grupos com carcinoma papilifero e folicular foram observados
parametros clinicos e patolégicos: idade, sexo, localizagdo, tamanho do tumor
(cm) observado a macroscopia, doenga, infiltragdo angiolinfatica e expressao

dos antigenos MAGE-A4 e MAGE-C1 (Tabela 2).

62



Resultados

Tabela 2. Caracteristicas demograficas, tumorais e sua relagdo com a expressao dos
antigenos MAGE-A4 e MAGE-C1 com doengas malignas.

Paciente Idade Sexo Localizacaéo Tamanho Doenca Infiltracao MAGE- MAGE-

angiolinfatica Ad C1
1 51 F Lobo D 4.5 Folicular - - -
2 39 F Lobo D 5,8 Folicular - - -
3 28 F Lobo E 1.7 Folicular + - -
4 71 F Lobo E 2,5 Folicular - - -
5 37 F Lobo D 1,8 Folicular + - -
6 55 M Lobo E 5,0 Folicular + - -
7 43 F Lobo D 8,0 Folicular - - -
8 48 M Lobo D 2,5 Folicular + - -
9 49 F Lobo E 3,5 Folicular + - -
10 45 F Lobo D 6,0 Folicular - - -
11 64 M Lobo D 4,0 Folicular + - -
12 42 F Lobo E 3,0 Folicular - - -
13 71 F Lobo D 2,5 Folicular - - -
14 53 F Lobo E 4,0 Folicular - - -
15 20 F Lobo E 4,0 Folicular - - -
16 50 F Lobo D 3,5 Folicular - - -
17 44 F Lobo D 0,6 Papilifero - - -
18 78 F Lobo D 4,2 Papilifero + - -
19 56 F Lobo E 5,0 Papilifero - - -
20 46 F Lobo D 6,0 Papilifero + - -
21 62 F Lobo D 2,8 Papilifero - - -
22 75 M Lobo E 3,5 Papilifero + - -
23 39 F Lobo D 3,0 Papilifero + - -
24 29 F Lobo D 2,5 Papilifero + - -
25 55 F Lobo D 6,0 Papilifero - - -
26 62 F Lobo E 1,5 Papilifero - - -
27 39 F Lobo D 1,5 Papilifero - - -
28 58 F Lobo D 2,7 Papilifero + - -
29 24 M Lobo D 3,6 Papilifero + - -
30 34 F Lobo E 3,0 Papilifero + - -
31 23 F Lobo E 1,2 Papilifero + - -
32 40 F Lobo D 1,6 Papilifero - - -
33 21 F Lobo E 5,0 Papilifero - - -
34 69 F Lobo D 3,2 Papilifero - - -
35 74 F Lobo D 2,3 Papilifero - - -
36 78 F Lobo E 3,9 Papilifero - - -
37 26 F Lobo D 1,6 Papilifero + - -
38 21 F Lobo E 3,8 Papilifero - - -
39 60 F Lobo E 4,5 Papilifero + - -
40 59 M Lobo D 8,0 Papilifero + - -

Ao considerar a casuistica para as doengas malignas, a distribuicao,
segundo o0 sexo, revelou que 85% dos pacientes com doencas foliculares

malignas eram mulheres, com proporcao entre mulheres e homens de 8,5:1,5.
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A média de idade para essa doenca foi de 48,45 anos, com desvio padrao de
17,0 anos e mediana de 48 anos. Na avaliagao clinica, podemos observar que
o tamanho dos nédulos em funcdo do maior didmetro obteve média de 3,63 *
1,73cm (0,6 a 8cm). No grupo com carcinoma folicular, a localizacdo do tumor
foi predominantemente no lobo direito em relacdo ao lobo esquerdo (1,5:1).
Entre os casos de carcinoma papilifero, a localizacdo do tumor foi em nove
casos no lobo esquerdo e em 15, no lobo direito. A invasdo angiolinfatica foi
observada em 37,5% dos pacientes com carcinomas foliculares e 50% dos
pacientes com carcinoma papilifero.

Para os tumores malignos, o estudo da expressao dos antigenos MAGE-
A4 e MAGE-C1 foi negativa pelo método utilizado. A expressédo dos anticorpos
monoclonais 57B e CT7-33 dessas amostras estd demonstrada nas Figuras 5 e
6. Nem mesmo nos casos avangados com invasdo angiolinfatica foram

observadas imunomarcagéao positiva.
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Figura 5. Microfotografia de amostras com imunomarcagdo dos antigenos em
carcinoma folicular. (A) Microfotografia de amostra de glandula tiredide normal (H&E,
100x). (B) Microfotografia de amostra de carcinoma folicular (H&E 100x). (C)
Microfotografia de amostra de carcinoma folicular com imunomarcag¢ao negativa para
MAGE-A4 (100x). (D) Microfotografia de amostra de carcinoma folicular com
imunomarcagao negativa para MAGE-C1 (100x).
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Figura 6. Microfotografia de amostras com imunomarcacdo dos antigenos em
carcinoma papilifero. (A) Microfotografia de amostra de glandula tire6ide normal (H&E,
100x). (B) Microfotografia de amostra de carcinoma papilifero (H&E 100x). (C)
Microfotografia de amostra de carcinoma papilifero com imunomarcagao negativa para
MAGE-A4 (100x). (D) Microfotografia de amostra de carcinoma papilifero com
imunomarcacao negativa para MAGE-C1 (100x).

Entre as amostras foliculares benignas, ndo houve associacdo entre
essas doencas e a imunomarcacado dos antigenos MAGE-A4 e MAGE-C1,
portanto sem significancia estatistica.

No grupo de amostras de doencas foliculares malignas, também nao foi

possivel observar-se associacdo entre as doencas e a imunomarcacao dos
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antigenos MAGE-A4 e MAGE-C1. Da mesma forma, ndo foi possivel
correlacionar essas caracteristicas com os dados clinicos e macroscéopicos
coletados (idade e sexo do paciente, tamanho do nodulo, multicentricidade,
invasao vascular e capsular, extensdo extraglandular, presenca de metastases

ganglionares e hematogénicas), portanto sem significancia estatistica.
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Discussao

6.1. Diagnéstico das doencas tiredideas

O diagnéstico das alteracdes tiredideas, como de todas as doencas do
corpo humano, depende dos dados da histdria clinica, do exame fisico e dos
exames complementares. Entre esses exames destacam-se a PAAF e a USG
que tém, ultimamente, emergido como ferramentas imprescindiveis no auxilio
diagnéstico dos nodulos tiredideos, sendo utilizadas para melhorar a
capacidade de identificar alteracbes patoldgicas de alto risco e orientar o inicio
da terapéutica a ser adotada (DAVIES; WELCH, 2006). Porém, como a
importancia dessas alteracées tem sido colocada em duavida, pesquisas tém
sido realizadas no mundo inteiro visando obter contribuicbes para que esse
diagndstico seja mais preciso. Foi com esse intuito que iniciamos este estudo.

Os tumores da tiredide, caracterizados por crescimento a partir das
células foliculares, constituem as mais freqlentes lesdes encontradas pelos
patologistas, representando desafios na interpretacdo histopatolégica. Como
tumores de tiredide de padrdo folicular, incluem-se desde lesdes benignas
(b6cios adenomatosos e adenoma folicular) até lesbes malignas (carcinoma
folicular). Além desses, outros tipos de tumores tiredideos pertencentes a
categorias diferentes podem se apresentar histologicamente com padrao
folicular, como o carcinoma papilifero variante folicular e o carcinoma medular.
As caracteristicas histolégicas e os critérios diagnosticos usados para distinguir
entre essas lesdes, freqientemente sao sutis e subjetivas (HIROKAWA et al,

2002; LIVOLSI; MERINO et al, 1994; SUSTER, 2006). Andlises através da
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imuno-histoquimica e estudos em biologia molecular tém sido utilizados na
tentativa de esclarecer o diagnoéstico, mas ainda n&o alcangaram um nivel de
confianga aceitavel para serem introduzidos na rotina dos laboratérios de
Patologia (CERILLI et al, 2002; WEBER et al, 2005). Por isso, impde-se a
necessidade de encontrar marcadores mais objetivos para, melhor que a
morfologia classica, caracterizar essas lesdes. Embora varios marcadores
tenham sido propostos, nenhum se mostrou especifico e varias combinagées
tém sido experimentadas sem sucesso (PRASAD et al, 2005). Neste estudo,
analisou-se por imuno-histoquimica, a expressao do MAGE-A4 e MAGE-C1 em
70 pacientes com diferentes tipos histolégicos de doencas foliculares de
tiredide (bocio colbdide, adenoma folicular, carcinomas folicular e papilifero).

A imuno-histoquimica permite o estudo da expressao de proteinas e sua
localizacdo nos niveis celular e subcelular e, a partir da diversidade de
anticorpos contra antigenos e células, pode definir as caracteristicas dos
tecidos sadios, doentes e diferencia-los. O tecido tire6ideo é também alvo
desses estudos através de grande numero de antigenos especificos
identificados e dos anticorpos produzidos, possibilitando a caracterizacdo de
suas doencas (FAGGIANO et al, 2007). A dificuldade na distingdo acontece
mesmo entre as doencas benignas, como hiperplasia nodular e adenoma.
Estudos moleculares indicam a origem monoclonal de nédulos dominantes em
bdcios multinodulares, podendo, portanto, representar neoplasias benignas na
intimidade do processo hiperplasico (AESCHIMANN et al, 1993; APEL et al,
1995). Da mesma forma, os adenomas foliculares também tém origem

monoclonal e, na auséncia de comportamento agressivo ou marcadores de
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carcinoma papilifero, sdo considerados neoplasias benignas (HICKS et al,
1990; NAMBA; MASTRUO; FAGIN, 1990).

Em virtude do padrao de expressao associado ao tumor, os CTAs tém
merecido atencao como potenciais alvos na imunoterapia dos tumores (BOON ;
COULIE; Van den EYNDE, 1997). Para as neoplasias da tireéide, Ruschenburg
et al (1999) demonstraram a utilidade da expressao dos antigenos MAGE-A1 e
GAGE-1/2 detectados na PAAF através de RT-PCR, no diagnéstico de nédulos
tiredideos, eliminando as armadilhas da diferenciagdo citolégica entre bdcio
adenomatoso e carcinoma papilifero.

Embora haja relatos usando outros marcadores moleculares (CAMPO et
al, 1992; van HOEVEN; KOVATICH; MIETTINEN, 1998; KAMOSHIDA et al,
2000; PATEL et al, 2002; GUMURDULU et al, 2003; HAYNIK; PRAYSON,
2005; PRASAD et al, 2005; ZHANG et al, 2006; SAVIN, 2006; NONAKA et al,
2007; FAGGIANO et al, 2007), a literatura carece de estudos utilizando CTAs
no diagnéstico das neoplasias benignas. Na avaliacdo de 30 casos estudados,
nao foram observadas expressdes dos antigenos MAGE-A4 e MAGE-C1 nas
doencas benignas e, ndo sendo possivel, a partir dos resultados, correlacionar
os marcadores com o0s dados clinicos e macroscopicos disponiveis (idade,
sexo e tamanho do nédulo).

A definicdo do diagnédstico pelos patologistas de lesdes malignas de
origem folicular deve ser feita com muito cuidado, pois o exame de toda a
capsula da neoplasia deve ocorrer (YAMASHINA, 1992). Como toda a capsula
somente pode ser examinada depois da extirpagao cirurgica, devemos procurar

identificar fatores prognosticos ou detectar a presenca de potencial maligno
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nesse tipo de doenca, na hora do planejamento terapéutico, para que o mesmo
seja adequado. Os carcinomas papiliferos com arquitetura folicular sao
frequentemente diagnosticados como carcinoma folicular, o que denota a
auséncia de uma classificacdo histopatolégica adequada que permita o
diagnéstico correto e a indicagdo do tratamento e do prognéstico. Qualquer
lesdo com arquitetura folicular e aspecto nuclear caracteristico deveria receber
a classificacdo de carcinoma papilifero com variante folicular. Contudo, os
criterios para esse diagndstico sdo extremamente inconsistentes e
controversos (SAXEN et al, 1978; HIROKAWA et al, 2002; DeLELLIS et al,
2004). Os erros no diagnostico, baseados nos parametros clinicos, levam a
indicar terapéutica a pacientes como se eles fossem portadores de doencas de
baixo risco, ou seja, condutas mais conservadoras como a tireoidectomia
parcial e a auséncia da necessidade de terapia adjuvante com iodo, sao
adotadas (SHAH et al, 1993; PASIEKA et al, 1992). Dessa maneira, existe a
necessidade de termos marcadores especificos para identificar os tumores
raros, agressivos e com potencial metastatico para linfonodos cervicais, a fim
de estratificar os pacientes com indicacao de tireoidectomia total e iodoterapia.

Em relacdo as neoplasias malignas da glandula tire6ide, havia poucos
relatados sobre a expressao das proteinas CTAs e, principalmente, da familia
MAGE (RUSCHENBURG et al, 1999; MAIO et al, 2003; MILKOVIC;
SARCEVIC; GLAVAN, 2006). A expressao das proteinas codificadas pelo
MAGE-A4 e MAGE-C1 nao havia sido investigada e, esta € a primeira
descricao em neoplasias foliculares malignas da tire6ide. Da mesma maneira

gue se observou com as doencas benignas, ndo se detectou expressao dos
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antigenos MAGE-A4 e MAGE-C1 nos 40 casos de doencgas malignas, inclusive
naquelas com evidéncias clinicas e anatomopatolégicas de agressividade
(invasdo angiolinfatica). Dessa forma, ndo foi possivel correlacionar os
marcadores com 0s dados clinicos e histopatoldgicos disponiveis (idade, sexo,
tamanho do ndédulo, multicentricidade, invasdes vascular e capsular, extensao
extraglandular e presenca de metastases ganglionares e hematogénicas).
Entre os trabalhos utilizando CTAs em doencas malignas da tiredide,
Ruschenburg et al (1999) demonstraram a utilidade da expressao dos
antigenos MAGE-A1 e GAGE-1/2 detectados na PAAF através de RT-PCR,
como informacédo adicional para conducao do carcinoma papilifero da tiredide.
Nenhum dos casos benignos apresentou imunomarcacao positiva, indicando a
especificidade do uso desses antigenos para caracterizar o carcinoma
papilifero. Maio et al (2003) avaliaram a expressao de CTAs em amostras de
23 pacientes com diagnostico de carcinoma medular esporadico da tiredide.
NY-ESO-1 foi expresso em 54,5% dos casos, embora tenham sido
pesquisados RAGE, MAGE-A1 a A4, BAGE, CAGE1-6, SSX1-5. Os antigenos
RAGE, MAGE-A4 (gene utilizado em nosso estudo) e GAGE-1/2 ndo foram
expressos. O SSX2 foi expresso em uma amostra, enquanto BAGE, GAGE-1 a
6, MAGE-A1, MAGE-A2, MAGE-A3 e SSX1 a 5 foram detectados em 2/5 das
amostras. A expressdo de NY-ESO-1 esteve significativamente relacionada
com a recidiva tumoral, além de ter sido detectada no plasma dos pacientes
analisados, sugerindo sua utilidade no seguimento dos pacientes. Milkovic;
Sarcevic e Glavan (2006) observaram a expressdao do MAGE-A3 em 60

pacientes com diferentes tipos histologicos de carcinoma de tiredide. Esse
73



Discussao

antigeno foi detectado em 80% dos carcinomas papiliferos, 23% dos
foliculares, 20% dos medulares e 0% dos anaplasicos. Foi observada, também,
reacdo intensa nos pacientes que apresentavam infiltracao linfatica e que, a
expressdao do MAGE-A3 nos carcinomas papiliferos tinha relacado inversa com
o tamanho dos tumores. Esses achados indicam uma possivel participacdo do
gene nas etapas iniciais da carcinogénese tiredidea antecipando os passos da
histéria natural da doenca, além da sua utilidade no diagnéstico
histopatoldgico. Nos 40 espécimes com tumor maligno analisados na amostra

deste estudo, ndo se observou expressao do MAGE-A4 e MAGE-C1.

6.2. Mecanismos de acao dos CTAs

Os CTAs sao assim denominados em funcdo do seu padrdao de
expressao, pois sdo encontrados em varios tipos de cancer e somente em
células germinativas testiculares, entre os tecidos normais (BOON; COULIE;
Van den EYNDE, 1997). Eles foram inicialmente identificados porque codificam
antigenos tumorais reconhecidos por células T citotéxicos e, portanto, tém
capacidade de induzir resposta autoimune em pacientes com melanoma ou
outros tumores (DUFFOUR et al, 1999). Estudos subseqglentes, usando
analises sorolégicas identificaram multiplas familias de CTAs. Atualmente, mais
de 44 antigenos foram identificados como: MAGE, GAGE, BAGE, NY-ESO-1 e
CT7 (SCANLAN; SIMPSON; OLD, 2004). Entre esses, os antigenos NY-ESO-
1, MAGE-A3 e MAGE-A4 tém sido objeto de estudos como alvos em ensaios

clinicos de vacinas para varios tipos de tumores, como carcinomas do pulmao,
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do ovario, do trato gastrintestinal e de bexiga (SCANLAN et al, 2004; DAVIS et
al, 2004).

Embora os dados indiquem que a expressao dos CTAs possa contribuir
para a tumorigénese, seu papel biolégico nas células da linhagem germinativa
e nos tumores permanece pouco compreendido, pois 0Ss mecanismos
envolvidos na patogénese tumoral estdo em fase de experimentacdo. E
evidente a dificuldade de um Unico marcador ser capaz de identificar todas as
doencas de padrao folicular da glandula tiredide, portanto uma combinacao
entre os ja identificados tem sido proposta. Com esses marcadores
caracterizados, validados e conduzidos através de um perfil molecular das
lesbes tiredideas, sera possivel reconhecer as caracteristicas morfolégicas,
comportamentais e prognosticas (HUANG et al, 2001). Quando estiverem
disponiveis na rotina laboratorial irdo facilitar a acdo dos médicos que atendem
doencas da tiredide.

Em cabeca e pescoco, os estudos com CTAs iniciaram-se com lwamoto
et al (1997) ao analisarem a presenca de MAGE-A4 em amostras de sangue de
pacientes com carcinoma de células escamosas de diferentes localizacées,
obtendo expressao significante nesses casos e com provavel utilidade no
monitoramento de recidivas. Prasad et al (2004) estudaram em melanomas de
mucosa oral e nasal (40 casos iniciais, 15 recidivas e 15 metastases) a
expressdao de CTAs e obtiveram imunomarcacao positiva para os antigenos
MAGE-C1, MAGE-A4 e NY-ESO-1 em 73%, 61% e 24% dos tumores,
respectivamente, com 81% dos casos expressando, pelo menos, um deles.

Entretanto, os autores nao obtiveram correlacdo com a progressao da doenca
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e com a sobrevida total. Utilizando a técnica RT-PCR, Ries et al (2005)
identificaram a presenca da familia MAGE (A1 a A6) em 21 pacientes com CEC
de cavidade oral. Obtiveram 71% de expressao de, pelo menos, um dos CTAs
estudados e observaram que o padrdo da expressao foi heterogéneo, pois,
62% da amostra foi positiva para MAGE-A3, 57% para MAGE-A4, 48% para
MAGE-A6, 43% para MAGE-A1, 38% para MAGE-A2 e 24% para MAGE-AS5.
Recentemente, Mollaoglu et al (2008) avaliaram a expressao do MAGE-A12 em
52 casos de CEC de cavidade oral e obtiveram imunomarcag¢ao positiva em
49,1% das amostras analisadas. A correlacdo entre lesdes malignas e a
deteccao de MAGE-A12 foi estatisticamente significativa (p<0.001).
Atanackovic et al (2006) utilizaram 23 antigenos CTAs em seu estudo
com 51 pacientes portadores de CEC de cabeca e pescoco e obtiveram, por
RT-PCR: MAGE-AS3 expresso em 72%, SSX1 em 45%, MAGE-C2 em 33%,
MAGE-C1 em 28%, BAGE em 17%, SSX2 em 16%, SCP1 em 12%, NY-ESO-1
em 6% e HOM-TES-85 em 4% dos casos. Oitenta e seis por cento das
amostras expressaram, pelo menos, um dos antigenos, 69%, pelo menos, dois
e 43%, pelo menos, trés desses antigenos. Pela primeira vez fez-se uso do
MAGE-C1 (CT7) e no final os autores sugeriram a utilizacdo da imunoterapia
antigeno especifica polivalente. Mas, um grande impulso foi dado pelos
achados de Figueiredo et al (2006) para os antigenos MAGE-A1, MAGE-A4,
MAGE-A10, MAGE-A12, BAGE, GAGE-1, LAGE-1, NY-ESO-1 e PRAME em
CEC de boca, de faringe e de laringe ao observarem que a expressao de, pelo
menos, um dos antigenos ocorreu em 66,6% dos casos, com maior

imunomarcacao entre os tumores avancados (100% - T4, 57% - T3, 50% - T1 e
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T2) e que o antigeno PRAME esteve sempre presente nos linfonodos
metastaticos. Essas informacdes nos animaram a continuar esses estudos,
agora com tumores da tiredide.

O antigeno MAGE-A4 foi analisado pela primeira vez por Eura et al
(1995) identificando-o0 em 26,5% dos carcinomas espinocelulares de cabeca e
pescoco. Na analise de Figueiredo et al (2006), a positividade desse antigeno
foi de 48,5% dos casos. Por outro lado, Groeper et al (2007) também
demonstraram a imunomarcag¢ao do MAGE-A4 relacionado as moléculas HLA-
A2 em cancer de pulmao. Rigopoulou et al (1994) observaram uma freqiéncia
de antigenos HLA-A2 em carcinomas papilifero de 50% e folicular de 67%;
embora esses valores nado tenham demonstrado envolvimento na
carcinogénese desses tumores, uma vez que no grupo controle obtiveram-se
45%. Esses autores observaram que no grupo de carcinoma folicular de
tiredide nao foi demonstrada associacdo com a presenca de HLA, sugerindo
que a etiopatogénese de cada tipo de cancer seja diferente. Rigopoulou et al
(1994) ainda identificaram outros subtipos de HLA nos tumores de tiredide.
Portanto, baseado nessas informacdes, seria esperado a expressao de MAGE-
A4 em todos os grupos analisados em nosso estudo. Nao foi o que
encontramos. No entanto, fundamentando o fraco desempenho entre os
tumores de tiredide, encontramos na literatura valores pequenos de expressao
desse antigeno, com variacao de 0 a 4,8 %, como ocorreu com 0s tumores de
ovario, de figado e carcinoma medular da tiredide (GILLESPIE et al, 1998; LUO

et al, 2002; MAIO et al, 2003).
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Rimoldi et al (2000) e Jungbluth et al (2005) demonstraram o elevado
grau de semelhanca entre os membros da familia MAGE-A e sua freqUente co-
expressdao em tumores. Em conseqléncia, anticorpos monoclonais produzidos
contra a familia MAGE-A podem apresentar reacao cruzada. Por exemplo, o
anticorpo  monoclonal 57B foi originalmente produzido contra o antigeno
MAGE-A3, mas anadlises adicionais propuseram reatividade contra varios
outros membros da familia MAGE-A, principalmente MAGE-A4.

O gene MAGE-C1 - anticorpo CT7-33 - foi estudado, inicialmente, por
Atanackovic et al (2006) em carcinoma espinocelular de cabeca e pescoco
(CECCP), quando obtiveram 28% de expressdo. No nosso estudo, pela
primeira vez, analisamos a expressao desse antigeno em tumores de tiredide.
Jungbluth et al (2005) demonstraram a imunomarcacado para MAGE-C1 em
82% da amostras de mieloma no estagio lll, com intensidade maior de reagao
em doenca avancada. Os autores observaram também elevados niveis
plasmaticos do antigeno, correlacionando-os a elevada proliferacdo de células
plasmaticas. Esses resultados sugerem uma conexao entre o antigeno MAGE-
C1 e a desregulacdo do controle do ciclo celular. Além disso, sugerem
mecanismos que podem contribuir com a patogénese do mieloma multiplo. O
MAGE-C1 é estruturalmente unico entre os CTAs e estudos anteriores ndo tém
demonstrado reacdo cruzada do anticorpo CT7-33 com outras proteinas
(JUNGBLUTH et al, 2002).

Em 2002, Jungbluth et al detectaram que os carcinomas de bexiga
(66%), de figado (60%), de pulmao (39%) e metastase de melanoma (82%)

exibiam alta incidéncia da expressdo antigénica de MAGE-C1, entretanto o
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padrdao da imunomarcacao foi predominantemente heterogéneo. Essa
heterogeneidade parece ser uma caracteristica morfoldgica de todos os CTAs
em muitos tipos de tumores. Alguns tumores apresentam expressao fraca do
antigeno MAGE-C1, como verificado em sarcomas sinoviais, carcinomas
coldnico, de células renais e de cabeca e pescoco (JUNGBLUTH et al, 2002).
Portanto, os tumores necessitam ser avaliados sobre o padrdo da expressao
alcancada por esse antigeno antes de imaginar atitudes diagnédsticas e

terapéuticas. Em nossa amostra ndo houve expressdo do MAGE-C1

6.3. Caracteristicas biologicas dos CTAs

Tanto quanto no testiculo, a expressao heterogénea, ou seja, marcante
variacdo no padrdo da expressao protéica dos CTAs, também foi observada
nos tumores malignos por Scanlan et al (2002) e Zendman et al (2003). E
possivel que a expressao heterogénea seja decorrente do estagio diferente a
gue cada célula se situa devido a diferentes estimulos a que ela esta sujeita.
Essa heterogeneidade pode dificultar a acdo imunolégica do anticorpo, uma
vez que a falta de expressao significa falta de antigeno. Sigalotti et al (2004)
afirmam ser a metilacdo a responsavel pelo fenbmeno e chegam a indicar
terapéutica para diminuir esse efeito em melanoma.

A expressao de diferentes CTAs é, muitas vezes, simultanea, sugerindo
que sao ativados por mecanismos comuns (LUCAS et al, 1998; De BACKER et
al, 1999). Essa expressdao simultanea €& denominada co-expressdao dos

antigenos tumorais, devido, provavelmente, a ativagéo génica pela demetilagao

que ativaria qualquer um desses genes (SCANLAN et al, 2002). A demetilacao
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gendmica que ocorre com a progressao tumoral gera também a expressao de
multiplos genes, geralmente em fases diferentes da progresséao (FIGUEIREDO
et al, 2006).

Em varios tipos de tumores, a co-expressao de CTAs estd associada
com doenca avangada e mau prognostico, como citado por Gure et al (2005),
ao estudarem carcinomas de pequenas células de pulmao e constatarem que a
co-expressao de CTAs mostra significante associacdo com doenca linfonodal,
estagio patolégico avancado, bem como invasao pleural (GURE et al, 2005).
No mesmo estudo, a NY-ESO-1 e o MAGE-A3 se mostraram com maior
expressao ao se correlacionarem com mau prognostico. No cancer colorretal, a
expressao do antigeno NY-ESO-1 parece ser util como marcador de metastase
e de doenca avancada, enquanto a expressao de MAGE-A4 esta
significativamente associada a presenca de invasao vascular pelo tumor (LI et
al, 2005). Da mesma forma, a co-expressdo de MAGE-A1, de MAGE-AS, de
MAGE-A4, de CT7 e de NY-ESO-1 em gamopatias malignas correlacionam-se
com o estadio e agressividade da doenca (DHODAPKAR et al, 2003). A co-
expressao de SSX-1, -2, -4 e -5 também se correlaciona com progndstico ruim
em pacientes com mieloma multiplo (TAYLOR et al, 2005).

Cho et al (2006) sinalizam sobre a possibilidade de genes CTAs
exercerem e/ou regularem suas atividades através de interacdes especificas
com outros CTAs. Segundo eles, essa interagdo pode ser devido a ligagcdo com
outras proteinas. Esses autores citam a interacao positiva entre MAGE-C1 e
NY-ESO-1, que podem n&o se vincularem mutuamente, mas serem parte de

um complexo multiprotéico.
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A expressao dos diferentes CTAs em tumores esta correlacionada
positivamente, sugerindo que esses genes podem ser ativados através de um
mecanismo comum. A expressdo de CTAs em tumores pode ser o resultado da
ativacdo de um programa coordenado, ao invés de eventos independentes.
Além disso, a analise da expressao desses antigenos em varias linhagens
celulares de tumores sugere que a expressao coordenada de MAGE-C1 e de
NY-ESO-1 pode ser um evento comum em um conjunto de canceres. Ao
mesmo tempo, esses dados identificam uma nova interagdo entre CTAs.
Estudos adicionais para identificar a influéncia funcional desse mecanismo
podem revelar se a interacdo entre essas duas proteinas desempenha um

papel na tumorigénese.

6.4. A auséncia de expressao

A falta de expressao ocorre por dois mecanismos: (1) a expressao nao
foi detectada pelo método utilizado, ou (2) a expressdao do antigeno depende
de estimulos e esses nao se fizeram presentes nesta amostra.

A expressao nao foi detectada por falta de validade dos anticorpos ou
pela falta de sensibilidade do método utilizado. A grande maioria dos trabalhos
citados analisa a expressado dos antigenos usando a técnica da PCR, que é de
muito boa qualidade e confiabilidade, porém, € uma técnica muito trabalhosa,
além de necessitar de laboratério especial para sua realizacao, sendo, pois, de
resultado demorado, retardando a aplicacao de acoes imediatas ao paciente.

A mudanca de método do RT-PCR para imuno-histoquimica ndo deve

ter sido o responsavel pelo fracasso obtido, uma vez que Jungbluth et a/ (2002)
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e Sharma et al (2006) ja demonstraram, que tanto a imuno-histoquimica quanto
a PCR fornecem resultados semelhantes da expressado dos genes. A hipétese
de que a expressao nao foi detectada porque os anticorpos utilizados estavam
com validade vencida ndo pode ser aceita porque ele foi adquirido de firma
idénea, a data nao foi ultrapassada e, em outros experimentos houve
imunomarcacao, além de serem positivos nas amostras de testiculos (controles
positivos).

A expressao constatada por lwamoto et al (1997), Prasad et al (2004) e
Ries et al (2005) para o MAGE-A4 em cancer de cabeca e pescoco, nao foi
detectada neste estudo, porque esse antigeno ndo esta expresso na glandula
tire6ide, como ja fora sugerido por Maio et al (2003) em carcinoma medular da
tiredide. O mesmo se pode dizer a respeito do gene MAGE-C1 que também
nao foi expresso em nossa amostra, como sugeria Jungbluth et al (2002) ao
obterem expressdo fraca em CEC de cabeca e pescoco. A degeneracao
maligna dos tecidos € um processo multifatorial, nos quais estdo envolvidos
elementos genéticos e ambientais, cuja contribuicdo varia, consideravelmente,
entre ragas, entre diferentes tipos de tumores e até de individuo para individuo.
Tajima et al, em 2003, demonstraram esse fato ao detectarem que as
expressdes do NY-ESO-1 em carcinoma de pulmao diferiam significantemente
entre japoneses e caucasianos.

Os mecanismos envolvidos na patogénese tumoral sao obscuros e,
ainda, em fase de experimentacdo. Os antigenos HLA tém sido relacionados
como fatores genéticos que influenciam o desenvolvimento (positiva ou

negativamente) dos tumores. A familia dos antigenos MAGE codificam um
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grupo de peptideos antigénicos apresentados por moléculas HLA classe | e
reconhecidos por linfécitos T. Rigopoulou et al (1994) analisaram a presenca
de antigenos HLA classe | (-A, -B, -C) e HLA classe Il (-DR, -DQ) em cancer de
tiredide, cuja freqUéncia era razdo de controvérsia entre o0s estudos.
Observaram em ambas, classe | e classe Il, fatores de susceptibilidade para o
carcinoma papilifero e que a sua presencga variava conforme as populagdes
investigadas. Esses autores constataram que entre os espanhdis, os subtipos
B35 e DR11 foram os mais freqlentes, a semelhanca com a populacdo do
norte da Africa, ndo arabicos, e diferentes dos italianos (B35 e DR1), dos
americanos (DR7) e dos aleméaes. Nesses ultimos (alemées), detectou-se o
predominio de trés subtipos (B62, DR5 e DR6). Da mesma forma, Kobayashi et
al (2003) divulgaram a descoberta de um novo peptideo antigénico MAGE-A4
(alelo a) apresentado por moléculas HLA-A1, expressas em diferentes grupos
étnicos: negros (9%), caucasoides (26%), orientais (7%) e amerindios (11%).
Tais observagdes nos conduzem a algumas reflexdes: (1) fatores
ambientais (geogréficos) influenciariam a estrutura genética das moléculas HLA
nos tumores, assim como (2) fatores étnicos e/ou genéticos. Além dessas, sdo
sugeridos (3) cofatores como virus, tabaco, bebida alcodlica, radiacao
ultravioleta, radiacao ionizante intensificando a acéo dos fatores genéticos HLA
a induzir cancer. A influéncia dos fatores ambientais e genéticos poderiam ser
0s principais responsaveis pela patogénese dos tumores, levando a (1)
participacdo de genes fora do complexo de histocompatibilidade principal
(CHP) nas etapas do processo, (2) a estimulos diferentes sobre as moléculas

HLA classe | ou classe Il gerando resposta celular ou humoral e, ainda, (3) a
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determinar respostas imunolégicas diferentes, podendo gerar a presenca de
um dos dois alelos para o MAGE-A4 (RIGOPOULQUS et al, 1994).

Os avancos no conhecimento da moderna biologia molecular nas
doencas tiredideas poderdo identificar marcadores que possibilitem uma
acurada caracterizacdo dos tipos e subtipos de doencas benignas e malignas
em amostras histolégicas e células obtidas a partir da PAAF. Os CTAs, genes
promissores para essa fungao, sao expressos em pequenos grupos de tumores
humanos e em alguns casos deve-se procurar identificar outros CTAs devido
aos fendbmenos a que estdo sujeitos, ou seja, a heterogeneidade, a co-
expressao e a interacao entre genes. A presenca da heterogeneidade sugere o
desenvolvimento de vacinas polivalentes contendo epitopos de dezenas de
antigenos codificados por esses genes (GOMBOS et al, 2007 - utilizaram
20.000 genes), porém a co-expressao e a interacdo entre genes poderao
restringir esse niumero para 6 a 10 anticorpos (KRAUSE et al, 2008).

Enquanto a incidéncia de muitas neoplasias malignas da regidao da
cabeca e pescoco encontra-se em declinio, os canceres da tiredide, como
observado por Shaha; Shah e Loree (1998) apresentam um aumento dos
casos diagnosticados. Embora a incidéncia aumentada de doengas malignas
da tiredide possa se relacionar a deteccao dos nédulos com a popularizagéo da
USG, a combinacao de deteccao precoce e a probabilidade de diagnéstico de
cancer em alteragdes aparentemente pouco importantes, reforcam a
necessidade de métodos nao cirurgicos para a diferenciacdo de doencas
benignas e malignas e a indicacdo dos canceres de alto risco para recidiva e

metastase.
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Conclusao

A partir dos resultados obtidos podemos observar que:

endo houve expressdo antigénica do MAGE-A4 e MAGE-C1 nas
amostras de doencas benignas e malignas da glandula tireéide; e,

portanto, a analise da correlagao foi inviavel.
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RESUMO

INTRODUCAO: Alguns tumores da tireide apresentam caracteristicas histolégicas
que dificultam a interpretacdo histopatolégicas e os critérios diagndsticos usados,
freqlientemente, sdo sutis e subjetivos. Assim, andlises imuno-histoquimica e de
biologia molecular t€ém sido utilizadas na tentativa de esclarecer o diagnostico, mas
ainda ndo alcancaram um nivel de confianca para serem introduzidas na rotina dos
laboratérios de Patologia. Por isso, impde-se a necessidade de encontrar marcadores
mais objetivos para, melhor que a morfologia classica, caracterizar essas lesdes. Dentre
esse marcadores, a familia MAGE, um grupo de peptideos antigénicos de tumores
apresentados por moléculas HLA classe I e reconhecidos por linfécitos T citotoxicos,
expressa-se em canceres de vdrios tipos histoldgicos. Entretanto, o seu papel nas
doencas da tiredide € pouco investigado. A presente pesquisa tem a inten¢do de estudar
se expressao das proteinas MAGE-A4 e MAGE-C1 podem colaborar (1) no diagnostico
diferencial das doencas foliculares benignas e malignas da glandula tiredide, (2) nas
caracteristicas histologicas do tumor e (3) nas curvas de sobrevida global.
MATERIAIS E METODOS: Trata-se de estudo retrospectivo, caso-controle, com 70
casos operados no HCFMRP-USP, no periodo de 1991 a 2005 distribuidos em quatro
grupos: 20 bécios adenomatosos, 10 adenomas foliculares, 16 carcinomas foliculares e
24 carcinomas papiliferos. Os critérios de inclusdo foram: dados clinicos e
macroscopicos disponiveis, representacdo adequada da lesdo, processamento histolégico
apropriado e disponibilidade de blocos de parafina em boas condi¢Oes. As andlises dos
dados clinicos, anatomopatoldgicos e imuno-histoquimica dos biomarcadores MAGE-
A4 e MAGE-C1 foram realizadas. RESULTADOS: No grupo de pacientes com

doencas benignas, a proporcao entre mulheres e homens foi de 9:1; a média de idade foi
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de 42,9 anos com desvio padrdo de 9,88 anos e mediana de 43 anos. Na avaliacdo
clinica, podemos observar que o tamanho dos nédulos em fun¢cdo do maior didmetro
obteve média de 3,0 + 1,53 cm (1 a 8 cm). Vinte e um casos tinham tumores localizados
no lobo D e nove casos no lobo E da glandula tiredide. Ao considerar a casuistica para
as doencas malignas, a distribuicdo segundo o género revelou que 85% dos pacientes
eram do sexo feminino, com proporcao entre mulheres e homens de 8,5:1,5. A média de
idade foi de 48,45 anos com desvio padrdo de 17,0 anos e mediana de 48 anos. Na
avaliagdo clinica, tamanho dos ndédulos em fun¢cdo do maior didmetro obteve média de
3,63 + 1,73cm (0,6 a 8cm). No grupo com carcinoma folicular, a localizacdo do tumor
foi predominantemente no lobo direito em relacdo ao lobo esquerdo (1,5:1). Entre os
casos de carcinoma papilifero, a localizacdo do tumor foi, em 25 casos, no lobo
esquerdo e em 15, no lobo direito. A invasdo angiolinfatica foi observada em 37,5% dos
pacientes com carcinomas foliculares e 50% com carcinoma papilifero. Nao foi
observada imunomarcacdo dos antigenos MAGE-A4 e MAGE-C1 de qualquer grau de
intensidade em nenhuma das amostras. DISCUSSAO: A degeneracio maligna de
tecidos € um processo multifatorial, nos quais estdo envolvidos elementos genéticos e
ambientais em proporc¢des varidveis, nos diversos tipos de tumores e de individuos. Esse
fato, acreditamos, explica a auséncia de expressdo dos genes aqui estudados.

CONCLUSAO: Nio houve expressio dos antidotos analisados.

Palavras Chave: Noédulo da Glandula Tiredide, Neoplasias da Glandula Tiredide,

Marcadores Bioldgicos de Tumor, Imuno-histoquimica.
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SUMMARY

INTRODUCTION: A subset of thyroid tumors characterized by a follicular growth
pattern can represent a serious challenge for diagnosis because the histologic features
and diagnostic criteria used for distinguishing among these conditions can often be
subtle and subjective. Immunohistochemistry and molecular pathology for genetic
profiling have been utilized in an attempt to resolve some of these issues but have not
yet succeeded in attaining a level of reliability or practicality that could be translated
into the routine practice of surgical pathology. MAGE gene family encodes tumor-
specific antigens that are recognized by autologous cytotoxic T lymphocytes. In
cancers, these genes are re-activated and their encoding proteins are frequently
expressed in various histological types of cancers. There is, however, little information
on their expression in thyroid tumors. This study was proposed to verify the expression
of the MAGE-A4 and MAGE-C1 antigens in human thyroid tumors, and to explore the
potential implications regarding diagnosis and therapy using MAGE peptides.
MATERIALS AND METHODS: It was performed a retrospective case-control study
involving 70 patients who underwent surgical therapy at the Ribeirao Preto Medical
School Hospital, between January 1991 and December 2005. According to the
histological type of thyroid neoplasm, 70 patients in our study were divided into four
groups: 20 adenomatous goiters, 10 follicular adenomas, 24 papillary carcinomas, 16
follicular carcinomas. Inclusion criteria were: clinical data and optimum hystological
preparation available. All data including age, gender, localization, size of tumor,
lymphatic infiltration and outcome were obtained from the clinical-pathologic records.
The search of immunohistochemical analysis with MAGE-A4 and MAGE-CI1

antibodies was done. RESULTS: Among the patients with benign pathologies, the
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ratio between female versus male were 9:1; the mean age was 42,9 years with standard
deviation of 9,88 years and the median was 43 years. On the clinical evaluation we can
observe that the nodule size considering the major diameter had mean of 3,0 + 1,53 cm
(1 to 8 cm). Twenty one cases had tumors on the right lobe and nine cases on the left
lobe of the thyroid gland. The ratio between the left and right lobe for the follicular
adenoma was 6:1. Considering the malignant disease distribution by the sex, we
observed that 85% of the patients were female, with a ratio between male and female of
8,5:1,5. The mean of age was 48,45 years with standard deviation of 17,0 years and the
median was 48 years. On the clinical evaluation we can observe that the nodule size
considering the major diameter had mean of 3,63 + 1,73 cm (0,6 to 8 cm). Tumor
localization was predominantly in the right lobe in follicular carcinoma (the ratio
between the right and left lobe was 1,5:1) and predominantly in the left lobe in
papillary carcinoma (the ratio between the left and right lobe was 1,67:1). Lymphatic
infiltration was observed in 37.5% in follicular carcinoma and 50% in papillary
carcinoma. Among the antigens examined, MAGE-A4 and MAGE-C1, were not
expressed in any of the tissues. CONCLUSION: The malignant degeneration of
normal tissues is a multifactorial process in which both genetic host and environmental
elements contribute to produce cancer, and vary considerably both among tumor types
and among individual patients. We believe that this fact explains the absence of

immunohistochemical expression of antigens studied here.

Key words: Thyroid Nodule, Thyroid Neoplasms, Biological Tumor Markers,

Immunohistochemistry.
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INTRODUCAO

Noédulo solitario é encontrado em 1,5% dos homens e 6,4% das mulheres, no
entanto, quando se faz uso de USG, a prevaléncia de nddulos passa a ser de 20 a 70%
em estudos clinicos e se o estudo for com material de autdpsia, sua presenga chega a
50% [1-3]. A importancia de estudar esses nddulos se apdia na necessidade de excluir o
cancer de tiredide, presente em até 10% dos achados, além de evitar intervengdo
cirirgica desnecessdria para nddulos benignos [4]. Assim, é fundamental que se faca a
distin¢@o entre lesdes benignas e malignas e, se possivel, que se estabeleca o grau de
agressividade do tumor antes do ato cirdrgico. Nesse sentido, tentativas t€m sido feitas
para que, através da PAAF (puncdo aspirativa com agulha fina), quer com RT-PCR,
imuno-histoquimica, coloragdes especiais e estudos biomoleculares, se obtenham essas
informacdes, porém, até hoje elas ndo sdo confidveis [5]. Por isso, necesséria se faz a
procura por novas técnicas que favorecam essa identificagdo.

Antigenos tumorais especificos (CTA) sdao predominantemente expressos em
células testiculares normais, como também em diferentes tipos histoldgicos de canceres
[6-8]. Por causa do padrdo de expressao especifico nos tecidos neopldsicos, os antigenos
tumorais especificos sdo considerados alvos ideais para imunoterapia [6,9]. O gene
MAGE-A4 apresenta dois alelos que codificam as proteinas MAGE-A4a e MAGE-A4b,
essas diferindo em apenas um aminodcido [10]. Em cabeca e pescoco, 0 MAGE-A4 foi
identificado em 53% dos casos por RT-PCR, porém a sua expressdo, ainda ndo foi
avaliada por imuno-histoquimica (anticorpo 57B) [11]. O MAGE-C1 € outro membro
da familia MAGE conhecido como CT7 e em cabeca e pescoco expressou-se em 9,5%
dos casos analisados por RT-PCR [12].

O presente estudo em doengas foliculares benignas e malignas da glandula
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tiredide, visou analisar a expressdo imuno-histoquimica dos antigenos MAGE-A4 e

MAGE-CI.

MATERIAIS E METODOS

Utilizram-se 70 casos operados, sendo 20 bdcios coldides, 10 adenomas
foliculares, 16 carcinomas foliculares e 24 carcinomas papiliferos. Os critérios de
inclusdo foram: dados clinicos e macroscépicos disponiveis (idade e sexo do paciente,
tamanho do nddulo, multicentricidade, invasdes vascular e capsular, extensio
extraglandular, presenca de metdstases ganglionares e hematogénicas); representacdao
adequada da lesao; processamento histoldgico apropriado e disponibilidade de blocos de
parafina em boas condi¢Oes. Para o grupo-controle, selecionaram-se 10 casos de
necrdpsias com tecido tire6ideo sem doencas.

As pecas cirtirgicas foram fixadas em formalina tamponada a 10% por um
periodo ndo superior a 48 horas, clivadas e obtidas dreas representativas da neoplasia,
que foram, entdo, emblocadas em parafina para obtengcdo dos cortes histolégicos de
4um de espessura que foram corados com hematoxilina e eosina (H&E).

Os anticorpos utilizados para as reagdes imuno-histoquimicas foram: MAGE-A4
(57B, 1:4.000 em tampao EDTA ImM, pH 8,0 — Ludwig Institute, NY) e MAGE-C1
(CT 7-33, 1:32.000, solugao de 4cido citrico 10mM, pH 6,0 — Ludwig Institute, NY).

Para evitar reacdo enddgena devido a presenca de biotina e avidina, foram
utilizados polimero dextran e sistema de amplificagdo enzimdtica NovoLink
(Novocastra, UK). Resumidamente, cortes teciduais de 4um foram submetidos a
recuperagdo antigénica pelo calor por trés minutos em steamer, com solucdo de acido

citrico 10mM/pH 6.0. O bloqueio da peroxidase enddgena foi realizado com solugdo
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aquosa de perdxido de hidrogénio a 6%. A incubag¢do com o anticorpo primadrio foi feita
a 37°C em camara timida a 4°C por 12 horas (overnight). A incubacdo com anticorpo
secunddrio, diluido em PBS, foi realizada por 30 minutos a 37°C. Apés lavagens em
PBS, os cortes foram incubados por 30 minutos a 37°C com o sistema amplificador
Novolink. Por fim, os cortes histolégicos foram lavados em &dgua corrente por 10
minutos, contracorados com Hematoxilina de Harris por 10 segundos, novamente
lavados em dgua corrente, desidratados em etanol e diafanizados em xilol. A montagem
das laminas foi realizada em resina Permount (Fisher Scientific®, Fair Lawn, NJ/USA,
cod. S15-100. As leituras foram realizadas em microscopio de multipla observagado, por
dois observadores independentes, patologistas cirdrgicos com experiéncia na drea, com
desconhecimento da identidade dos casos e definidas mediante consenso. As reacdes
foram classificadas subjetivamente quanto a extensdao da imunomarcaciao em: Zero: até
5% das cé€lulas neopldsicas marcadas; 1+: 5 — 25%; 2+: 25 — 50%; 3+: 50 — 75% e 4+: >
75% das células neoplasicas marcadas.

Para fins de andlise estatistica foi considerada imunomarcacao positiva quando
mais de 50% das células neoplasicas foram marcadas (classificacdo 3+ e 4+).

Foi utilizado um sistema digital de aquisi¢do de imagens da marca ZEISS
composto de microscopio Axioskop 2 plus, camera digital Axiocam HRc e o programa
Axiovision 4.6.3. Para rodar o programa e guardar as imagens foi utilizado um
computador Satélite® INT modelo Pentium 4 intel®.

Os resultados foram expressos como valores médios (idade dos pacientes e
tamanhos dos nddulos), porcentagem ou numeros absolutos. Tabelas de contingéncia
foram elaboradas para testar a associacdo entre as varidveis qualitativas. O teste do Chi-

quadrado (Pearson) foi utilizado na andlise estatistica dos resultados. Para as variaveis
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quantitativas (idade e diametro do ndédulo) foi empregada a técnica de andlise de
variancia (ANOVA - Analysis of Variance), para a comparacdo das médias. A
estatistica do teste foi a F-Fisher. Dois valores foram considerados significativamente

diferentes quando p< 0,05

RESULTADOS

De acordo com a classificagdo histologica das doengas avaliadas, os 70 pacientes
participantes do estudo foram divididos em dois grupos: com doencas benignas e
malignas.

No grupo dos tumores benignos foram observados os seguintes dados clinicos:
idade, sexo, localizacdo do nédulo, tamanho em centimetros observado a macroscopia,
doenca e expressao dos antigenos MAGE-A4 e MAGE-CI1 (Tabela 1).

A distribuicdo, segundo o sexo, revelou que 90% dos pacientes com doengas
foliculares benignas eram mulheres, com propor¢do entre mulheres e homens de 9:1. A
média de idade nesse grupo foi de 42,9 anos com desvio padrdo de 9,88 anos e mediana
de 43 anos. Os nédulos em fun¢do do maior didmetro obtiveram média de 3,0 + 1,53cm
(1 a 8cm). Vinte e um casos tinham tumores localizados no lobo D da glandula tire6ide
e nove no lobo E. Nao foi detectada imunomarcacdo dos antigenos MAGE-A4 e
MAGE-C1, em tecido tire6ideo normal, bem como no grupo dos tumores benignos. Nas
Figuras 3 e 4 sdo mostradas as reacdes de imunomarcagdo em amostras de bocio coldide
e adenoma folicular, respectivamente (Figuras 1 e 2).

Para os grupos com carcinomas papilifero e folicular foram observados

parametros clinicos e patoldgicos: idade, sexo, localizacdo, tamanho do tumor (cm)
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observado a macroscopia, doenca, infiltracdo angiolinfitica e expressdo dos antigenos
MAGE-A4 e MAGE-C1 (Tabela 2).

Cerca de 85% dos pacientes com doencas foliculares malignas eram mulheres,
com proporcao entre mulheres e homens de 8,5:1,5. A média de idade para essa doenca
foi de 48,45 anos com desvio padriao de 17,0 anos e mediana de 48 anos. O tamanho dos
nddulos em funcdo do maior didmetro obteve média de 3,63 + 1,73cm (0,6 a 8cm). No
grupo com carcinoma folicular, a localizagdo do tumor foi predominantemente no lobo
direito em relagdao ao lobo esquerdo (1,5:1). Entre os casos de carcinoma papilifero, a
localiza¢do do tumor foi, em 25 casos, no lobo esquerdo e em 15 no lobo direito. A
invasdo angiolinfatica foi observada em 37,5% dos pacientes com carcinomas
foliculares e 50% dos pacientes com carcinoma papilifero.

Para os tumores malignos, o estudo da expressdo dos antigenos MAGE-A4 e
MAGE-C1 foi negativa no método utilizado. A expressdo dos anticorpos monoclonais
57B e CT7-33 dessas amostras estd demonstrada na Figuras 3 e 4. Nem mesmo nos
casos avangados com invasdo angiolinfitica, foram observadas imunomarcagdo
positiva.

Entre as amostras foliculares benignas, ndo houve associacdo entre essas
doencas e a imunomarcacdo dos antigenos MAGE-A4 e MAGE-CI.

No grupo de amostras de doencas foliculares malignas, também nao foi possivel
observar-se associagdo entre as doencas e a imunomarcacao dos antigenos MAGE-A4 e
MAGE-C1. Da mesma forma, ndo foi possivel correlacionar essas caracteristicas com
os dados clinicos e macroscopicos coletados (idade e sexo do paciente, tamanho do

nddulo, multicentricidade, invasdo vascular e capsular, extensdo extraglandular,
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presenca de metdstases ganglionares e hematogénicas), portanto sem significincia

estatistica.

DISCUSSAO

Os tumores da tiredide, caracterizados por crescimento a partir das células
foliculares, constituem as mais freqiientes lesdes encontradas pelos patologistas,
representando desafios na interpretacao histopatoldgica. Como tumores de tiredide de
padrao folicular, incluem-se desde lesdes benignas (bdcios adenomatosos, adenoma
folicular) até lesdes malignas (carcinoma folicular). Além desses, outros tipos de
tumores tiredideos pertencentes a categorias diferentes podem se apresentar
histologicamente com padrao folicular, como o carcinoma papilifero variante folicular e
o carcinoma medular. As caracteristicas histoldgicas e os critérios diagndsticos usados
para distinguir entre essas lesdes freqiientemente sao sutis e subjetivas [13-15]. Anélises
através da imuno-histoquimica e estudos em biologia molecular tém sido utilizadas na
tentativa de esclarecer o diagndstico, mas ainda ndo alcangaram um nivel de confianca
aceitdvel para serem introduzidas na rotina dos laboratérios de Patologia [16, 17].

Em virtude do padrio de expressdo, os CTAs tém merecido atencdo como
potenciais alvos na imunoterapia dos tumores [18]. No entanto, para as neoplasias da
tiredide, Ruschenburg et al (1999) demonstraram a utilidade da expressdo dos antigenos
MAGE-A1 e GAGE-1/2 detectados na PAAF, através de RT-PCR, no carcinoma
papilifero, facilitando o diagndstico de nddulos tiredideos ao eliminar as armadilhas da
diferenciagdo citoldgica entre esse carcinoma e o bocio adenomatoso. Na avaliacdo de
30 casos estudados, ndo foram observadas expressdes dos antigenos MAGE-A4 e

MAGE-C1 nas doencas benignas e, nao foi possivel, a partir dos resultados,
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correlacionar os marcadores com os dados clinicos e macroscopicos disponiveis (idade,
sexo e tamanho do nédulo).

Em relacdo as neoplasias malignas da glandula tire6ide, havia poucos relatos
sobre a expressao das proteinas CTAs e, principalmente, da familia MAGE [5,19,20]. A
expressao das proteinas codificadas pelo MAGE-A4 e pelo MAGE-C1 ndo havia sido
investigada e, essa € a primeira descricdo em neoplasias foliculares malignas da tiredide.
Da mesma maneira que se observou com as doencgas benignas, ndo se detectou
expressdao dos antigenos MAGE-A4 e MAGE-C1 nos 40 casos de doencas malignas,
inclusive naquelas com evidéncias clinicas e anatomopatoldgicas de agressividade
(invasdo angiolinfética). Dessa forma, ndo foi possivel, correlacionar os marcadores
com os dados clinicos e histopatoldgicos disponiveis (idade, sexo, tamanho do nédulo,
multicentricidade, invasdes vascular e capsular, extensdo extraglandular, presenca de
metéstases ganglionares e hematogénicas). Em nosso estudo, a diferenciacdo entre
benigno e maligno, através da presenca do MAGE-A4 e MAGE-CI1, ndo se mostrou
possivel.

A expressao constatada por Iwamoto et al (1997), Prasad et al (2004) e Ries et
al (2005) para o MAGE-A4 em cancer de cabega e pesco¢o, ndo foi detectada neste
estudo, porque esse antigeno ndo estd expresso na glandula tiredide, como sugeria Maio
et al (2003) ao estuda-lo em carcinoma medular da tiredide. O mesmo se pode dizer a
respeito do gene MAGE-C1, que também ndo foi expresso em nossa amostra, como
sugeria Jungbluth et al (2002) ao obterem expressado fraca em CEC de cabeca e pescocgo.
Os mecanismos envolvidos na patogénese tumoral sdo obscuros e, ainda, em fase de
experimentacdo, mas a degeneracdo maligna dos tecidos € um processo especifico para

cada tecido, dele participando diferentes genes em complexas cadeias de sucessivas
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alteracoes. Pelos resultados aqui observados, € possivel que os MAGEs ndo tenham
funcdo na génese dos tumores benignos e malignos da tiredide.

A degeneragdo maligna dos tecidos € um processo multifatorial, nos quais estdo
envolvidos elementos genéticos e ambientais, cuja contribuicdo varia,
consideravelmente entre racas, entre diferentes tipos de tumores e até de individuo para
individuo. Tajima et al, em 2003, demonstraram esse fato, ao detectarem que as
expressoes do NY-ESO-1 em carcinoma de pulmao diferiam significantemente entre
japoneses e caucasianos. Os antigenos HLA t€m sido relacionados como fatores
genéticos que influenciam o desenvolvimento (positiva ou negativamente) dos tumores.
A familia dos antigenos MAGE codifica um grupo de peptideos antigénicos
apresentados por moléculas HLA classe I e reconhecidos por linfécitos T. Rigopoulou
et al (1994) analisaram a presenca de antigenos HLA classe I (-A, -B, -C) e HLA classe
IT (-DR, -DQ) em cancer de tiredide, cuja freqiiéncia era razido de controvérsia entre 0s
estudos. Observaram em ambas, classe I e classe II, fatores de susceptibilidade para o
carcinoma papilifero e que a sua presenca variava conforme as populagdes investigadas.
Esses autores constataram que entre os espanhdis, os subtipos B35 e DR11 foram os
mais freqiientes, & semelhanca com a populacdo do norte da Africa, ndo arabicos, e
diferentes dos italianos (B35 e DR1), americanos (DR7) e dos alemaes. Nestes tltimos
(alemaes) detectou-se o predominio de 3 subtipos (B62, DR5 e DR6). Da mesma forma,
Kobayashi et al (2003) divulgaram a descoberta de um novo peptideo antigénico
MAGE-A4 (alelo a) apresentado por moléculas HLA-A1, expressas em diferentes
grupos étnicos: negros (9%), caucasdides (26%), orientais (7%) e amerindios (11%).

Tais observagdes nos conduzem a algumas reflexdes: (1) fatores ambientais

(geogréficos) influenciariam a estrutura genética das moléculas HLA nos tumores,
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assim como (2) fatores étnicos e/ou genéticos. Além dessas, sdo sugeridos (3) cofatores
como virus, tabaco, bebida alcodlica, radiagdo ultravioleta, radiacdo ionizante
intensificando a acdo dos fatores genéticos HLA a induzir cincer. A influéncia dos
fatores ambientais e genéticos devem ser os principais responsaveis pela patogénese dos
tumores, levando a (1) participagdo de genes fora do complexo de histocompatibilidade
principal (CHP) nas etapas do processo, (2) a estimulos diferentes sobre as moléculas
HLA classe I ou classe II gerando diferentemente resposta celular ou humoral e, ainda
(3) determinar respostas imunoldgicas diferentes podendo gerar a presenca de um dos
dois alelos para 0 MAGE-A4 [25]. Isso sugere que o fato dos genes MAGE-A4 e C1
ndo terem sidos expressos na populacdo estudada ndo significa que em outras nio
posam ser.

Os avangos no conhecimento da moderna biologia molecular nas doencas
tiredideas poderdo identificar marcadores que possibilitem uma acurada caracterizacdao
dos tipos e subtipos de doencas benignas e malignas, em amostras histolégicas e células
obtidas a partir da PAAF. Os CTAs, genes promissores para esta fun¢do, sdo expressos
em pequenos grupos de tumores humanos e em alguns casos deve-se procurar identificar
outros CTAs devido aos fendmenos a que estdo sujeitos, ou seja a heterogeneidade, co-
expressdo e interacdo entre genes. A presenca da heterogeneidade sugere o
desenvolvimento de vacinas polivalentes contendo epitopos de dezenas de antigenos
codificados por esses genes [27], porém a co-expressdo € a interacdo entre genes
poderdo restringir esse nimero para 6 a 10 anticorpos [28].

Enquanto a incidéncia de muitas neoplasias malignas da regido da cabeca e
pescoco encontra-se em declinio, os canceres da tiredide, como tem sido demonstrado,

apresentam aumento [29]. Embora a incidéncia aumentada de doencas malignas da
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tiredide possa se relacionar a detec¢do dos ndédulos com a popularizagdo do ultra-som, a
combinacdo de detec¢do precoce e a probabilidade de diagndstico de cancer em
alteracdes aparentemente pouco importantes, reforcam a necessidade de métodos ndao
cirtirgicos para a diferenciacdo de doencas benignas e malignas e a indicacdo dos

canceres de alto risco para recidiva e metéstase.

CONCLUSOES
O presente estudo em doencas foliculares benignas e malignas da glandula
tire6ide, mostrou que ndo houve imunomarcacdo dos antigenos MAGE-A4 e MAGE-

Cl.
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LEGENDAS DE FIGURAS

Figura 1 - Microfotografia de amostra de testiculo com imunomarca¢do do antigeno
MAGE-A4 pela expressdao do anticorpo monoclonal 57B (100x). (A) Controle positivo.
(B) Controle negativo.

Figura 2 — Microfotografia de amostra de testiculo com imunomarcacdo do antigeno
MAGE-CI1 pela expressao do anticorpo monoclonal CT7-33 (100x). (A) Controle
positivo. (B) Controle negativo.

Figura 3 - Microfotografia de amostras com imunomarca¢do dos antigenos em bdcio
coldide. (A) Microfotografia de amostra de glandula tire6ide normal (H&E, 100x). (B)
Microfotografia de amostra de bécio coléide (H&E 100x). (C) Microfotografia de
amostra de bdcio coldéide com imunomarcacdo negativa para MAGE-A4 (100x). (D)
Microfotografia de amostra de bdcio coldide com imunomarcacdo negativa para
MAGE-CI (100x).

Figura 4 - Microfotografia de amostras com imunomarca¢do dos antigenos em
adenoma folicular. (A) Microfotografia de amostra de glandula tire6ide normal (H&E,
100x). (B) Microfotografia de amostra de adenoma folicular (H&E 50x). (C)
Microfotografia de amostra de adenoma folicular com imunomarcacdo negativa para
MAGE-A4 (100x). (D) Microfotografia de amostra de boécio coldide com
imunomarcagdo negativa para MAGE-C1 (100x)

Figura 5 - Microfotografia de amostras com imunomarca¢do dos antigenos em
carcinoma folicular. (A) Microfotografia de amostra de glandula tireéide normal (H&E,
100x). (B) Microfotografia de amostra de carcinoma folicular (H&E 100x). (C)
Microfotografia de amostra de carcinoma folicular com imunomarcagdo negativa para
MAGE-A4 (100x). (D) Microfotografia de amostra de carcinoma folicular com
imunomarca¢ao negativa para MAGE-C1 (100x)

Figura 6 - Microfotografia de amostras com imunomarcacdo dos antigenos em
carcinoma papilifero. (A) Microfotografia de amostra de glandula tiredide normal
(H&E, 100x). (B) Microfotografia de amostra de carcinoma papilifero (H&E 100x). (C)
Microfotografia de amostra de carcinoma papilifero com imunomarcagao negativa para
MAGE-A4 (100x). (D) Microfotografia de amostra de carcinoma papilifero com
imunomarcagdo negativa para MAGE-C1 (100x)
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Tabela 1. Caracteristicas demogréficas, tumorais e sua relagdo com a expressao dos
antigenos MAGE-A4 e MAGE-C1 em doengas benignas.

Paciente Idade Sexo Localizacio Tamanho  Doenca MAGE-A4 MAGE-C1
1 18 F Lobo D 2,0 Bécio - -
2 39 F Lobo D 1,0 Bécio - -
3 58 F Lobo E 1,5 Adenoma - -
4 60 F Lobo D 3,0 Bécio - -
5 29 F Lobo D 2,0 Bécio - -
6 43 F Lobo D 1,0 Bécio - -
7 48 M Lobo E 2,5 Bécio - -
8 32 F Lobo E 1,0 Adenoma - -
9 51 F Lobo D 2,0 Adenoma - -
10 45 F Lobo D 4,0 Bécio - -
11 42 F Lobo E 5,0 Bécio - -
12 46 F Lobo D 3,0 Adenoma - -
13 53 F Lobo D 2,0 Bécio - -
14 28 F Lobo E 4,0 Bécio - -
15 49 F Lobo D 2,5 Bécio - -
16 25 F Lobo E 4,0 Adenoma - -
17 56 M Lobo D 3,0 Bécio - -
18 31 F Lobo D 2,0 Bécio - -
19 38 F Lobo E 1,5 Adenoma - -
20 42 F Lobo D 2,7 Bécio - -
21 36 F Lobo D 8,0 Adenoma - -
22 55 F Lobo D 5,0 Bécio - -
23 43 F Lobo D 5,0 Bécio - -
24 51 F Lobo D 3,5 Adenoma - -
25 42 F Lobo E 3,0 Bécio - -
26 39 F Lobo D 2,5 Adenoma - -
27 43 F Lobo D 2,0 Bécio - -
28 50 M Lobo D 3,5 Bécio - -
29 36 F Lobo E 3,0 Bécio - -
30 38 F Lobo D 5,0 Adenoma - -
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Tabela 2. Caracteristicas demogréficas, tumorais e sua relacio com a expressdo dos
antigenos MAGE-A4 e MAGE-C1 com doengas malignas.

Paciente Idade Sexo Localizacio Tamanho Doenca Infiltracao MAGE- MAGE-

angiolinfatica A4 C1

1 51 F Lobo D 4,5 Folicular - - -
2 39 F Lobo D 5,8 Folicular - - -
3 28 F Lobo E 1.7 Folicular + - -
4 71 F Lobo E 2,5 Folicular - - -
5 37 F Lobo D 1,8 Folicular + - -
6 55 M Lobo E 5,0 Folicular + - -
7 43 F Lobo D 8,0 Folicular - - -
8 48 M Lobo D 2,5 Folicular + - -
9 49 F Lobo E 3,5 Folicular + - -
10 45 F Lobo D 6,0 Folicular - - -
11 64 M Lobo D 4,0 Folicular + - -
12 42 F Lobo E 3,0 Folicular - - -
13 71 F Lobo D 2,5 Folicular - - -
14 53 F Lobo E 4,0 Folicular - - -
15 20 F Lobo E 4,0 Folicular - - -
16 50 F Lobo D 3,5 Folicular - - -
17 44 F Lobo D 0,6 Papilifero - - -
18 78 F Lobo D 4,2 Papilifero + - -
19 56 F Lobo E 5,0 Papilifero - - -
20 46 F Lobo D 6,0 Papilifero + - -
21 62 F Lobo D 2,8 Papilifero - - -
22 75 M Lobo E 3,5 Papilifero + - -
23 39 F Lobo D 3,0 Papilifero + - -
24 29 F Lobo D 2,5 Papilifero + - -
25 55 F Lobo D 6,0 Papilifero - - -
26 62 F Lobo E L5 Papilifero - - -
27 39 F Lobo D L5 Papilifero - - -
28 58 F Lobo D 2,7 Papilifero + - -
29 24 M Lobo D 3,6 Papilifero + - -
30 34 F Lobo E 3,0 Papilifero + - -
31 23 F Lobo E 1,2 Papilifero + - -
32 40 F Lobo D 1,6 Papilifero - - -
33 21 F Lobo E 5,0 Papilifero - - -
34 69 F Lobo D 3,2 Papilifero - - -
35 74 F Lobo D 2,3 Papilifero - - -
36 78 F Lobo E 3,9 Papilifero - - -
37 26 F Lobo D 1,6 Papilifero + - -
38 21 F Lobo E 3,8 Papilifero - - -
39 60 F Lobo E 4,5 Papilifero + - -
40 59 M Lobo D 8,0 Papilifero + - -
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