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RESUMO

Abreu, CM. Analise do padrio de expressio de proteinas correspondentes a
genes diferencialmente expressos em tecido tireoidiano através da técnica de
tissue array. S3o Paulo; 2005 [Dissertagio de Mestrado-Fundagao Antonio
Prudente].

Introdugio: Cerca de 20% a 40% da populagdo apresenta nodulos tireoidianos
assintomaticos e, aproximadamente 30% destes nodulos apresentam malignidade ao
exame anatomopatologico pds-cirtirgico. Tentativas de se estabelecer associagdes
bioldgicas e diferengas entre os distirbios benignos e malignos da tiredide mostram
resultados conflitantes. Estudos prévios utilizando cDNA microarrays identificaram
genes com expressao diferencial em diferentes patologias tireoidianas, incluindo
IGFBPS; proteases como a catepsina B e inibidores de proteinases como a al
antitripsina; componentes envolvidos nos processos de endocitose e transporte
intracelular como a clatrina e; reguladores do ciclo celular como p27 e p2l.
Objetivo: analisar, caracterizar e comparar o perfil de expressio protéico de seis
genes diferencialmente expressos em tiredide normal, bdcio, adenoma folicular e
carcinomas diferenciados e, determinar a importancia clinica dos fenotipos
identificados. Métodos: 172 amostras de tecido tireoidiano incluindo 18 normais, 18
bécios, 50 adenomas foliculares, 50 carcinomas papiliferos e 36 carcinomas
foliculares foram coletadas em duplicata para andlise e comparagdo dos padrdes de
expressdo de seis proteinas (p27, p21, IGFBPS, clatrina, al-antitripsina e catepsina
B) utilizando técnicas de imunoistoquimica em tissue microarrays. Os casos foram
avaliados de acordo com a intensidade da coloragdo (0 a 4) e porcentagem de células
positivas (0 a 4). Resultados: Foi observada expressdao diferencial para alfa 1
antitripsina, clatrina e IGFBP5, p21 e p27 quando os tecidos foram comparados (p<
0,0001). Tecidos neoplasicos exibem expressdao aumentada de IGFBP5 em relagao
aos nao neoplasicos. Nenhuma diferenca significativa foi observada em relagao a
expressdo de catepsina B. Nas células foliculares normais e de bdcio, a
imunorreatividade para p27 e p21 foi predominantemente nuclear em comparagdo

aos carcinomas. Este mesmo padrdo foi observado em adenoma quando comparados



aos carcinomas foliculares (p< 0,008). Carcinomas papiliferos exibiram expressdo
citoplasmatica aumentada de p27 e p2l. Conclusdo: Varios € novos genes
detectados por técnicas de analise genomica em larga escala podem estar envolvidos
na patogénese molecular e progressio tumoral. A transcricdo destes genes pode
resultar na superexpressdo de proteinas como IGFBPS, clatrina e alfal antitripsina,
enquanto modificagdes pds-transcricionais resultam em alteragdo da expressdao de
proteinas nucleares envolvidas no controle do ciclo celular e, que contribuem para o
processo de malignizacdo da tiredide. Dados obtidos em TMA sdo consistentes com
os resultados obtidos por c¢cDNA microarray mostrando expressdo protéica
diferencial para p27, p21, IGFBPS, clatrina e ol-antitrpsina em tecido tireoidiano
normal, hiperplasico e neoplasico; o que poderia ser de valor diagndstico e

progndstico.



SUMMARY

Abreu, CM. Analysis of protein expression profile of differentially expressed genes
in thyroid tissue by tissue array. Sao Paulo; 2005 [Dissertagdo de Mestrado-
Fundacao Antonio Prudente].

Introduction: Thyroid nodules can be detected in 20%-40% of asymptomatic
patients and, in 30% of them, malignant disease can be found by histopathology of
post-surgical tissue samples. Attempts to establish biological links and differences
between benign and malignant thyroid disorders have shown conflicting results.
Previous studies using cDNA microarrays have identified genes with differential
expression in thyroid diseases, including IGFBP5; proteases such as cathepsin B and
proteinase inhibitors as alpha-1 antitrypsin; components involved in endocitose and
intracellular transportation such as clathrin, and; cell cycle regulators such as p27 and
p21. Purpose: to analyze, characterize and compare the protein expression profile of
six genes differentially expressed in normal thyroid, goiter, follicular adenomas, and
differentiated carcinomas, and ultimately, evaluate the clinical importance of the
identified phenotypes. Methods: Samples of 172 tissues including 18 normal
thyroids, 18 goiters, 50 follicular adenomas, 50 papillary carcinomas and 36
follicular carcinomas were collected in duplicates for analysis and comparison of six
proteins expression patterns (p27, p21, clathrin, IGFBPS, alpha 1 antitrypsin and
cathepsin B) using immunohistochemistry and tissue microarrays techniques. Cases
were scored in relation to intensity of staining (0 to 4) and number of stained cells (0
to 4). Results: We found differential expression for al-anti-tripsin, clathrin, IGFBPS,
p21 and p27 when tissues were compared (p<0.0001). IGFBPS expression was
elevated in all neoplastic compared to non-neoplastic tissues. No significant
differences were observed for cathepsin B. In normal and goiter follicular cells,
immunostaining of p27 and p21 was predominantly nuclear when compared to
carcinoma cells. The same pattern of expression was noted for follicular adenomas
when compared to follicular carcinomas (p<0.008). Papillary carcinomas displayed a

predominant diffuse cytoplasmatic p27 and p2l staining when compared to



nonmalignant tissues. Conclusion: Several genes and new ones detected by high-
throughput genomic profiling may be involved in molecular pathogenesis and
tumoral progression. Transcription of these genes may result in overexpression of
proteins like IGFBPS5, clathrin and alpha 1 antitrypsin, while post-transcriptional
changes may result in altered expression of nuclear proteins involved in cell cycle
regulation that may contribute to the thyroids carcinogenesis. TMA data are
consistent with results obtained with cDNA microarray showing differential protein
expression for p27, p21, IGFBPS, clathrin and al-AT in normal, hyperplastic and,

neoplastic thyroid tissues which could be of diagnostic and prognostic value.
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1 INTRODUCAO

1.1 A TIREOIDE E SUAS PATOLOGIAS

Doencas tireoidianas sdo freqiientes na populagio e, geralmente, benignas,
mas a relagdo entre elas, bem como seus aspectos moleculares, ainda sdo pouco
compreendidos.

A tiredide surge a partir de uma invaginagdo do epitélio faringeo, que cresce
inferiormente, ocupando uma posigdo anterior & traquéia e cartilagem tiredidea. E
dividida em 2 lobos maiores unidos por um istmo na linha média e, em cerca de 50%
dos inviduos, pode haver um lobo extranumerario chamado de piramidal. Cada lobo
¢ composto por foliculos de tamanhos variados, constituidos por coloide
(tireoglobulina) circundado por uma camada de células foliculares (epitélio colunar
cuboidal), que concentram iodo e estdo envolvidas na producdo dos hormoénios
tireoidianos (COTRAN et al. 1999).

A produgdo dos horménios tireoidianos triiodotironina (T3) e tiroxina (T4) é
controlada por um mecanismo de feedback negativo. Niveis baixos de hormoénios
tireoidianos estimulam a liberagdo de TRH (horménio de liberagdo da tireotropina)
no hipotalamo e TSH (hormoénio tireoestimulante) na hipéfise anterior, elevando os
niveis de T3 e T4. Por sua vez, o aumento dos niveis dos hormonios tireoidianos leva
a supressdo da secre¢do de TRH e TSH. A maior parte dos hormonios tireoidianos se
liga, de modo reversivel, a proteinas plasmaticas circulantes, como a tireoglobulina

de ligagdo da tiroxina (TBG). No interior das células, os horménios tireoidianos se



ligam a receptores nucleares, como o receptor de T3, modificando a expressdo génica
e regulando a sintese de varias proteinas (REED-LARSEN 1993).

Uma caracteristica da tiredide ¢ sua capacidade de adaptacdo a diferentes
estimulos através da modificagdio do seu padrio histologico, caracterizada por
hiperplasia e involugdo do epitélio folicular. Falhas neste processo constante de
adaptacdo se traduzem em disturbios arquiteturais, como o bdcio. Diversos agentes
quimicos chamados em conjunto de bociogénicos, como tiocinatos e flavonoides,
presentes em determinados alimentos (repolho, nabo, amendoin, mandioca, soja)
assim como calcio e fluoretos presentes no fornecimento de 4dgua sdo capazes de
inibir a sintese dos hormoénios tireoidianos, aumentando os niveis de TSH. A
hipersecrecdo de TSH promove um aumento difuso da glandula por hiperplasia
celular (bocio) com conseqiiente acimulo de tireoglobulina (coldide). Durante este
processo, pode ocorrer formag¢do de nodulos de tamanho e atividade variados
(COTRAN et al. 1999).

O bocio € uma das patologias mais fregiientes da tiredide e o grau de aumento
da glandula é proporcional ao nivel e duragdo da deficiéncia hormonal. O bécio
multinodular (BMN) corresponde ao aumento da tiredide com modificacdo de sua
arquitetura pela formagao de nodulos e areas de fibrose. Esses nédulos podem variar
tanto em tamanho, forma e capacidade funcional. Para a formagdo dos nodulos sdo
necessarias trés etapas: 1)hiperplasia difusa por deficiéncia de iodo, presenga de
bocigenos nutricionais ou doenga autoimune; 2)proliferacdo aumentada associada a
danos no DNA, com aumento na carga mutacional e surgimento de um grande
numero de células portadoras de mutagdo. E, por ultimo, o aumento da expressao de

fatores de crescimento (IGF-1, TGF-B81 ou EGF). Como resultado da co-estimulagado




dos fatores de crescimento todas as células se dividem e formam pequenos clones.
Quando a estimulagdo dos fatores de crescimento ¢ interrompida, os clones de
células com mutagdes de ativagdo, que adquiriram a capacidade de auto-estimulagao,
comegam a se proliferar, formando pequenos nddulos tireoidianos (COTRAN et al.
1999). Esses nddulos, por sua vez, podem crescer de modo proeminente e
indistinguivel clinicamente de um céncer.

Nodulos tireoidianos sdo comuns e sua incidéncia depende da populagdo em
estudo, sexo, idade, método diagndstico e exposi¢ao a determinados fatores
ambientais (MAHOONEY et al. 2004). Em cerca de 10% a 37% dos pacientes
assintomaticos, existe a presenca de malignidade (DEGROOT et al. 1983).

A partir das células foliculares surgem os tumores bem diferenciados e,
provavelmente os carcinomas anaplasicos. As neoplasias foliculares respondem pela
maioria absoluta dos casos de cancer de tiredide (JOSSART e CLARK 1994). Além
das células foliculares, o parénquima tireoidiano ¢ composto por células
parafoliculares ou células C, que produzem calcitonina e, sdo responsaveis pela
formagd@o dos carcinomas medulares. Os sarcomas e linfomas surgem a partir das
células estromais e linfocitos, respectivamente.

As neoplasias epiteliais da tiredide podem ser classificadas em benignas,
como o adenoma folicular, ou malignas.

O adenoma folicular manifesta-se como um nodulo firme, encapsulado,
geralmente com foliculos mais diferenciados na por¢ado central. Na periferia da lesao,
o padrao histolégico € mais atipico e variado, provavelmente decorrente do
crescimento expansivo (COTRAN et al. 1999). Os mecanismos que colaboram na

patogénese dos adenomas seriam os mesmos descritos na formagdo do BMN. A



principal importancia clinica dos adenomas ¢ a diferenciagdo destes com o0s
carcinomas foliculares; além de sintomas locais e hiperfuncionamento (tireotoxicose)
em alguns casos.

Dentro do grupo de neoplasias malignas diferenciadas da tiredide, existem os
carcinomas papiliferos (80% a 85% dos casos), os carcinomas foliculares (10% a
15%) e os carcinomas de células de Hiirthle (3% a 5%) (JOSSART e CLARK
1994).

Pouco se conhece sobre a seqiiéncia de eventos implicados no processo de
carcinogénese da tireoide. Tentativas de se estabelecer associagdes biologicas e
determinar as diferencas moleculares entre os distirbios benignos e malignos da
tiredide demonstraram, até o momento, resultados conflitantes. Sabe-se ainda muito
pouco sobre como o0s genes interagem com os diferentes fatores ambientais

(HEGEDUS et al. 2003).

1.2 CARCINOMAS DIFERENCIADOS DA TIREOIDE

O cancer de tiredide, apesar de ser a neoplasia maligna enddcrina mais
freqiiente (KARAYAN et al. 2000), representa apenas 1% de todos os tumores
malignos. Embora pouco freqiientes na populag@o geral e com excelente progndstico,
sdao de interesse pratico pelos problemas de diagnostico diferencial que suscitam,
principalmente em relagdo as afec¢des benignas; pelo comportamento bioldgico que,
apesar de indolente na maioria dos casos, pode evoluir com disseminagdo local e

sistémica rapidamente e; pela morbidade associada ao tratamento cirurgico.



Entre os tumores esporadicos, o cancer de tiredide € o que apresenta o maior
risco relativo (8,6) para os parentes em primeiro grau do paciente (GOLDGAR et al.
1994).

Os carcinomas diferenciados da tiredide (papilifero e folicular) acometem
principalmente adultos, em idade mediana de 45 a 50 anos, com incidéncia
preferencial no sexo feminino (SCHLUMBERGER 1998).

Desconhece-se a causa basica dos tumores tireoidianos, mas dois fatores sdo
considerados importantes na indugdo da tumorigénese: a exposi¢do a radiagdo
ionizante (RON et al. 1995; MIZUNO et al. 1997; MAHOONEY et al. 2004) e a
estimulagao de TSH (RIVAS e SANTISTEBAN 2003). Outros fatores envolvidos na
patogénese do carcinoma diferenciado de tiredide incluem a expressdao de oncogenes
(KIM et al. 2003) e; a associagdo com determinadas sindromes genéticas (BELL e
MAZZAFERRI 1993).

Estudos epidemiologicos observaram uma maior incidéncia de carcinoma de
tireoide em populagdes que consomem dietas pobres em iodo, ou ricas em vegetais
que bloqueiam a absor¢do de iodo, provavelmente por elevag¢do dos niveis de TSH
(GALANTI et al. 1997).

Todas as formas de exposi¢do a radiagdo parecem predispor ao
desenvolvimento de carcinoma papilifero, principalmente em associa¢@o a rearranjos
do gene RET. Os efeitos da radioterapia sdo dose-dependente e associados a
exposi¢do em idade precoce. O periodo de laténcia minimo para o desenvolvimento
de carcinoma papilifero ¢ de dois a cinco anos, com pico em torno dos 20 anos

(TUCKER e BOICE 1995; SCHNEIDER et al. 1993; MAHOONEY et al. 2004).



1.2.1 Tumorigénese

Até o momento, nenhum estudo conseguiu provar, de forma inequivoca, que
o modelo de progressdo tumoral em tiredide segue uma seqiiéncia linear e previsivel
de eventos (benigno pré-maligno maligno metastatico), mas a existéncia de
fendtipos intermediarios como os adenomas foliculares sugere esta possibilidade.

Estudos sugerem que os estagios iniciais do desenvolvimento do cancer de
tiredide possam ser conseqiiéncia da ativacao de proto-oncogenes ou de receptores de
fatores de crescimento. Por outro lado, alteragdes nos genes supressores de tumor
como P53 ou Rb, sdo observadas em formas pouco diferenciadas de cancer de
tiredide, sugerindo que elas representariam eventos genéticos relativamente tardios
(SEGEV et al. 2003).

Duas familias de oncogenes estdo associadas com o0s carcinomas
diferenciados de tiredide: RET e RAS, enquanto mutagdes de ativagdo constitutiva do
receptor de TSH e das proteinas G (gsp) estdo associadas a formagdo de neoplasias
benignas (adenomas). O conceito atual estabelece que adenomas com mutagdes do
receptor de TSH ndo progridem para carcinoma a menos que um segundo evento
ocorra dentro de um contexto de pressdo de proliferagdo como na deficiéncia grave
de iodo (KORLE 2004).

Mutag¢oes dos genes RAS com ganho de fungdo sdo freqiientes em adenomas e
carcinomas foliculares, sugerindo um possivel evento precoce na tumorigénese da
tiredide (CHALLETON et al. 1995). Mutagdes em K-ras, um dos trés genes da
familia RAS, estdo associadas a perda de diferencia¢do tumoral, comportamento

clinico agressivo e pior progndstico (GINESA et al. 2003). O efeito da ativagdo
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decorrente das mutagdes de RAS leva a instabilidade
gendmica, mutagdes adicionais e transformag@o maligna (BOS 1989).

A associag@o entre a superexpressao de fatores que estimulam a proliferagao
celular e, a baixa expressdo de fatores que regulam o crescimento celular confere
vantagem proliferativa e expansao clonal de um ou varios focos celulares. O acumulo
de mutagdes com ganho de funcdo e, a supera¢do dos mecanismos de controle de
morte celular levam a imortalizacdo e capacidade de disseminagdo do tumor.

Os fatores que promovem a proliferagdo tumoral (ganho de fungdo) incluem
oncogenes ¢ hormonios, enquanto os reguladores da diferenciagdo e progressdo do
ciclo celular dificultam a proliferagdao tumoral (perda de fun¢@o). Ja os fatores que
controlam a imortalizagdo e morte celular (telomerase e reguladores de apoptose)
podem representar mecanismos tanto de ganho quanto de perda de fung@ao no
processo de tumorigénese da tiredide (SEGEV et al. 2003).

Uma caracteristica marcante dos carcinomas de tiredide ¢ a elevada taxa de
rearranjos génicos e translocagdes cromossomicas, eventos relativamente raros na
maioria dos tumores epiteliais. Rearranjos cromossomicos que levam a expressao
inapropriada de uma proteina de fusdo, contendo um dominio tirosina-quinase,
parece ser um mecanismo comum e importante no desenvolvimento dos carcinomas
diferenciados da tiredide (KIM et al. 2003). A presenga do gene de fusdo
PAX8/PPAR vl, aparentemente ¢ uma caracteristica exclusiva dos carcinomas
foliculares, ndo sendo detectada em adenomas (KROLL et al. 2000)

A presenga de multiplos focos ao diagnostico € uma caracteristica freqiiente
dos carcinomas papiliferos de tiredide que, aparentemente, surgem a partir de

diferentes rearranjos de ret/PTC (SUGG et al. 1998).




Na tiredide, o proto-oncogene RET é expresso normalmente pelas células
parafoliculares; contudo, rearranjos do oncogene ret/PTC sao observados em mais de
50% dos carcinomas papiliferos em adultos, ndo associados a radiagdo (WILLIAMS
et al. 1996) e, em até 80% dos casos apds exposi¢do a radiacdo (ELISEI et al. 2001;
MAHOONEY et al. 2004).

TSH controla a fungdo tireoidiana através da sua ligagdo com o receptor de
TSH (TSH-R), localizado na superficie das células foliculares (POSTIGLIONE et al.
2002). A ativagdo de TSH-R induz a ligagdo de diferentes proteinas G e ativagio de
diferentes vias de sinalizagdo (LAUGWITZ et al. 1996).

Pelo menos dois mecanismos mediam as atividades de TSH nos processos de
diferenciagdo e proliferagido dos tiredcitos normais: o aumento dos niveis de cAMP
intracelular e a ativagio da cascata de PLC-Ca”. A ativagdio constitutiva da cascata de
cAMP causa aumento na prolifera¢gdo mas ndo parece ser suficiente para promover a
transformagdo celular. E provavel que as mutagdes no receptor de TSH sejam um
evento iniciador na tumorigénese da tiredide, mas o desenvolvimento tumoral parece
depender de mutagdes adicionais dos genes responsaveis pelo controle do
crescimento celular e; da presenca de outros fatores de crescimento, principalmente,
insulina/IGF-1, EGF e outros (RIVAS e SANTISTEBAN 2003).

Em tiredcitos humanos, a atividade da proteina quinase dependente de cAMP
(PKA) é necessaria para a estimulagao mitogénica de TSH (KIMURA et al. 2001). A
ativagao de PKA ocorre quando o cAMP citoplasmatico se liga as subunidades
regulatorias de PKA (PKA-R), liberando as subunidades cataliticas (PKA-C) para
localizagdo nuclear e ativagdo dos mecanismos dependentes de PKA (RIVAS e

SANTISTEBAN 2003).



Recentemente, KATO et al. (2004), desenvolveram um modelo animal que
mimetiza o desenvolvimento completo do carcinoma folicular, obtido a partir de
manipulagdo genética da express@o do receptor de hormonio tireoidiano TRfA. A
isoforma TRB ¢ um dos dois principais alvos do horménio T3. No modelo
desenvolvido, os animais sdo heterozigotos para TRB. Eles possuem um alelo
inativado de TRB, incapaz de criar um transcrito e; uma forma mutante do receptor
de T3, o TRB"Y, identificado em um paciente portador de sindrome de resisténcia ao
horménio tiredideo. TRB"Y atua como um dominante negativo incapaz de se ligar a
T3; demonstrando a atividade supressora de tumor de TRf}

Baixa expressao de PTEN, um gene supressor de tumor, também ¢ evento
freqiiente nas neoplasias foliculares, sugerindo que a haploinsuficiéncia e/ou fatores
epigenéticos participariam no processo de carcinogénese. PTEN codifica uma
fosfatase que desfosforila Akt provocando apoptose e/ou parada do ciclo celular em
Gl. A disfung¢do de PTEN leva ao aumento de Akt que, conseqlientemente, inibe a
apoptose (SEGEYV et al. 2003).

Akt/PKB ¢ uma serina/treonina quinase homdloga a PKA associada a
estimulagdo da proliferagdo celular via TSH e cAMP. Em linhagens celulares de rato,
expressdo constitutiva de Akt/PKB induz tanto a sobrevivéncia quanto ao
crescimento insensivel a inibigao por contato (DE VITA et al. 2000).

Em resumo, a ativagdo inapropriada de diferentes vias de sinalizagdo
intracelulares, envolvidas na proliferagdo celular mediada por TSH parece levar a
iniciacdo tumoral, mas alteragdes adicionais em outros mecanismos reguladores do

crescimento celular s3o necessarias para completa transformagao tumoral.



1.2.2 Diagnéstico e Tratamento

A avaliagdo de pacientes com nddulos tireoidianos € norteada por dois
objetivos principais: exclusdo de malignidade e definicdo dos aspectos funcionais do
nodulo.

Clinicamente, pacientes com carcinomas bem diferenciados apresentam-se
com nodulo tireoidiano de desenvolvimento assintomatico. Os testes de fungdo
tiredidea, via de regra, sd3o normais. Qualquer nédulo palpavel, ou lesdo maior que
1,5 cm identificada por exames de imagem, deve ser submetido a biopsia aspirativa
por agulha fina (HAMBURGER 1994). As decisdes terapéuticas sdo determinadas a
partir dos resultados da bidpsia, associados a historia clinica do paciente.

Outros métodos comumente utilizados na investigagdo diagndstica de uma
alteragdo morfologica da tiredide sdo a cintilografia, utilizada para a determinagao
funcional de um nédulo palpavel ou, para a pesquisa de tecido remanescente apos
realizagdo de tireoidectomia e; a ultra-sonografia com ou sem Doppler colorido,
capaz de determinar as caractristicas estruturais e hemodindmicas das lesdes, com
indices de acuracia diagnostica em torno de 90% nos casos de carcinoma papilifero
(SHERMAN e GILLENWATER 2000; FUKUNARI et al. 2004).

O diagndstico de malignidade é definido por aspectos histopatoldgicos, mas
pode ser sugerido clinicamente pela presenga de crescimento rapido de um nodulo,
adenomegalias cervicais e rouquidao de inicio subito. A citologia obtida por pungio
aspirativa por agulha é ainda o método mais eficaz para estabelecer o diagnostico
pré-operatorio de malignidade (OGAWA et al. 2001). Entretanto, em até 20% dos
casos, este procedimento pode ndo ser diagnostico ou indicar apenas que a lesdo ¢

suspeita (GHARIB 1994). Nestes casos, a existéncia de marcadores tumorais poderia
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ser de grande ajuda, principalmente no que se refere ao diagnéstico diferencial entre
adenoma e carcinoma folicular; carcinoma folicular e variante folicular de carcinoma
papilifero e, distingdo entre adenoma e carcinoma de células de Hiirthle (BALOCH e
LIVOLSI 2002). Entretanto, a presenca de nodulos de tamanho e fungdo distintos na
mesma glandula dificulta a determina¢do de um marcador exclusivo tanto para
benignidade quanto malignidade. Dos varios candidatos descobertos e propostos que
pareciam promissores (Galectin-3, Tiroperoxidase, PAX-8/PPARy, etc), nenhum foi
incorporado a rotina diagnodstica até o momento (RAPHAEL 2002)e, apesar da
discriminag@o entre nodulos benignos e malignos (FINLEY et al. 2004) ou entre
adenomas e carcinomas foliculares (BARDEN et al. 2004) ser possivel através de
técnicas de cDNA microarray; tempo, custos e aparelhagem limitam sua
aplicabilidade.

A partir dos resultados obtidos pela biopsia aspirativa e dos dados clinicos, as
opgdes de tratamento incluem observagdo clinica aliada a supressao hormonal;
utilizagdo de métodos diagnosticos complementares, repeti¢ao da biopsia (OGAWA
et al. 2001) ou ressecgdo cirtirgica. Ndo existe consenso sobre a extensdo da
ressec¢do cirurgica. Lesdes consideradas suspeitas ou sem diagndstico definido
geralmente sao ressecadas (BURCH 1995).

Cerca de 30% dos casos de bdcio apresentam cancer de tiredide associado e; a
presenga de calcificagdes detectadas por ultra-sonografia e/ou radiografia ¢ indicagdo

de ressecgdo cirtrgica (YAMASHITA et al. 1997).

1.2.3 Estadiamento e fatores prognosticos



A classificagio TNM proposta pela Unido Internacional Contra o Cancer
(UICC) e American Joint Committee on Cancer (AJCC), atualmente utilizada, foi
estabelecida em 1997 e revisada em 2002. Destina-se apenas aos casos de
carcinomas e, utiliza os dados obtidos pelo exame anatomopatolégico para a
classificagdo pTNM. (GREENE et al. 2002; SOBIN e WITTEKIND 2002). Essa
classificagdo avalia a extensdo do tumor primario (T), a auséncia ou presenga de
metdstases em linfonodos regionais (N) e, a auséncia ou presenga de metastases a
distancia (M). Uma caracteristica da classificagdo TNM em cancer de tiredide ¢ a
utilizag@o do fator idade. Independente das categorias T e N, todos os pacientes com
menos de 45 anos sem metastases a distancia (M0) sdo classificados como estadio I,
enquanto aqueles com metdastases distantes (M1) pertencem ao estadio II. Os
pacientes com 45 anos ou mais sdo classificados em quatro estadios (I a IV). Nos
estadios I e II, o tumor encontra-se restrito a glandula e sem metastases linfonodais.
Na revisdo de 2002, o agrupamento de estadios para pacientes com 45 anos ou mais
e, carcinomas papilifero e folicular foi revisado. O estadio III inclui tumores com
minima extens@o além da tiredide e/ou metastases linfonodais (nivel VI), o estadio
IV foi subdividido em trés subgrupos: IVA inclui tumores com metastases
linfonodais cervicais ou mediastinais superiores ou, tumores de qualquer tamanho
com extensao além da cépsula tireoidiana, invadindo partes moles do subcutdneo,
laringe, traquéia, esofago ou nervo laringeo recorrente; IVB inclui tumores que
invadem a fascia prevertebral, artéria carétida ou vasos mediastinais; IVC inclui
tumores avan¢ados com metastases distantes. Outras modifica¢des incluem a
subdivisdo de T4 em T4a e T4b, revisdo do estadiamento linfonodal e, subdivisdo da

categoria T4 para carcinomas anaplasicos em T4a (ressecavel) e T4b (irressecavel).
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As neoplasias diferenciadas tém comportamento indolente e, apresentam um
prognostico melhor em relagdo a outros tumores, com sobrevida em 10 anos de 80%
a 95%; taxas de recidiva locorregional de até 20% e metastases a distdncia em 10% -
15% dos casos. Entre os fatores de risco para a recidiva estdo: idade abaixo de 16 ou
acima de 45 anos, extensdo do tumor e o subtipo histolégico (SCHLUMBERGER
1998). Pacientes com carcinoma papilifero apresentam sobrevida global (SG)
significativamente melhor que aqueles com carcinoma folicular pouco diferenciado.
A taxa de mortalidade do cancer diferenciado de tiredide é inferior a 10%, mas pode
variar significativamente de acordo com o estadio pTNM, oscilando de 1,7% no
estadio I a 60,9% no estadio IV (LOH et al. 1996).

As variaveis usadas no sistema de estadiamento TNM (tamanho do tumor,
presenca de invasdo além da tiredide e, metastase linfonodais ou distantes ao
diagnostico) sdo fatores progndsticos importantes para recidiva e morte pelo cancer.

Ao contrario de outras neoplasias solidas, o acometimento linfonodal parece
ndo influenciar a sobrevida global, mas sim a recidiva local. Acometimento
linfonodal ¢ freqiiente nos carcinomas papiliferos (HARNES et al. 1998) e,
relativamente incomum nos carcinomas foliculares (45% versus 10%,
respectivamente).

Em carcinomas papiliferos, a baixa expressao de p27, a superexpressdo de
ciclina D1 e extensdo além da céapsula tiredidea sdo fatores preditivos independentes
para o desenvolvimento de metastases linfonodais. Em microcarcinomas papiliferos
de tirdide (< 1 cm) a diminuigdo da expressdo de p27 também ¢ fator preditivo de

agressividade (KHOO et al. 2002).
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Recidivas ocorrem em sua maioria, na regido cervical (linfonodos e/ou leito
cirtrgico). Cerca de 10% a 30% dos casos que apresentam recidiva local morrem
pela doenga e; 50% dos pacientes com metastases a distancia apresentam também
recorréncia local concomitante. Destes, 50% a 90% morrem pela doenga (JOSSART
e CLARK 1994). A maioria dos casos de recorréncia, excluindo aqueles com
metastases distantes ao diagndstico, ocorre nos primeiros 5 anos apos o diagndstico;
demonstrando a necessidade de exames clinicos freqiientes neste periodo,

independente da categoria de risco (LOH et al. 1996).

1.3 IDENTIFICACAO DE MARCADORES MOLECULARES

Modificagdes no padrio de expressao génica em determinado tecido
geralmente resultam de exposicdo ambiental e alteragdes fisiologicas ou patologicas
intrinsecas. Atualmente, a partir de amostras obtidas de um tecido é possivel realizar
a analise da expressdo génica através de técnicas de detecgdo de DNA, RNA ou da
proteina correspondente.

A heterogeneidade dos pacientes tem sido descrita como uma das grandes
dificuldades para o estabelecimento de perfis génicos para varias doengas. Por esta
razdo, a identifica¢do de genes diferencialmente expressos que possam ser utilizados
como marcadores especificos exige a comparagido de um grande nimero de genes em
amostras de multiplos individuos. A técnica de cDNA microarrays (SCHENA et al.
1995) permite a analise da expressdo de centenas a milhares de genes em um unico
ensaio, e o resultado combinado de experimentos distintos permite o estabelecimento

de perfis génicos para cada condig¢do patoldgica, identificando genes muito ou pouco



expressos. O agrupamento de genes em classes de express@o, por sua vez, fornece
pistas sobre a fungdo biolégica e a relevancia de genes desconhecidos
(QUACKENBUSH 2001).

Visando a identificagdo de marcadores moleculares nas neoplasias tiredideas,
nosso grupo, utilizando duas diferentes técnicas de analise de expressdao génica,
DDRT-PCR (differential display RT-PCR) e cDNA microarray, comparou os
padroes de expressdo de centenas de genes em amostras de tecido tireoidiano normal,
adenoma folicular, bocio e carcinoma papilifero (STOLF et al. 2003). Dois tipos de
array foram utilizados: arrays em membranas de nylon, com 213 clones obtidos por
DDRT-PCR e; arrays de vidro, com 3800 clones ORESTES. Experimentos
utilizando o primeiro tipo de array identificaram trés genes diferencialmente
expressos, cuja expressao foi analisada por RT-PCR em 10 amostras de cada tipo de
tecido. Dentre esses genes, observou-se pela primeira vez que o gene IGFBP-5
encontrava-se significativamente mais expresso em carcinomas papiliferos que nos
demais tecidos (STOLF et al. 2003).

A partir desta observagdo, os arrays em vidro foram, entdo, utilizados para
avaliar o perfil de expressao de 3800 genes em aproximadamente 10 amostras de
cada tipo de tecido tireoidiano (normal, boécio, adenoma folicular e carcinoma
papilifero). Foram identificados 160 clones diferencialmente expressos entre
quaisquer dois tipos de tecido, cujas seqiiéncias foram determinadas e comparadas
com as dos bancos de dados. Deste universo, um grupo de cinco genes
diferencialmente expressos e associados a carcinogénese de outras neoplasias foi
selecionado (P27, P21, Clatrina, Catepsina B e Alfa 1 Antitripsina), juntamente com

o gene IGFBPS para a realizagao deste projeto. Dentre as abordagens disponiveis, foi
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optado pela utilizaga@o de imunoistoquimica e tissue microarray (TMA) para analisar

se a expressdo proteica dos seis genes selecionados € consistente com a expressao do

RNA.

1.3.1 P27

P27 (KIP1) ¢ considerado um gene supressor de tumor e, a perda de sua
expressao estd associada a um pior prognodstico em diferentes neoplasias malignas
(ITO et al. 1999).

A progressdo do ciclo celular é facilitada por quinases dependentes de ciclina,
as cdks (MORGAN 1995). A capacidade das cdks de fosforilar substratos especificos
¢ regulada pela fosforilagdo e defosforilagdio da subunidade catalitica e pela
associagdo com subunidades ativadoras, as ciclinas (DRAETTA 1994). A inibi¢do da
fungdo de cdk é controlada pela ligagdo de subunidades reguladoras negativas, os
inibidores de cdk (cdkis) aos complexos ciclina-cdk. P27 foi inicialmente
identificado como um inibidor de cdk por sua capacidade de bloquear a atividade dos
complexos de ciclinaE/cdk2 e ciclina A/cdk2. Duas familias de Cdkis ja foram
caracterizadas. Os membros da familia Ink4 de cdkis (p13, p16, p18, e p20), inibem a
atividade de cdk4 e cdk6, enquanto os membros da familia Kip/Cip (p21, p27, e pS7)
inibem especificamente a atividade de cdk2 (HENGST 1994).

A ligagdo da proteina nuclear p27 com as Cdks promove a parada do ciclo
celular na fase G1 por bloqueio da fosforilagdo das ciclinas. Os complexos ativados
ciclina-cdks, fosforilam alvos especificos, facilitando a progressdo através das
diferentes fases do ciclo celular. Crescimento descontrolado ou neoplasico esta

associado tanto a superexpressdo de ciclinas (WANG et al. 1998), que sdo



reguladores positivos dos ciclos celulares, quanto a baixa expressdao dos Cdkis, que
sdo inibidores da progressdo do ciclo celular. Portanto, a perda de fun¢do de p27
pode resultar no desenvolvimento e / ou progressdo tumoral (HEDBERG et al.
2003).

Nos carcinomas de tiredide, os padroes de expressdo imunoistoquimica de
p27 estdo relacionados com a transformag¢ao neoplasica e, variam de acordo com o

fenotipo tumoral (RESNICK et al. 1998).

1.3.2 Alfa 1 antitripsina

A regulagdo de enzimas proteoliticas por inibidores endégenos é um pré-
requisito para a manutengao da homeostase no organismo. O principal inibidor
responsavel pela atividade anti-proteolitica € a a1 -antitripsina.

A al-antitripsina é um inibidor de serina proteinase superexpresso em
algumas neoplasias como o carcinoma papilifero de tiredide (POBLETE et al. 1996)
e carcinoma de pancreas (TRACHTE et al. 2002). Os inibidores de serina proteinases
sdo considerados reguladores negativos de varios fendmenos fisiopatologicos.

Varias proteases secretadas por células tumorais, como o ativador de
plasminogénio e as catepsinas, estdo envolvidas na invasdo tumoral e formacdo de
metastases (DODWELL 1993). A inibi¢do de qualquer etapa da cascata de reagoes
proteoliticas que inclua a participagdo de serina proteases, necessarias para a lise de
elementos estruturais importantes da membrana basal, poderia reduzir a capacidade
de invasdo das células tumorais. Portanto, inibidores de proteases como a al-
antitripsina, poderiam suprimir em algum grau a atividade das proteases e, proteger o

hospedeiro da invasao e disseminagao tumoral.
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Entretanto, existem evidéncias de que alguns destes inibidores de serina
proteinases podem agir como reguladores positivos para otimizagdo de algumas
reagdes. Em tumores, os inibidores de serina proteinases celulares conferem o
comportamento maligno das células tumorais através da modulagdao da resposta
imune do hospedeiro; regulagdo da angiogénese; inibicdo de apoptose; alteracao da
cascata de sinalizacdo intracelular e ativag¢do de fatores de crescimento. Além disso,
um equilibrio critico entre proteinases e seus inibidores parece ser necessario para a
invasao das células tumorais in vivo, em que o inibidor de proteinases protegeria os
componentes do estroma necessarios durante a invasdo tumoral e angiogénese
(KARASHIMA et al. 1990).

As células malignas sdo caracterizadas por sua capacidade de disseminagdo e
invasdo dos tecidos normais. Esse dois processos envolvem atividades proteoliticas
das células malignas que degradam a matriz extracelular. Entre as proteinases
envolvidas neste processo estdo as metaloproteinases (MMPs), produzidas tanto
pelas células tumorais como pelas células do tecido adjacente. Existe evidéncia
experimental de que o fragmento C-terminal de al-antitripsina gerado pelas MMPs
aumenta o crescimento tumoral e a capacidade de invasao in vivo (KATAOKA et al.
1999). Além disto, analises comparativas entre os tumores e tecidos normais
mostram uma correlagdo entre a expressdo local de al-antitripsina e crescimento

tumoral mais agressivo (HUANG et al. 2004).

1.3.3 Catepsina B
A catepsina B €é uma cisteina protease envolvida na degradagdo

intralisossomica de proteinas celulares e endocitadas. Na tiredide, a liberagdo
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extracelular de tiroxina depende do processamento da tireoglobulina armazenada no
lumen dos foliculos tireoidianos. A secrecado de catepsina B induzida por estimulo de
TSH, é responsavel pela protedlise da tireoglobulina (LINKE et al. 2002).

A catepsina B sofre regulag@o transcricional, pos-transcricional e pos-
traducional. Os mecanismos de regulagdo incluem transcrigao aumentada, diferentes
sitios de inicio da transcri¢@o, presenga de diferentes variantes de splicing do mRNA
da catepsina B em cada tecido e, modificagdo poés-transcricional da proteina por
processamento proteolitico, glicosilagao, trafico e inibigdo (RAO 2003).

A progressdao maligna € freqlientemente associada com aumento na produgao
e/ou atividade de uma ou mais das varias proteinases de degradacdo de matriz
extracelular (MEC). A catepsina B tem sido proposta como mediadora da
disseminagdo das células tumorais por degradagdo dos componentes da matriz
extracelular ou por ativagao de outras proteases que sdo capazes de degradar a matriz
extracelular (SPIESS et al. 1994). Além da participacdo direta na destrui¢do tecidual,
a catepsina B pode ser prejudicial por outras duas razdes: ela aumenta a atividade de
metaloproteinases (MMPs) também na auséncia de mecanismos que aumentam a
regulagdo destas enzimas e, estimula a angiogénese (KOSTOULAS et al. 1999).

A catepsina B tem sido associada a varios tumores. A inibi¢do da expressao
de catepsina pode suprimir a neovascularizagdo induzida por tumor
(YANAMANDRA et al. 2004). Ela também facilita a progressdo tumoral
indiretamente através da ativagdo de outras proteases latentes e/ou degradagdo dos
inibidores de proteina de outras proteases. Portanto, a catepsina B pode ser um
componente importante da cascata proteolitica associada a progressao tumoral (YAN

et al. 1998).



Investigagcdes com catepsinas e seus inibidores endogenos em cancer de
mama, pulmao e cabega e pesco¢o demonstraram o elevado impacto prognostico na

sobrevida dos pacientes (LAH e KOS 1998).

1.3.4 P21

O gene P21PIWAFL £5i identificado através da interagdo de seu produto com
Cdk2 (HARPER et al. 1993). P21 inibe a progressio do ciclo celular por ligagdo com
complexos ciclina-Cdk na fase Gl e exerce importante fungdo na parada do
crescimento celular apos a ocorréncia de dano no DNA (BRUGAROLAS et al.
1995).

A proteina p21 também se liga ao antigeno nuclear de proliferagdo celular
(PCNA), bloqueando a sintese de DNA pela DNA polimerase 6 (CHEN et al. 1995);
promove a associagdo de Cdk4 e ciclina D1, (LABAER 1997) e; é capaz de inibir a
apoptose (POLYAK et al. 1996).

As diferentes fungdes de p2l sdo determinadas de acordo com sua
distribui¢do intracelular e, sdo dependentes do estagio de diferenciacdo da célula. A
atividade como inibidor do ciclo celular estd associada com sua localiza¢do nuclear
(STEINMAN et al. 1994), mas sua capacidade de inibir a apoptose esta relacionada
com a localizagdo citoplasmatica (ASADA et al. 1999), através da inibi¢do da
ativagdo da cascata de MAP quinase. Fosforilagdo de p21 por Akt, resulta em sua
localizag@o citoplasmatica e supressdo de sua atividade inibidora de crescimento.

A capacidade de P21 em inibir a proliferagdo celular contribui para seu papel
como gene supressor de tumor; entretanto, sua atividade anti-apoptotica pode

contribuir para seu potencial como oncogene (GARTEL e TYNER 2002).
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1.3.5 Clatrina

Em organismos eucarioticos, o transporte intracelular entre as membranas de
diferentes organelas ¢é realizado através de vesiculas formadas por invaginagdes
especializadas da membrana plasmatica, recobertas por proteinas recrutadas a partir
do citoplasma. Essas proteinas reconhecem as membranas-alvo e determinam tanto a
formagdo quanto a carga das vesiculas envolvidas no processo de endocitose, que
ocorre basicamente por duas vias: a dependente de clatrina e a independente de
clatrina. Descrita inicialmente por PEARSE em 1976, a clatrina ¢ a principal proteina
que se liga as membranas (GOLDSTEIN et al. 1979) através de complexos
adaptadores. A presenga de clatrina no fuso mitotico sugere sua participagdo também
no processo de mitose (OKAMOTO et al. 2000).

A molécula de clatrina possui uma estrutura com trés prolongamentos,
denominada triskelion, composta por cadeias pesadas e leves (SMITH et al. 1998).
Rearranjos entre um dos genes de cadeia pesada de clatrina (CLTC) e o gene ALK,
dao origem ao oncogene de fusdo CLTC-ALK capaz de transformar, in vivo,
linhagens celulares de origem mesenquimal e linféide. A molécula de clatrina
presente na proteina de fusio CLTC-ALK promove a ativagdo constitutiva e re-
localizagdo do dominio quinase ALK a partir de sua posi¢do normal na superficie
interna da membrana celular dentro do citoplasma. A expressao da proteina ALK é
um fator preditivo independente de sobrevida e, funciona como um marcador
bioldgico de um tipo especifico de linfoma anaplasico de células foliculares
(BRIDGE et al. 2001). Em linhagens celulares de cancer de prostata, androgenos
parecem estimular a expressdo aumentada do gene da cadeia pesada da clatrina.

Neste modelo, a clatrina poderia estar envolvida na exocitose de PSA e calicreina



22

(PRESCOTT e TINDALL 1998).

Pequenas seqiiéncias lineares de aminoacidos, chamadas ‘trafficking motifs’,
encontradas nas porgdes citoplasmaticas das proteinas transmembrana que estdo
sendo transportadas, determinam as rotas entre as membranas ao longo das quais a
proteina ¢é transportada (ARIDOR e TRAUB 2002). Em eucariontes superiores a
ubiquitina funciona como um desses arranjos endociticos (HAGLUND et al. 2003).
A ubiquitinagdo de receptores de fator de crescimento parece induzir a sua
internalizagdo a partir da membrana celular, assim como, a incorporagdo nas
vesiculas intraluminais do endossoma. Este ultimo fato resulta no desligamento da
sinalizagao do receptor e, conseqiientemente na sua degradagio (OWEN 2004).
Portanto, disturbios no funcionamento dos mecanismos de transporte intracelular,
causados por mutagdes ou expressdo alterada das proteinas envolvidas no processo
de endocitose, poderiam interferir com a proliferacdo celular controlada por cascatas

de sinaliza¢ao (FLOYD e DE CAMILLI 1998).

1.3.6 IGFBP5

As proteinas de ligagdao do fator de crescimento do tipo insulina (IGFBPs)
foram descobertas durante as tentativas de purificagdo de IGF-1 (ZAPF et al. 1975).
As IGFBPs foram nomeadas de acordo com a ordem histérica de identificagdo. Elas
compreendem uma familia de proteinas que interagem com IGFs ( IGF 1 e 2),
exercendo um papel importante na regulagdo da proliferacdo, diferenciacdo,
transformagdo e apoptose celular (SHIMASAKI et al. 1991). Os principais
determinantes da distribuigao tecidual de IGFs sdo os fatores que regulam a sintese

de IGFBPs nos diferentes tipos celulares (JENNISCHE et al. 1987).
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As IGFBPs sdo capazes de se ligar a superficie celular ou a matriz
extracelular, tém multiplas fung¢Ges tanto dependentes quanto independentes de IGF,
como por exemplo inibir ou intensificar a a¢do de IGFs resultando assim em
supressdao ou estimulag@o da proliferag@o celular, respectivamente (JENNISCHE et
al. 1987).

A regulacio da transcri¢do génica de IGFBP esta sob o controle de varios
hormoénios e € especifica em cada tecido. Uma vez ligadas aos IGFs, as IGFBPs
exercem trés importantes efeitos: transporte de IGFs, protegdo de IGFs da
degradagio e regulacio da interagdo entre IGFs e o receptor 1 de IGF (KELLEY et
al. 1996).

Em funcdo da maior afinidade que IGF-1 possui pelas IGFBPs em relacdo a
seu receptor (IGF-1R), a ligagao de IGFBPs com IGF-1 ¢ capaz de suprimir a agao
de IGF. Por outro lado, esta mesma ligagdao também é capaz de proteger IGF-1 da
degradacdo proteolitica, favorecendo sua agdo por aumento da biodisponibilidade
tecidual (COLLETT-SOLBERG e COHEN 1996).

IGFBP-5 libera IGFs por redugao da afinidade entre eles ao se ligar a
receptores especificos na membrana celular e, ao se aderir a superficie celular ou a
matriz extracelular (KELLEY et al. 1996).

Modificagdes nas condigdes fisiologicas podem influenciar processo de
protedlise de IGFBPs (JONES E CLEMONS, 1995). Como os efeitos de IGF podem
ser tanto suprimidos quanto potencializados por IGFBPs, a protedlise destas pelas
proteases de IGFBPs exerce um importante papel na regulagio da a¢ao de IGF. Um
exemplo é a capacidade que o PSA, uma protease, tem de clivar IGFBP3 e 5,

reduzindo a afinidade por IGF-1 e, conseqiientemente, restaurando a atividade
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mitogénica de IGF-1 (COHEN et al. 1994). Outras proteases capazes de clivar
IGFBPs sdo a catepsina-D (CLAUSSEN et al. 1997), as metaloproteinases de matriz
(FOWLES et al. 1994), a plasmina (LALOU et al. 1994) e a trombina (ZHENG et al.

1998).

1.4  TISSUE MICROARRAY

A tecnologia de ¢cDNA microarray permite a determinagdo simultinea do
nivel de expressio de milhares de genes em uma amostra de tecido tumoral
(FREEMAN et al. 2000), possibilitando a subclassificagio de determinadas
neoplasias de acordo com o perfil de expressdo génica e, revelando novos e
potencialmente importantes oncogenes. Entretanto, essa tecnologia sé permite a
analise de uma amostra tumoral por experimento.

A identificag¢do de genes diferencialmente expressos em uma amostra tumoral
requer a confirmagdo de que o perfil encontrado reflete uma alteragdo molecular
caracteristica da neoplasia e ndo apenas da amostra em questdo. Isto se tornou
factivel através do desenvolvimento de técnicas de hibridizag¢@o em tissue arrays.

Levando-se em consideragao que sao as proteinas, e ndo o DNA ou RNA, os
responsaveis pela realizagdo da maioria das fungdes celulares; a avaliagao direta da
expressdo e da atividade das proteinas dentro da célula é o melhor determinante da
fung¢do dos genes e suas respectivas vias de sinalizagao.

A tecnologia de tissue microarray (TMA), descrita inicialmente por
KONONEN et al. (1998) foi concebida para a realizagdo da analise simultanea da

expressao génica em multiplas amostras tumorais, com o objetivo de determinar a
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importancia diagnoéstica, prognostica e terapéutica dos genes e vias de sinalizagdo
envolvidos no desenvolvimento do cancer que estavam sendo descobertos por novas
técnicas de analise genomica por cDNA microarray.

Na construgao de TMAs, centenas de bidpsias cilindricas milimétricas obtidas
de tecidos conservados em blocos de parafina, sdo transferidas para novos blocos e,
os cortes depositados em seguida em laminas de vidro para analise (SIMON e
SAUTER 2002).

Varias técnicas podem ser utilizadas nas analises em TMA, incluindo a
imunoistoquimica (HOOS et al. 2001). TMAs sdo uteis na investigacdo de diferentes
moléculas potencialmente envolvidas no desenvolvimento e/ou progressao tumorais
e; na determinagao de fatores preditivos/prognosticos.

Taxas de discorddncia e perda de amostra tecidual podem chegar a 10% e
30%, respectivamente, quando sdo utilizadas uma ou duas amostras. A utilizagdo de
amostras com maior numero de réplicas mantém o niimero de casos perdidos mais
baixo e, as taxas de concordancia, mais elevadas (HOOS et al. 2001).

Amostras de diferentes blocos de tumor do mesmo paciente podem melhorar
a eficacia dos TMAs além da obtida em apenas uma area do tumor (KALLIONIEMI

et al. 2001).

FUNDACAD AN

Ear\ueg
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2 OBJETIVOS E JUSTIFICATIVAS

Estudo retrospectivo que tem como objetivo principal, complementar por
técnica de ftissue microarray, a analise do padrio de expressio de proteinas
correspondentes a um grupo de seis genes diferencialmente expressos em tecidos
tireoidianos, utilizando amostras de tecido normal, bécio multinodular, adenomas
foliculares e carcinomas diferenciados de tiredide (papiliferos e foliculares).

Como objetivo secundario, sera avaliada a existéncia de alguma relagdo entre
o padrao de expressdo diferencial das proteinas analisadas e a evolugdo clinica dos
casos de carcinomas.

E importante salientar que este projeto ndo foi desenhado com o intuito de
determinar o valor prognostico de possiveis marcadores tumorais. Nosso objetivo €
analisar as informag¢des obtidas a partir de analises de expressio do RNA e; se
possivel, identificar possiveis marcadores de malignidade que possam ser
incorporados a rotina diagnostica dos nodulos tireoidianos; uma vez que os aspectos
histolégicos do adenoma folicular sao muito semelhantes aos do carcinoma folicular
e, a distingdo entre os dois se baseia principalmente na presenga de invasao capsular,
detectada apenas apds a realizagdo de cirurgia.

Embora os trabalhos com ¢DNA microarray tenham identificado genes
capazes de distinguir entre tecido normal, bocio, adenoma folicular e carcinoma
papilifero, esta tecnologia implica em custos elevados e necessidade de centros
especializados, dificultando desta forma a sua aplicagio como método de

rastreamento e/ou diagndstico em larga escala.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 AMOSTRAS

Para a realizagdo deste estudo foram utilizadas amostras teciduais de
pacientes submetidos a tireoidectomias no Hospital do Cancer de Sao Paulo. As
amostras foram selecionadas com o objetivo de avaliar, por imunoistoquimica, a
expressdo protéica de seis genes selecionados com base nos resultados das analises
por cDNA microarray e DDRT-PCR.

Primeiro foi realizada uma pesquisa no banco de dados do Departamento de
Anatomia Patologica para identificar casos registrados com diagndstico
anatomopatoldgico de bdcio, adenoma folicular, carcinoma papilifero e carcinoma
folicular. Foram selecionados apenas aqueles casos que, apés a confirmagdo do
diagnostico (revisdo histopatolégica), dispunham de material biolégico (blocos) no
arquivo de tumores do hospital. As amostras de tecido normal foram selecionadas
entre estes casos, assim distribuidas: bdcio (n=4), adenoma (n=4), carcinoma
papilifero (n=6) e carcinoma folicular (n=4); mas a coleta do material foi realizada
em blocos que continham apenas areas de tiredide normal.

As laminas selecionadas representativas de cada tecido correspondem ao
material bioldgico de 152 pacientes submetidos a tireoidectomia no periodo entre
janeiro de 1984 a dezembro de 2002.

Foram coletadas 18 amostras de tecido tireoidiano normal, 18 amostras de

bocio multinodular (BMN), 50 amostras de adenoma folicular, 50 amostras de
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carcinoma papilifero e 36 amostras de carcinoma folicular.

No projeto inicialmente proposto, foram estabelecidos nimeros iguais de
amostras para cada tipo de distirbio tireoidiano. Entretanto, alguns fatores
contribuiram para modificagdo do nuimero inicialmente proposto de amostras. Em
relacdo aos casos de bocio, a presenga de grandes quantidades de coloide determinou
a necessidade de bidpsias com maior didmetro (2 mm). Este por sua vez, determinou
o numero de amostras que poderiam ser colocadas nos blocos receptores de TMA.

Quanto aos carcinomas foliculares, o motivo de redugio do numero de
amostras foi a falta de material bioldgico suficiente no arquivo de tumores do
hospital. Quatro amostras foram obtidas de dois pacientes, mas de focos diferentes
do tumor (casos 137/138 e 145/153) como sugerido por KALLIONIEMI et al.
(2001).

Novos cortes de 4um dos blocos de parafina dos casos selecionados foram
obtidos e corados pela técnica de hematoxicilina/eosina (HE) para delimitar as areas
doadoras e, confirmar se o material biolégico ndo havia sido totalmente utilizado
durante a confec¢do das laminas utilizadas no diagndstico poés-operatorio. Foi

utilizado microscopio dtico Labophot-Nikon.

3.2 CONSTRUCAO DE TISSUE MICRO ARRAYS (TMA)

Foram construidos trés blocos de TMA para a realizagdo do estudo
imunoistoquimico. Dois blocos receberam as amostras (2mm de diametro) de tecido
normal e bdcio, cada bloco com 36 amostras (normal = 18 e bocio = 18). No terceiro

bloco, foram colocadas as amostras (Imm de didmetro) de adenoma folicular (50),
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carcinoma papilifero (50) e carcinoma folicular (36), nesta ordem.

Apos a delimitag@o das areas doadoras nos blocos parafinados, de acordo com
a marcagdo feita previamente nas laminas submetidas a revisdo histopatologica,
foram obtidas bidpsias cilindricas com 1 e 2 mm de didmetro utilizando um tissue
microarrayer (Beecher Instruments, Silver Spring, MD). Todas as amostras foram
coletadas em duplicata, transferidas para os 3 blocos de parafina receptores e
dispostas em fileiras paralelas. No bloco n° 1 foram colocadas as amostras de tiredide
normal e bocio (nesta ordem), dispostas ao longo de seis fileiras paralelas, contendo
seis casos cada. No bloco n® 2 foram colocadas, seguindo a mesma ordem, as
duplicatas destas 36 amostras.A separagdo em dois blocos foi necessaria em fungao
do diametro das amostras (2mm). No bloco n°® 3 foram dispostas, todas as amostras
(Imm) de adenoma folicular, carcinoma papilifero e carcinoma folicular, nesta
ordem

O primeiro spot nos trés blocos de TMA foi preenchido por uma bidpsia de
figado humano normal, apenas para marcar a fileira inicial de cada array.

Em seguida, foram obtidos cortes de 4 um de cada bloco de TMA, que foram
transferidos para laminas de vidro e corados pelo método HE para revisao patolédgica.
Apéds a confirmag@o da representatividade de cada tipo histoldgico, os trés blocos
foram totalmente seccionados (4 pm) e o material transferido para laminas de vidro
para a realizagdo das reagdes imunoistoquimicas com os anticorpos selecionados
(Tabela 1).

O maior didmetro das amostras dos blocos 1 e 2 foi escolhido para se obter
uma quantidade maior de células epiteliais e, evitar a obtengdo de amostras de bécio

que contivessem apenas coléide.
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3.3 REACOES IMUNOISTOQUIMICAS E ANTICORPOS

Todas as reagdes de imunoistoquimica foram realizadas por funcionaria do
Departamento de Anatomia Patolégica do Hospital do Cancer de Sao Paulo,
conforme o protocolo de reagdes descrito a seguir.

Para cada anticorpo analisado, foram utilizadas duas laminas distando em
média 150-um em profundidade uma da outra, de tal forma a se obter resultados em

quadruplicata.

Protocolo de reacoes:

Desparafinizag@o dos cortes de 4um de espessura, do material incluido em
parafina, em laminas previamente tratadas com 3-Aminopropyltriethoxy-silano
(Sigma, A-3648, USA), e deixadas por 24 horas em estufa a 60°C:

1 Xilol a 60°C por 20 minutos;

2 Xilol a temperatura ambiente por 20 minutos;

3 Etanol 100% por 30 segundos;

4  Etanol 95% por 30 segundos;

5  Etanol 70% por 30 segundos;

Lavar as laminas em 4gua corrente e destilada;

Ferver a solugdo tampdo citrato 10 mM pH 6.0 em panela de pressdo
(Eterna®, Nigro) destampada, mergulhar as laminas e lacrar a panela com a valvula
de seguranca aberta;

Apos a saida do vapor saturado, abaixar a valvula de seguranga ¢ aguardar a

pressurizagdo total. Contar 4 minutos apds esse sinal;
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Deixar a panela fechada sob agua corrente por 10 minutos. Destampar a
panela com as laminas e deixar por mais 10 minutos a temperatura ambiente;

Incubar as laminas com o anticorpo primario diluido em titulo pré-
estabelecido (Tabela 1) em tampdo PBS contendo albumina bovina (BSA) 1%
(Sigma, A-9647, USA) e azida sédica (NaN3) 0,1% por 18 horas a 4°C em camara
umida;

Lavar em tampdo PBS com 3 trocas de 3 minutos cada;

Proceder ao bloqueio da peroxidase endogena com H202 3% (agua
oxigenada 10 vol) com trocas de 5 minutos cada; |

Lavar as laminas em agua corrente e destilada;

Incubar com o anticorpo secundario biotinilado-reagente C (Biotinylated goat
anti-mouse/rabbit/goat 1g) do kit StreptABComplex/HRP Duet (mouse/rabbit/goat)
(Dako A/S, K492, Denmark) no titulo pré-estabelecido de 1:200, diluido em PBS,
por 30 minutos a 37°C ou, anti-sheep biotinilado 1:2000 (Vector BA6000);

Incubar com o complexo-reagente A (Streptavidin) no titulo pré-estabelecido
de 1:200 e reagente B (Biotinylated peroxydase) no titulo pré-estabelecido de 1:200,
diluido em PBS, por 30 minutos a 37°C;

Lavar em tamp@o PBS com 3 trocas de 3 minutos cada;

Incubar as laminas em solugdo substrato: 3,3’ Diaminobenzidine
Tetrahydrocholride (DAB) 60mg% (Sigma, D-5637, USA); 1 mL de
Dimetilsulféxido (DMSO); 1 mL de H,0; 6% (4gua oxigenada 20 vol); 100 mL de
PBS; por 5 minutos a 37°C, ao abrigo da luz;

Observar ao microscopio, nas laminas controles, o desenvolvimento de

precipitado castanho dourado, como produto final da reagéo;
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Lavar em agua corrente e destilada por 3 minutos;

Contracorar com Hematoxilina de Harris por 1 minuto;

Lavar bem em agua corrente e destilada;

Imergir 2 vezes em agua amoniacal (solu¢do de hidréxido de aménio 0,5%),
lavando em seguida em agua corrente e destilada;

Desidratar as laminas em:

Etanol 80% por 30 segundos;

Etanol 95% por 30 segundos;

Etanol 100% 2 vezes por 30 segundos cada;

Xilol 4 vezes por 30 segundos cada;

Montagem das laminas em Entellan neu (Merck, 1.07961, Germany).

Tabela 1 - Relagio de anticorpos primarios utilizados nas reagdes
imunoistoquimicas.

Anticorpos Clones | Titulos Fabricantes

Rabbit anti-human alpha-1 antitrypsin | Policlonal | 1:1000 Dako A/S, Denmark

Monoclonal mouse anti-human p27"' | SX53G8 | 1:200 Dako A/S, Denmark

Sheep anti-human cathepsin B Policlonal | 1:5000 The Binding Site, UK

Monoclonal mouse anti-human | SX118 1:100 Dako A/S, Denmark

p21 WAF1/Cipl

Goat anti-human IGFBP5 (C18) Policlonal | 1:1000 Santa Cruz Biotechnology,
USA

Mouse anti-human Clathrin Heavy | 23 1:250 BD Transduction

Chain Laboratories
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34 LEITURA DAS REACOES E INTERPRETACAO DOS

RESULTADOS

As reagoes de imunoistoquimica foram realizadas em quadruplicatas e, foi
determinado um score para cada caso, considerando a intensidade da reagdo e o

numero de células positivas. Para cada reac¢@o foram adotados os seguintes critérios:

Intensidade: Positividade:

0 = nenhuma célula positiva 0 = nenhuma célula positiva.

| = fraco I =< 10% células positivas.

2 = moderado 2= >10% e < 50% células positivas.
3 = forte 3= >50% e <90% células positivas.
4 = muito forte 4 = > 90% células positivas.

As reagdes imunoistoquimicas foram submetidas a leitura em microscopio
Optico com cabegote duplo, em conjunto com a Dra. Maria Betdnia M. Aratjo,
patologista cirurgica do Departamento de Anatomia Patolégica do Hospital do
Cancer.

Para cada amostra, foi obtido um score final, somando-se o score da
intensidade da reagdo ao score da porcentagem de células positivas (ALLRED et al.
1998), dividido pelo numero de leituras efetuadas (maximo de 4 leituras -

quadruplicata), conforme descrito por MEIRELES et al. 2004.

Score final = X dos scores (valor de intensidade + valor de porcentagem)

Nuamero de leituras (1 a 4)
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3.5 COLETA DE DADOS CLINICOS

Ap0s a obtengao dos resultados imunoistoquimicos, foram coletados os dados
clinicos registrados em prontudrio dos casos utilizados para coleta de material
bioldgico; com o intuito de avaliar a existéncia de alguma relag@o entre os resultados
obtidos na analise imunoistoquimica e as caracteristicas clinicas dos pacientes
portadores de carcinoma papilifero e folicular.

E importante ressaltar novamente que este projeto nio foi desenhado com a
inten¢@o de avaliar o valor prognostico dos marcadores analisados e, sim, analisar e
validar os dados obtidos na analise genomica.

Os dados clinicos coletados incluiram:

© Diagnéstico histologico (carcinoma papilifero versus carcinoma folicular);

° Sexo

. Idade ao diagndstico

° Raga

° Estadio clinico

° Data e tipo de cirurgia realizada (Tireoidectomia total x parcial x

linfadenectomia associada);

s Tratamento complementar a cirurgia (Iodo radioativo, Radioterapia,
Quimioterapia);

° Recidiva (data, local e tratamento realizado);

. Coexisténcia de outras patologias tireoidianas (tireoidite linfocitaria, bocio);

. Data do ultimo seguimento e status clinico (vivo versus morto).
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3.6 ANALISES ESTATISTICAS

Para a comparagdo dos padrdes de expressdao das seis proteinas analisadas
foram utilizados testes de Kruskal-Wallis e one-way ANOVA. A comparag@o entre
os grupos (normal, bécio, adenoma, carcinoma papilifero e carcinoma folicular) que
apresentaram padrao de expressdo diferencial foi realizada pelo método de Tukey-
Kramer, para determinagdo da diferenca entre os pares de grupos. O intervalo de
confianca estipulado para todos os testes foi de 95%, com erro a menor que 5%.

As analises de sobrevida foram realizadas pelo método de Kaplan-Meyer e,
considerados significativos os resultados com erro o < 5%. O tempo de sobrevida
global (SG) foi definido como o periodo entre o diagnostico e o 6bito. O tempo de
SG dos pacientes vivos foi determinado a partir da data da Gltima avaliagio clinica
(KAPLAN e MEIER 1958). Para as analises de sobrevida, os estadios IVA, IVB e
IVC (GREENE et al. 2002; SOBIN e WITTEKIND 2002) sao considerados em
conjunto como estadio IV. Diferengas entre as curvas de sobrevida foram analisadas
pelo teste de log-rank. Foram realizadas analises univariadas com os fatores
prognosticos ja conhecidos para cancer de tiredide: idade (< 45 anos versus 45
anos); tipo histologico (carcinoma papilifero versus carcinoma folicular), e
estadiamento clinico (EC I, II, III e IV)e; com os dados obtidos nas analises
imunoistoquimicas. O software estatistico SPSS 12.0 (SPSS Inc, Chicago, IL) foi
utilizado para a realizagdo dos calculos e graficos.

A andlise de SG de acordo com a expressdo de p21 e p27 foi realizada
considerando a expressdo das proteinas como uma variavel dicotomizada classificada

como negativo (score final = 0) ou positivo (score final > 0).
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- RESULTADOS

As analises estatisticas mostraram diferengas significativas no padrdo de
expressdo das proteinas p27, p21, clatrina, IGFBPS5 e alfal-antitripsina. Ao contréario
do que foi demonstrado nos estudos prévios com cDNA microarray, nao foi
observada expressdo protéica diferencial em relag@o a catepsina B (p = 0,305).

A existéncia de evidéncias na literatura sobre a importancia da localizagao
celular de p21 e p27 (ASADA et al. 1999; ZHOU et al. 2002; BALDASSARE et al.
1999) e a observagdo inicial de um padréo distinto de coloragdo entre as amostras de
tecido normal e carcinoma, motivaram a analise em separado do padrdo de expressao

imunoistoquimica nuclear e citoplasmatica destas proteinas.

4.1 CARACTERISTICAS DOS PACIENTES

As caracteristicas clinico-patolégicas dos pacientes encontram-se resumidas na
Tabela 2. Todos os pacientes foram incluidos nas analises de sobrevida. Nove
pacientes ndo mantiveram o seguimento clinico adequado (8 com carcinoma folicular
e 1 com carcinoma papilifero). Esses pacientes foram considerados como vivos na
data da ultima consulta registrada em prontuario. Entre os antecedentes patologicos,
13 pacientes tinham histéria prévia ou concomitante de carcinoma basocelular de
face (4), cancer de mama (4), cincer de colo de utero (2), cancer de pulmao (2),
sarcoma (2) e linfoma nd3o-Hodgkin (1). Um paciente foi exposto a radioterapia

externa para tratamento de cancer de mama 14 anos antes do diagnostico de



37

carcinoma papilifero de tiredide. Em relagdo aos antecedentes familiares, onze
pacientes com carcinoma papilifero relataram outros casos de céncer na familia;

sendo que apenas um era cancer de tiroide.

Tabela 2 - Caracteristicas clinicas, patologicas e imunoistoquimicas dos pacientes
com carcinoma de tiredide (n==84).

Caracteristicas Tipo Histologico do Carcinoma
dos P* Papilifero (n=50) / SG | Folicular (n=34)/SG | P**
pacientes (n) / (%) (n) / (%)
Idade 0,0002 0,005
<45 anos 30/ 100% 11/90,9%
45 anos 20/95% 23/47.8%
Sexo 0.959 NS
Feminino 42/ 100% 27/59,2%
Masculino 8/87,5% 7/71,4%
Raga 0,683 NS
Branca 43 /97.6% 29/62%
Negra 7/ 100% 4/50%
Asiatica 0 1/100%
Estadiamento 0,00001 0,0001
I 39/100% 13/92,8%
11 1/100% 4/50%
I11 6/100% 4/75%
IV 4/75% 13/25%
Cirurgia 0,212 NS
TT 19/ 100% 25/ 64%
TP 6/100% 6/50%
T+L 25/96% 3/66%
Recidiva 0,00001 0,0014
Sim 3/66,6% 13/23%
Nio 47 7 100% 21/85,7%
Tireoidite 0,128 NS
Sim 157 100% 2/1005
Nio 35/97.1% 32/59,3%
Bocio 0,757 NS
Sim 19/ 100% 14 /71,4%
Nio 31/96,7% 20/ 55%
P21 0,0094 NS
Positvo 41/97,5% 13 /84,6%
Negativo 9/100% 21/47,6%
P27 0,770 NS
Positivo 32/96,8% 18/ 66,6%
Negativo 18 /100% 16 /56,2%
Status
Vivo 49 / 98% 21/61,7% 0,0014
Morto 1 13

Legenda: Cirurgia: TT, tireoidectomia total; TP, tireoidectomia parcial; T + L, tireoidectomia +

linfadenectomia. SG: sobrevida global. n: nimero de pacientes. NS: ndo significativo.
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Os pacientes com carcinoma folicular apresentaram maior recorréncia do
tumor apos o tratamento cirurgico quando comparados aos pacientes com carcinoma
papilifero (13 versus 3, respectivamente), sendo que a maioria (10/13 pacientes)
evoluiu para o 6bito (Tabela 3). A sobrevida mediana dos pacientes com carcinoma
folicular recidivado foi de 113, 53 meses (0,00-245,21; IC 95%). Os sitios de
metastases a distancia foram ossos, pulmado e SNC. O unico 6bito registrado entre os
casos de carcinoma papilifero ocorreu em um paciente com idade superior a 45 anos
e estadio clinico (EC) avangado ao diagnoéstico (EC I'V).

Entre os casos diagnosticados em idade inferior a 45 anos, apenas um o6bito
foi observado. Neste caso especifico, a paciente desenvolveu recidiva local e a
distancia oito anos apds o diagndstico inicial e, evoluiu para o Obito cerca de cinco
anos apos o diagnostico da recidiva.

A maioria dos 84 pacientes ndo apresentava tireoidite linfocitaria ou bocio
associados ao cancer de tiredide (80% e 60%, respectivamente). Obitos foram
observados em quatro casos de carcinomas foliculares associados a bocio, mas
nenhum o6bito ocorreu em pacientes com tireoidite associada. Contudo, nenhuma
destas co-morbidades foi considerada fator progndstico na amostra examinada

(Tabela 2).

Tabela 3 - Sobrevida global de acordo com a recidiva e diagndstico histologico.

Diagnéstico Recidiva P
Sim Nao
n Obito | SG(%) n Obito | SG(%)
Ca Papilifero 3 1 66% 47 0 100% | 0,0014
Ca Folicular 13 10 23% 21 3 85% |0,00001
Total 16 11 31,5% 68 3 95,5%

Legenda: n: numero de pacientes; SG: sobrevida global; Ca: carcinoma.
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4.2 EXPRESSAO DE P27

Foi observada expressao diferencial para p27 (p < 0,0001) entre os diferentes
tipos de tecido tireoidiano, principalmente ao se comparar tecidos com e sem
malignizacdo (Figuras le 2).

Nas comparagdes entre os pares de tecidos, as diferengas entre os padroes de
expressao nuclear no tecido normal e nos carcinomas papilifero e folicular foram
significativas (Figura 1). A comparag@o entre bdcio e carcinoma papilifero também
mostrou resultado significativo (Figura 2).

A expressdo de p27 foi caracteristicamente nuclear nos tireocitos normais
(Figura 3). A maioria das células malignas, tanto papiliferas quanto foliculares,
apresentou expressao de p27 predominantemente citoplasmatica (Figuras 6 e 7).

Nido foi observada diferenga significativa entre a expressdo, tanto nuclear
quanto citoplasmatica, nas comparagdes entre tiredide normal, bocio e adenoma
folicular.

Entre os tecidos neoplasicos (adenomas e carcinomas), a expressao nuclear,
mas ndo citoplasmatica, de p27 foi significativamente maior nos adenomas
foliculares quando comparados aos carcinomas foliculares (p < 0,008); e ndo houve
diferenga entre os dois tipos de carcinoma (p = 0,809).

Em relagdo a localizag@o citoplasmatica de p27, ela foi significativamente
diferente entre carcinoma papilifero e todos os outros tecidos, incluindo carcinoma

folicular (p < 0,023).
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Figura 1 - Comparagio entre os padroes de expressdo nuclear de p27.
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Figura 2 - Comparagdes entre os padroes de expressao citoplasmatica de p27.
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Figura 3 - Padrio de expressdo imunoistoquimica de p27 em tire6ide normal. As
células em torno dos foliculos exibem um padrio predominantemente nuclear (seta).

Figura 4 - Expressdo imunoistoquimica de p27 em bécio, com reatividade nuclear
(seta).
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Figura 5 - Expressdo de p27 em adenoma folicular. A celularidade aumentada
exibe coloragdo nuclear mais evidente em relagdo a coloragao citoplasmatica.

Figura 6 - A expressio de p27 em carcinoma papilifero exibe padrio
predominantemente citoplasmatico.
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Figura 7 - As células de carcinoma folicular apresentam padro imunoistoquimico
tanto citoplasmatico quanto nuclear para p27.
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43 EXPRESSAO DE P21

Foram observados padrdes distintos em relagdo a p21 quando analisamos
separadamente a expressdo nuclear e a citoplasmatica da proteina, de modo
semelhante ao realizado com p27.

A expressdo nuclear de p21 foi mais intensa nos adenomas e carcinomas
papiliferos quando comparados aos carcinomas foliculares (Figura 8). Nao foi
observado diferenga significativa entre tecido normal ou bocio e carcinoma folicular
(p=0,514 e p=0,737; respectivamente).

Em relacdo a expressido citoplasmatica, p21 exibe um padrio citoplasmatico
diferencial nas amostras de carcinoma papilifero (p < 0,0001). Carcinomas
papiliferos apresentaram imunorreatividade mais intensa quando comparados aos
outros tecidos analisados (Figura 9).

Adenomas e carcinomas foliculares exibem diferenga significativa em relagéo
a expressao nuclear, mas ndo citoplasmatica, de p21 (Figuras 8 e 9). Os dois tipos de
carcinoma também exibem imunorreatividade diferenciada entre si (Figuras 8 e 9).

Tiredide normal e bocio apresentam baixa expressao de p21 (Figuras 10 e 11).
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Figura 8 - A comparagao entre os cinco tecidos mostra expressio nuclear

diferencial para a proteina p21 (p < 0,0001).

95% CI scores

4.0

p < 0,0001
3,0" <
2,0]
4 b 1
ool % .

Normal I Adenoma | Ca Folicular
Bacio Ca Papilifero

Tecidos P IC 95%

CPxN |0,0001 | 1,30-4,16
CPxB |0,0001 | 1,02 3,88
CP x Ad | 0,0001 | 0,61 -2,69
CP x CF | 0,0001 | 0,65 -2,93

N: normal; B: bécio;
Ad: adenoma;

CP: carcinoma papilifero;
CF: carcinoma folicular;
IC: intervalo de confianga.

Figura 9 - A expressao citoplasmatica de p21 nos carcinomas papiliferos foi mais
intensa em comparagao a todos os outros tecidos.




Figura 10 - Baixa expressdo nuclear de p21 em tiredcitos normais. Raros
tiredcitos exibem imunorreativaidade fraca (setas)

Figura 11 - Bocio. Raras células exibem fraca reatividade para p21 (setas).
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Figura 12 - Imunorreatividade predominantemente nuclear de p21 em
adenoma folicular.

Figura 13 - Intensa imunorreatividade citoplasmatica de p21 nas células de
carcinoma papilifero. Positividade nuclear também ¢ observada (seta).
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Figura 14 - Amostra de carcinoma folicular exibindo imunorreatividade nuclear
e citoplasmatica semelhantes para p21.
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44 EXPRESSAO DE ALFA1 ANTITRIPSINA

A analise imunoistoquimica mostrou reatividade mais intensa para alfa 1
antitripsina nas células malignas, principalmente em relagio ao tecido normal (Figura
15). Em todos os tecidos, a imunorreatividade ficou restrita ao citoplasma (Figuras
16 - 20).

Observou-se uma tendéncia para a maior expressdo de alfal antitripsina nos
adenomas em relag@o a tiredide normal (p < 0,08). Ndo houve diferenga entre os
carcinomas papilifero e folicular (p = 0,994).

Carcinomas foliculares exibem expressdo imunoistoquimica diferencial
quando comparados aos adenomas foliculares (Figura 15), mais intensa nas células

malignas (Figuras 20 e 18, respectivamente).

Tecidos P 1C 95%
6.07] CPxN | 0,0001 | 1,18—3,65
p < 0,0001 CPxAd | 0,001 |036-2,16
@ 50 CFxN [ 0,0001 | 1,26-3,86
é CFxAd | 0,001 |042-238
@ 4,07 i N: normal;
o Ad: adenoma;
3‘2 3,0 CP: carcinoma papilifero;
e2] CF: carcinoma folicular;
2.0 IC: intervalo de confianga.
I 1 |
Normal Adenoma ! Ca Folicular
Bécio Ca Papilifero

Figura 15 - Comparag@o entre os padrdes de expressao de alfa 1 antitripsina.
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Figura 16 - Baixa imunorreatividade citoplasmatica para alfa 1 antitripsina em
tire6ide normal (seta).

Figura 17 - Expressdo de alfa 1 antitripsina em bocio mostrando padrio
semelhante ao tecido normal.
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Figura 19 - Intensa imunorreatividade citoplasmatica para alfa 1 antitripsina em
carcinoma papilifero.
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Figura 20 - No carcinoma folicular, a expressdo imunoistoquimica para al

antitripsina é semelhante a observada no carcinoma papilifero.
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45 EXPRESSAO DE IGFBP5

A diferenca observada no padrido de expressdao de IGFBPS foi significativa
entre os tecidos nao neoplasicos (normal e bécio) e as neoplasias (adenomas e
carcinomas).

Nas comparagOes entre os pares de tecido, a expressao de IGFBPS5S em
adenomas foliculares é significativamente diferente de todos os outros tecidos
(Figura 21).

Nao se observou diferenca estatisticamente significativa entre os tipos de
carcinoma e, entre tiredide normal e bocio (p = 0,998 e p = 0,887, respectivamente).

As Figuras mostram que a localizagdo citoplasmatica da proteina IGFBPS

(Figuras 22-26).

6.0 Tecidos P IC 95%

50 p < 0,0001 Nx Ad 0,0001 -4.26 a-1,49
oo N x CP 0,0001 -5,57 a-2,80
2 a0l N x CF 0,0001 [-5,51 a-2,60
(e '
S i Adx B 0,0001 0,92 a 3,69
O 3,0+ CP x Ad 0,004 0,30-2,31
- CF x Ad 0,029 7,87 -228
b 2,0 N: normal; B: bécio;
o Ad: adenoma;

1,07 E CP: carcinoma papilifero;

CF: carcinoma folicular;
0,07 I l ' IC: intervalo de confianga.
Normal I Adenoma Ca Folicular
Bécio Ca Papilifero

Figura 21 - Expressdo de IGFBP5 e comparagdes entre os pares de tecidos.
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Figura 22 - Expressdo imunoistoquimica de IGFBP5 em tiredide normal. Houve
intensa concentragdo do reagente no material coldide. Os tiredcitos exibem pouca
reatividade citoplasmatica (setas).

Figura 23 - Expressdo imunoistoquimica de IGFBP5 em bécio, mostrando
coloragdo citoplasmatica mais evidente em relagdo a tiredide normal.
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Figura 24 - Expressdo imunoistoquimica citoplasmatica de IGFBP5 em adenoma
folicular.

Figura 25 - Intensa imunorreatividade citoplasmatica para IGFBP5 em carcinoma
papilifero.
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Figura 26 - Expressdo imunoistoquimica de IGFBP5 em carcinoma folicular com
padrio citoplasmatico.
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4.6 EXPRESSAO DE CLATRINA

A analise da expressdo de clatrina mostra um padrdo distinto entre tecidos
nao neoplasicos e os neoplasicos (Figura 27). A diferenga foi estatisticamente
significativa em todas as comparagdes: normal x adenoma, normal x carcinoma
papilifero, normal x carcinoma folicular, bocio x adenoma, bdcio x carcinoma
papilifero e bocio x carcinoma folicular (p < 0,0001 em todas as comparagdes). Nao
houve diferenca entre adenoma folicular e carcinoma folicular (p = 0,988).

O padrao de imunorreatividade foi exclusivamente citoplasmatico (Figuras 28

- 32), sendo mais intenso nos tecidos neoplasicos.

Tecidos P IC 95%

8.0 CPxN _ 0,0001 [1,70-4,17
704 P <0,0001 CPxB  [0,0001 |1,17-4.21
§ ¥ ) CFxN __ 0,0001 |1,12-3,71

9 6,01
g CFxB 0,0001 | 1,16 —3,76
Q 507 Adx N 0,0001 |1,01 -3,48
O 4.0+ Adx B 0,0001 |1,05-3,52
S N: normal; B: bocio;
lé)'? 3,0 Ad: adenoma;
CP: carcinoma papilifero;
207 CF: carcinoma folicular;

I | | %
Normal | Adenoma | Ca Folicular IC: intervalo de confianga.
Bocio Ca Papilifero

Figura 27 - Comparagdo entre os padrdes de expressao de clatrina.
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Figura 28 - A expressdo imunoistoquimica de clatrina em tire6ide normal exibe
padrio citoplasmatico.
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Figura 29 - Baixa expressio citoplasmatica de clatrina em bécio (seta).
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Figura 31 - Expressdo imunoistoquimica de clatrina em carcinoma papilifero com
padrdo citoplasmatico intenso.
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Figura 32 - Expressdo imunoistoquimica de clatrina em carcinoma folicular, com
padrido semalhante ao observado em carcinoma papilifero.
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4.7 EXPRESSAO DE CATEPSINA B

Nao foi detectada expressdo diferencial de catepsina B nas amostras
analisadas (Grafico 33), ao contrario dos resultados obtidos nos estudos em cDNA
microarray (STOLF et al. 2003). As Figuras 25-30 mostram a coloragao

citoplasmatica para catepsina B.
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Figura 33 - Comparag@o dos padrdes de expressdo de catepsina.
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Figura 34 - Expressdo imunoistoquimica de catepsina B em tire6ide normal, com
padrio citonlasmatico.

Figura 35 - Expressdo imunoistoquimica de catepsina B em boécio.
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Figura 37 - Expressdo imunoistoquimica de catepsina B em carcinoma papilifero.
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Figura 38 - Expressdo imunoistoquimica de catepsina B em carcinoma folicular.
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4.8 ANALISES DE SOBREVIDA

A sobrevida mediana foi de 158 meses (0,1 a 219,33 meses) com uma taxa de
sobrevida global (SG) de 83% em 5 anos € 65% em 10 anos (Figura 39 A). Em
relagdo ao tipo histologico do tumor, as taxas de SG para carcinoma papilifero e

folicular foram 98% versus 61%, respectivamente (Figura 39B).
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Figura 39 - A) Sobrevida global (n=84). B) Sobrevida global por diagndstico.

Neste estudo, os fatores que influenciaram negativamente a SG da populagéo
geral foram o diagnostico histologico de carcinoma folicular (p < 0,0014; log rank),
idade > 45 anos (p < 0,0002; log rank), a presenga de recidiva (p < 0,00001; /og
rank), estadio clinico avangado ao diagnéstico (p < 0,00001; log rank) e a
positividade na expressdo de p21 (p < 0,0094; log rank) (Figuras 39B, 40 - 44;

respectivamente). Sexo, raga, tipo de cirurgia, presenca de tireoidite e/ou bgdcio ndo
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influenciaram a sobrevida global na amostra analisada; assim como a expressdo de

p27, clatrina, IGFBPS, alfa 1 antitripsina e catepsina B (dados néo exibidos).
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Figura 40 - Sobrevida global por idade (n=84).
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Figura 41 - Sobrevida global de acordo com a recidiva (n=84).
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Entre os nove pacientes que ndo mantiveram o seguimento clinico adequado,
quatro apresentavam doenca em estadio clinico avangado (EC III/IV), e cinco em
estadios iniciais, 0 que poderia ter influenciado as curvas de sobrevida. Isto talvez
explique a melhor sobrevida dos pacientes em EC III quando comparados aos

pacientes em EC II observada nesta populagdo (Figuras 42 e 45).
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Figura 42 - Sobrevida global de acordo com o estadio clinico (n=84).
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Figura 43 - Sobrevida global de acordo com a expressdo de p21 (n=84).
Quando estratificados pelo diagnostico histolégico (carcinoma papilifero

versus carcinoma folicular), idade > 45 anos foi um fator prognostico importante
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apenas nos pacientes com carcinoma folicular ( SG de 95% versus 47%,
respectivamente). No grupo de pacientes com carcinoma folicular (Figura 44), a taxa
de SG para o grupo com menos de 45 anos de idade (11/34 pacientes) foi superior a

90% (p < 0,0051; log rank).
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Figura 44 - Sobrevida global dos pacientes com carcinoma folicular de
acordo com a idade (n=34).
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Figura 45 - 5SG dos pacientes com carcinoma folicular de acordo com

o estadiamento (n=34).
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5 DISCUSSAO

As neoplasias tireoidianas representam um amplo espectro de tumores com
comportamentos biologicos distintos. A maioria dos tumores ¢ rapidamente
diagnosticada por seus aspectos histopatologicos caracteristicos, mas a distingdo
entre adenomas e carcinomas foliculares pode ser dificil. Estudos que buscam a
identificagdo de marcadores para estas duas patologias sugerem que algumas
proteinas envolvidas no controle do ciclo celular poderiam ser usadas como fatores
preditivos do comportamento biologico destas neoplasias. Diferencas significativas
na expressdo de p27 entre adenomas e carcinomas foliculares sugerem que
anticorpos contra p27 poderiam ser uteis na distingdo entre neoplasias tireoidianas
quando o diagnostico ndo € possivel pelos critérios histopatoldgicos habituais.

A divisdo celular depende da ativag@o de ciclinas que se ligam as Cdks para
induzir a progressao do ciclo celular em diregao a fase S. A partir do pressuposto que
atividade descontrolada de Cdks ¢ uma causa freqliente de céncer, a perda do
controle dos reguladores negativos do ciclo celular, p21 e p27, influenciaria o
processo de oncogénese.

Nos tiredcitos normais, p27 localizou-se quase exclusivamente no nucleo,
enquanto que as células tumorais mostraram expressdo predominantemente
citoplasmatica para p27, em concordancia com os dados de literatura (WANG et al.
1998; ERICKSON et al. 1998). A localizagdo nuclear de p27 € necessaria para sua
plena atividade inibitdria, onde se liga a Cdk2, inibindo o complexo ciclina-Cdk. A

localizac@o citoplasmatica de p27 esta associada a elevada atividade de Cdk2,
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superexpressao de ciclina D3 e fosforilagdo por Akt em carcinomas de tiredide e
mama (BALDASSARE et al. 1999; VIGLIETTO et al. 2002; VASKO et al. 2004).
Localizagdo citoplasmatica de p27 ocorre em cerca de 35% e 40% das células
tumorais em cancer de célon e mama, respectivamente, e; esta relacionada com pior
sobrevida em adenocarcinomas associados a Barret (SLINGERLAND e PAGANO
2000).

A diminuigdo da expressdo de p27 estd associada, além do seqiiestro
citoplasmatico, a sua degradagdo, presenga de mutagdes génicas e metilagdo génica
(QIAN et al. 1998; LLOYD 1999). O principal mecanismo de degradagdo de p27 é a
ubiquitinagao (PAGANO et al. 1995). O complexo ubiquitina-p27 é reconhecido
pelo proteassoma, que promove a degradacao da proteina-alvo e reciclagem da
ubiquitina. Entre os pré-requisitos para a ubiquitina¢do de p27 estdo a formacgéo de
complexos p27-ciclina E/Cdk2 e; a fosforilagdo em Thr-187, um sitio de consenso de
Cdk, por complexos ciclina E/Cdk2 (ALESSANDRINI et al. 1997).

Niveis elevados de Skp2, uma das proteinas do complexo ubiquitina ligase, e
baixos niveis de p27 foram observados em neoplasias humanas por protedlise
aumentada (CARRANO e PAGANO 2001; KUDO et al. 2001), sugerindo que
proteinas envolvidas na degradacdo de p27 poderiam apresentar propriedades
oncogénicas. Além disto, os niveis de Skp2 encontram-se elevados em adenomas
epiteliais de cavidade oral e continuam a aumentar durante a progressdo para
carcinomas (GSTAIGER et al. 2001).

Apesar de varios estudos relatarem a importancia prognostica da baixa
expressao de p27 em cancer de tiredide e outras neoplasias malignas

(SLINGERLAND e PAGANO 2000), nosso estudo sugere que, aparentemente, a
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baixa expressdo de p27 por provavel seqiiestro citoplasmatico ndo parece ser um
fator progndstico importante em carcinomas diferenciados de tiredide. A expressao
da proteina p27 encontra-se reduzida na maioria dos carcinomas pouco diferenciados
de tiredide, mas apenas em uma pequena parcela dos carcinomas bem diferenciados
(BALDASSARE et al. 1999). E possivel que o menor nimero de amostras de
carcinoma folicular ou a pequena quantidade de tumores pouco diferenciados (02
casos) neste estudo expliquem esta diferenca. Além disto, a baixa expressao de p27
parece ser um fator progndstico apenas para tumores pouco ou indiferenciados
(TALLINI et al. 1999). Deve ser levado em consideragdao que este estudo nao foi
desenhado para avaliar o valor prognoéstico das proteinas analisadas.

As células internalizam rapidamente nutrientes e moléculas sinalizadoras
como horménios e fatores de crescimento através de sistemas de transporte
intracelulares como a endocitose mediada por clatrina (MOUSAVI et al. 2004). As
vesiculas recobertas por clatrina sdo responsaveis pelo transporte seletivo, das
proteinas de membrana, entre as membranas celulares (KIRCHHAUSEN 2000).
Ap6s a endocitose, alguns dos receptores de membrana internalizados e seus ligantes
seguem por toda a via endocitica e sdo degradados nos lisossomos; enquanto outros
sdo levados para um compartimento de reciclagem, de onde retornam a membrana
plasmatica (OWEN 2004).

Pequenas seqiiéncias lineares de aminoacidos, chamadas ‘trafficking motifs’,
encontradas nas porgdes citoplasmaticas das proteinas transmembrana que estdo
sendo transportadas, determinam as rotas entre as membranas ao longo das quais a
proteina é transportada (ARIDOR e TRAUB 2002). Em eucariontes superiores a

ubiquitina funciona como um desses arranjos endociticos (POLO et al. 2002;
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HAGLUND et al. 2003). A ubiquitinagdo de receptores de fator de crescimento
parece induzir a sua internalizagdo a partir da membrana celular, assim como, a
incorporagao nas vesiculas intraluminais do endossoma. Este ultimo fato resulta no
desligamento da sinalizagdo do receptor e, conseqiientemente na sua degradacdo
(OWEN 2004).

Neste estudo foi observado aumento significativo na expressao protéica de
clatrina nos tecidos neoplasicos. Mutagdes ou expressdo alterada das proteinas de
endocitose poderiam afetar o controle da proliferacdo celular através de varios
mecanismos, como o aumento da replicagdo celular por prolongamento da
sinaliza¢d@o dos receptores de fatores de crescimento. Esse funcionamento alterado
poderia interferir com proliferagdo celular controlada por cascatas de sinalizagio e
promover o surgimento e/ou crescimento tumoral (FLOYD e DE CAMILLI 1998).

Assim como o observado em relagdo a clatrina, a expressdo protéica de
IGFBP5 também se mostrou elevada nos tecidos neoplasicos. As proteinas de ligagdo
de IGF, como IGFBPS3, sdo capazes de agir como fator de crescimento independente
de IGFs (MIYAKOSHI et al. 2001). IGFBP5 possui efeitos diretos sobre a
capacidade de adesdao e sobrevivéncia celulares em linhagens de cancer de mama
(McCAIG et al. 2002). Em cancer de prdstata, o aumento da expressao de IGFBPS
estd associado a progressao tumoral mais rapida nos tumores refratarios a
hormonioterapia por aumento na atividade de MAPK e, conseqiiente aumento na
taxa de proliferagao celular (MIYAKE et al. 2000).

A ruptura da matriz extracelular (MEC) por proteinases ¢ uma etapa essencial
no processo de invasdo tumoral e metastatizacdo. Varias proteases, secretadas pelas

c€lulas tumorais, tém sido implicadas na formagdo de metéstases e invasdo de células
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tumorais, principalmente proteases como o ativador de plasminogénio, as catepsinas
e colagenases (SPIESS et al. 1994).

Diversas patologias tireoidianas mostram alteragdes no padrio de expressdo
de catepsina B (SHUJA et al. 1999). A expressdo aumentada de catepsina B,
especialmente proximo a membrana basal, em carcinomas sugere uma possivel
relagdo com a capacidade de invasdo tumoral e disseminagdo (SHUJA e MURNANE
1996). Na analise por cDNA microarray, a expressdo de catepsina B foi maior em
carcinomas papiliferos do que em bécio e tecido normal, em concordancia ao
observado em outros estudos. Entretanto, o0 mesmo nédo foi observado em relacdo a
expressao da proteina.

A catepsina B sofre regulagdo transcricional, pods-transcricional e poés-
traducional. Os mecanismos de regulag@o incluem transcrigdo aumentada, diferentes
sitios de inicio da transcri¢do, presenca de diferentes variantes de splicing do mRNA
da catepsina B em cada tecido e, modifica¢io pos-transcricional da proteina por
processamento proteolitico, glicosilagdo, trafico e inibi¢do (RAO 2003). Portanto,
qualquer um destes mecanismos poderia explicar os resultados obtidos neste estudo.

Células metastaticas utilizam uma cascata de reagdes proteoliticas que inclui
a participagao de serina proteases, como a catepsina B, necessarias para ativar
colagenases que participam na lise dos componentes da membrana basal. Uma vez
ativadas, as atividades de proteinases sao controladas por seus inibidores endogenos
correspondentes, os inibidores de serina proteinases (serpins). A inibi¢do de qualquer
uma das etapas desta cascata poderia reduzir a capacidade de invasdo das células
neoplasicas. A al-antitripsina € um dos principais serpins plasmaticos e, sua

expressdo elevada nas células tumorais, sugere sua participagdo no processo de
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carcinogénese da tiredide. A al-antitripsina esta relacionada a progressao tumoral em
estadios precoces e pior prognostico (KARASHIMA et al. 1990; HIGASHIYAMA et
al 1992), podendo ser util como um marcador prognostico para tumores em estadios
iniciais.

A expressdo citoplasmatica de p21 nos carcinomas papiliferos pode indicar
que, nestes tumores, p21 atuaria como um facilitador da progressdo tumoral. A
comparagdo entre adenomas e carcinomas foliculares, mostrando uma expressao
nuclear menor nos carcinomas sugere que, a perda deste mecanismo de controle do
ciclo celular pode estar envolvida na transformagao maligna. As diferentes fungdes
de p2l1 sdo determinadas de acordo com sua distribui¢do intracelular e, sdo
dependentes do estdgio de diferenciagdo da célula. A atividade como inibidor do
ciclo celular esta associada com sua localizagcdo nuclear (STEINMAN et al. 1994),
mas sua capacidade de inibir a apoptose estd relacionada com a localizagdo
citoplasmatica (ASADA et al. 1999), através da inibicdo da ativagdo da cascata de
MAP quinase. Fosforilagdo de p21 por Akt, resulta em sua localizagdo citoplasmatica
e supressdo de sua atividade inibidora de crescimento. A capacidade de P21 em inibir
a proliferagdo celular contribui para seu papel como gene supressor de tumor;
entretanto, sua atividade anti-apoptética pode contribuir para seu potencial como
oncogene (GARTEL e TYNER 2002).

PI-3K/Akt é uma importante via de bloqueio de apoptose que contribui para o
processo de carcinogénese (DATTA et al. 1999). Akt se separa da superficie interna
da membrana plasmatica, onde inicialmente ¢ ativada, e se reposiciona no nucleo
poucos minutos apds a sua ativagdo por fatores de crescimento (MEIER et al. 1997).

Akt é capaz de coordenar simultaneamente, duas proteinas funcionalmente diferentes
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para obter um efeito harmonico sobre a proliferagdo celular. Por um lado, a ativagdo
de Akt inibe GSK-38 (glycogen syntase kinase-38) e estabiliza o fator promotor de
crescimento ciclina D no nucleo, estimulando o crescimento. Por outro lado, Akt
induz a localizagdo citoplasmatica de p21 por fosforilagdo da proteina em T145,
suprimindo, desta forma, sua atividade inibidora de crescimento. Um dos fatores que
ativam a via de Akt e conferem resisténcia a apoptose € a superexpressdo do gene
HER-2/neu via de Akt (ZHOU et al. 2001).

Diferengas moleculares entre carcinomas papiliferos e foliculares incluem
elevada taxa de rearranjos do gene RET (WILLIAMS et al. 1996) e de mutagdes nos
genes da familia RAS (GINESA et al. 2003).

Em tiredcitos normais, a via de sinalizacio de Akt é importante para o
crescimento celular em reposta a insulina e IGF-1 e; pode ser ativada por varios
oncogenes como pZleas e rearranjos do gene RET (oncogene RET/PTC). Uma vez
ativada Akt se liga a diversas proteinas carreadoras, induz a expressdo e ativagao de
metaloproteinases de matriz, influenciando a capacidade de invasdo celular e;
intensifica a migrag@o celular por via dependente de quinase P13. Células de
carcinomas foliculares em dareas de invasdo capsular e vascular e, em sitios
metastaticos exibem ativagado nuclear de Akt e; a presenga de ativagdo nuclear de Akt
também em adenomas foliculares atipicos sugere que esta possa ser uma lesdo pré-
maligna (VASKO et al. 2004).

A utilizagao de TMA permitiu a analise simultanea dos padrdes de expressdo
das proteinas em 172 amostras de diferentes tecidos tireoidianos com rapidez e, com
a mesma eficiéncia que as técnicas convencionais de imunoistoquimica, sem

apresentar dano significativo nos blocos originais. Esta analise em larga escala foi
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capaz de confirmar os dados prévios dos estudos com cDNA microarray e, obteve
resultados semelhantes aos da literatura (KONONEN et al. 1998), o que reafirma sua
utilizagdo como excelente método de rastreamento de modificagdes moleculares no
processo de carcinogénese da tiredide.

A utilizagao de bidpsia maior que 0lmm de didmetro pode implicar em perda
de material biolégico e limitagdo do niimero de amostras por bloco/lamina de TMA.

Problemas relacionados a técnica como perda de amostras e baixa
celularidade na amostra podem ser compensados pela utilizagdo de triplicatas ou
mesmo quadruplicatas (HOOS et al. 2001). Neste estudo, a taxa de perda de mostras
foi de até 25% nos arrays de bocio e tiredide normal, principalmente nas amostradas
plotadas nas extremidades dos blocos. Entre as vantagens associadas a técnica estao a
capacidade aumentada de analise, pouco dano ao bloco original, coleta precisa das
amostras, possibilidade de construgdo e andlise automatizadas dos arrays, obten¢do
de 200 cortes de cada bloco de array, analise extensa de pequenos tumores além de
ser um método rapido de rastreamento de varios genes e tumores com uma mesma
técnica (KONONEN et al. 1998; HOOS et al. 2001; KALLIONIEMI et al. 2001;

SIMON e SAUTER 2002).
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6 CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

A andlise do padrio de expressdo de proteinas correspondentes a genes
diferencialmente expressos em tiredcitos normais e nas células foliculares de bocio,
adenomas e carcinomas diferenciados da tiredide através da técnica de fissue

microarray mostrou:

« Diferengas significativas no padrao de expressio das proteinas p27, p2l,
clatrina, IGFBPS e alfal-antitripsina;

* Baixa expressdo nuclear de p27 nos carcinomas em relagdo aos tecidos
normais e adenomas foliculares;

« Expresséo citoplasmatica de p21 aumentada em carcinomas papiliferos;

« Expressio citoplasmatica de p27 aumentada nos carcinomas foliculares em
comparagao com os adenomas;

+ Aumento na expressdo protéica de a 1 antitripsina, IGFBP-5 e clatrina nos
tecidos neoplasicos;

« Auséncia de expressdo diferencial no padrao de expressdo de catepsina B nas
amostras analisadas;

« A expressdo de p2l parece estar associada a pior sobrevida global em
carcinomas diferenciados da tiredide;

+ O padrio de expressdo de p27, clatrina, IGFBP-5, catepsina B e alfa-1

antitripsina ndo parece influenciar a sobrevida global.
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Nos carcinomas da tiredide, a desregulagdo de genes e proteinas envolvidos
no controle do ciclo celular parece influenciar de modo significativo a progressao
tumoral; uma vez que a expressdo nuclear de p27 foi maior nos tecidos normais e
adenomas foliculares quando comparados aos carcinomas diferenciados e, a
expressdo citoplasmatica tanto de p21 quanto de p27 encontrava-se aumentada nos
carcinomas.

O aumento da expressdo protéica de alfa 1 antitripsina, um inibidor de
proteinase poderia explicar em parte o padrao de expressdo protéico de catepsina B
observado neste estudo; assim como modificagdes pds-transcricionais ou pos-
traducionais também poderiam estar envolvidas na expressdo citoplasmatica de
catepsina B nos carcinomas diferenciados da tiredide.

A expressdo aumentada de alfal antitripsina observada nos carcinomas
diferenciados explicaria em parte a baixa malignidade dos carcinomas diferenciados
de tiredide atraves da supressdo da atividade das proteases, protegendo o hospedeiro
da invasdo e disseminacdo tumoral.

A observac@o de expressdo aumentada de IGFBPS nos tecidos neoplasicos
em comparagdo aos tecidos normais ou bdcio, favorece a sua participagdo na
tumorigénese dos carcinomas diferenciados de tiredide e, aumenta as suspeitas de
que os adenomas seriam lesdes neoplasicas pré-malignas.

A expressdo aumentada de clatrina nos tecidos neoplasicos poderia significar
intensa atividade dos sistemas de transporte e reciclagem de proteinas nas células que
se encontram em processo de proliferacdo e transformagdo ou; refletir um distirbio

funcional dos mecanismos de endocitose e transporte celular levando ao
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prolongamento da sinalizagdo de receptores de fatores de crescimento e,
transformagdo tumoral.

A utilizagdo de tissue microarrays possibilitou a confirmagio, em um grande
numero de amostras simultaneamente, do padrdo de expressdo diferencial de alguns
dos genes envolvidos em diferentes patologias tireoidianas, sugerindo a participagdo
destes genes no desenvolvimento das neoplasias foliculares.

Uma das questdes mais desafiantes em relagdo as neoplasias tireoidianas
refere-se a distingdo entre adenomas e carcinomas foliculares, que atualmente ¢
realizada apenas apos a cirurgia, ndo permitindo tratamento diferenciado para os dois
tipos de tumor. Este trabalho, juntamente com os trabalhos prévios em cDNA
microarray buscou identificar e analisar os padrdoes de expressiao de genes
diferencialmente expressos em tecido normal, bdcio, adenomas e carcinomas
diferenciados de tiredide.

Nosso objetivo final é auxiliar o desenvolvimento de um método diagndstico
simples e de facil aplicagdo na rotina diagndstica dos nddulos tireoidianos,
principalmente no que se refere ao diagndstico diferencial pré-operatério das
neoplasias foliculares, baseado na aplicagdo de testes imunoistoquimicos em série,

complementares ao exame morfocitologio.
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ANEXO




Anexo 1 - Banco de Dados - Ficha Clinica

Diagnéstico: 1( )Ca papilifero 2( )Ca folicular

AP (n°) Laminas Blocos

RGH Sexo: 2( )F 2( )M

Data de nascimento Data do diagndstico

Raca: 2( )Caucasiana 2( )Negra 3( )Amarela

TNM EC :1( )I 2( )1l 3( )l 4( IV
Comorbidades: 1( )Bécio  2( )Tireoidite ( )Outras

Tipo de cirurgia: 1( )TT 2( TP 3( ) T+L

Data da cirurgia:

TTO complementar: 1-( QT 2-( )RT 3-( )IR

Data TTO adjuvante:

Recidiva: 1( )Sim 2( )Nao Data da recidiva

Local: ( )Locorregional Ganglionar () ( )Distancia
Tratamento pos-recidiva: 1-( ) cirurgia 2-( )RT 3-( QT 4( HIR

Data do TTO:

Status atual;

1( )Vivo 2( )ébito

( )vivos/doen¢a ( )vivoc/doengca  ( )obito pela doenga
( )obito por outras causas  ( )¢/ doenga ( )s/ doenga

Data ultimo seguimento
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