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Tudo passard

“Todas as coisas na Terra passam. Os dias de dificuldades passardo.
Passardo também os dias de amargura e soliddo..... As dores e as ldgrimas passardo.

As frustracdes que nos fazem chorar..... um dia passardo.

Dias de tristeza..... Dias de felicidade..... sao licoes necessdrias que na Terra,

passam, deixando no espirito imortal as experiéncias acumuladas.

Se hoje para nos é um desses dias repletos de amargura, paremos um instante,
elevemos o pensamento ao alto..... E guardemos a certeza, pelas proprias dificuldades

Jjd superadas, que ndo hd mal que dure para sempre.

O planeta Terra, semelhante a enorme embarcagdo, as vezes parece que vai

afundar diante das turbuléncias de gigantescas ondas. Mas isso também passard,
porque Jesus estd no leme dessa Nau, segue com um olhar sereno de quem guarda a
certeza de que a agitagdo faz parte do roteiro evolutivo da humanidade, e que um dia
também passarad.... Ele sabe que a Terra chegard a porto seguro, porque essa é a sua
destinacdo. Assim facamos a nossa parte, o melhor que pudermos, sem esmorecimento,
e confiemos em Deus, aproveitando cada segundo, cada minuto, que por certo.....

também passardo”

“Tudo passa...... exceto Deus. Deus é suficiente! “

Francisco Candido Xavier
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RESUMO




Como a maior parte dos carcinomas diferenciados tem um excelente progndstico,
alguns autores consideram o tratamento convencional, isto €, a tireoidectomia total seguida
de ablacdo actinica de remanescentes glandulares, excessivo. Combinagdes de fatores
especificos do paciente e do tumor foram propostas para classificagdo progndstica, mas na
pratica sao pouco utilizadas. Os resultados de alguns trabalhos sugerem relacdo entre a
expressdo dos genes MUC, p53 e NIS e a evolucdo clinica das neoplasias tireoidianas.
Com o objetivo de investigar a utilidade clinica de marcadores imonoistoquimicos de
prognostico, estudamos 67 nédulos tireoidianos, incluindo 57 carcinomas, dos quais incluiu
34 (50,74%) carcinomas papiliferos, sendo 21 (31,3%) casos do tipo histologico cléssico,
7 (10,4%) da variante de células altas e 6 (9%) da variante folicular. Avaliamos também
16 (23,9%) carcinomas foliculares, 4 (6%) medulares e 3 carcinomas anapldsicos (4,5%).
Dez casos (14,9%) foram obtidos de pacientes submetidos a cirurgia com o diagndstico de
doencas benignas da tiréide (3 casos de bdcio nodular, 4 adenomas foliculares e 3 tecidos
tireoidianos normais). Todos os pacientes foram submetidos a um mesmo protocolo de
tratamento e acompanhados por 6628 meses (mediana de 63 meses) sendo classificados
como apresentando evolucdo favordvel ou desfavordvel. Consideramos de evolugdo
desfavoravel os 19 pacientes que possuiam evidéncia de recorréncia local ou a distancia ou
que foram a Obito durante o seguimento pela doenca. Realizamos estudos
imunoistoquimicos da deteccao das proteinas NIS, p53 e MUCI comparando-os com a
evolucdo dos pacientes. Mostramos que pacientes com carcinomas bem diferenciados,
auséncia de metdstases, estadio II e estadiamento T2 t€ém uma evolucao melhor em relagao
aos pacientes com carcinomas pouco diferenciados, presenca de metdstases, estadio IV e
estadiamento T4. Nao encontramos relacdo entre a expressdo das proteinas NIS, p53 e

MUCI e a evolugdo dos pacientes estudados.
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ABSTRACT




Because most differentiated thyroid carcinomas have an excellent prognosis, some authors
have been claiming that these patients have been over-treated. Combinations of patient-and
tumor-specific  factors have been proposed for prognostic  stratification,
but no clinicpathologic staging was demonstrated to be useful at the present time.
In order to investigate the clinical utility of immunohistochemistry markers, we studied
67 thyroid nodules including 50 thyroid carcinomas. There were 34 (50,74%) papillary
carcinomas, including 21 (31,3%) cases of the classical histological type, 7 (10,4%) tall cell
variants and 6 (9%) of the follicular variant type. Also, there were 16 (23,9%) follicular
carcinomas, 4 (6%) medullary and 3 anaplastic carcinomas (4,5%). Ten patients (14,9%)
were submitted to surgery because of benign thyroid diseases (3 nodular goiter cases,
4 follicular adenomas and 3 thyroid tissues normal). All patients were submitted to a
similar management protocol and followed-up for 66428 months (median of 63 months)
and classified as presenting a good or a bad evolution. We considered as presenting a bad
evolution 19 patients that presented evidence of local or distant recurrence and the patients
that died during the follow-up. Immunohistochemical expression of NIS,
pS3 and MUCI proteins was compared to patient’s evolution. We showed that patient with
well differentiated thyroid carcinomas, absence of distant metastases, stage Il and staging
T2 have a better evolution in relation to the patients with poorly differentiated thyroid
carcinomas, presence of metastases, stage IV and staging T4. We were able to find relation
between the expression of proteins NIS, p53 and MUCI and prognostic of the studied

patients.

Abstract
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1.1- Cancer

Dados epidemioldgicos sugerem que novos casos de cincer poderiam ser
evitados pela implementacdo de estratégias preventivas, ja que 80% a 90% dos tumores
humanos podem ser atribuidos a fatores ambientais, incluindo a dieta, e aspectos sociais e

culturais (Osborne et al.,1997).

O cancer ocorre por causa de danos genéticos herdados e/ou adquiridos que
alteram a expressiao ou as propriedades bioquimicas de genes envolvidos na regulagcdo do
crescimento e diferenciacdo celular (Bishop, 1987; Knudson, 1993; Ward, 1997).
Sabe-se que estes danos genéticos conferem uma vantagem a célula afetada, a qual, quando
consegue transmitir as suas células filhas esta vantagem, da origem a um clone de células
que escapa dos controles normais de crescimento e diferenciagdo (Namba H, 1990).
Anormalidades tanto nos genes estimuladores de divisdo celular (chamados de oncogenes),
como nos protetores ou bloqueadores do ciclo celular (chamados de genes supressores
tumorais), podem conferir a uma célula vantagens de crescimento e desenvolvimento sobre
as células normais (Ward e Fagin, 1998). Os genes que controlam o tempo de vida ou a
morte celular, como o gene da telomerase, os genes envolvidos na apoptose e os genes de
reparo do DNA também intervém diretamente no processo de tumorigénese. Quanto mais
tempo uma célula viver, maior serd sua chance de adquirir mutagdes vantajosas em termos
de crescimento e diferenciacdo. Os genes de reparo do DNA controlam a proliferacdo ou
sobrevida das células indiretamente ao influenciarem a capacidade do organismo de reparar
as lesdes ndo letais em outros genes, incluindo os proto-oncogenes, genes supressores
tumorais e genes que regulam a apoptose. Qualquer anormalidade nos genes de reparo do
DNA pode causar mutagdes no genoma, causando assim uma transformagdo neoplasica.
No entanto, para que um tumor progrida, aumentando de tamanho e se tornando invasivo,
véarios outros genes devem se alterar. Sabe-se que o processo de metdstase € seletivo para
as poucas células que conseguem produzir vasos (angiogénese), mover-se vencendo
barreiras e invadindo as células vizinhas, cdpsulas etc, embolizar e sobreviver na corrente
sanguinea, parar em leitos capilares distantes e extravasar e se multiplicar dentro do
parénquima de outros 6rgaos. Todos estes passos requerem ativacdo e/ou desativacdo de
uma série de genes (Ward, 1997). Existem varios genes envolvidos no reconhecimento,

reparo ou programacdo da morte celular (apoptose), assim como genes envolvidos no
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controle imunoldgico de reconhecimento e reparo/destruicio das células danificadas,
genes capazes de interferir na capacidade de multiplicacdo a distincia, invadir tecidos
circunjacentes, fatores angiogénicos capazes de prover aporte nutricional a estas células de
crescimento acelerados e varios outros fatores fundamentais para a progressdao de um clone
tumoral primdrio para fenétipos mais agressivos com invasio e metastatizacao a distancia

(Ward, 1997; Fidler, 1997).

1.2- Cancer de tiredide
1.2.1- Incidéncia do cancer de tiredide

O cancer de tire6ide pode ser considerado raro embora seja o tumor enddcrino
mais freqiiente (Jemal et al., 2004; American Cancer Society, 2003). E muito provavel que
tenha-se no Brasil ndmeros semelhantes aos dos Estados Unidos da América,
onde estima-se que 25.690 (6.500 homens e 19.190 mulheres) novos casos foram
diagnosticados em 2005 e 1490 individuos morreram por cancer diferenciado da tiredide
(CDT) (Surveilance, Epidemiology and End Results). O CDT corresponde a
aproximadamente 1% de todos os tipos de cancer com incidéncia de 0,5% em homens e
1,5% em mulheres, e a 0,5% de mortes relacionadas a cancer (Hundahl et al. 2000;
Jemal et al., 2004). A incidéncia é maior nos paises onde o bdcio € endémico. Nestes paises
também existe maior prevaléncia das formas tumorais menos diferenciadas,
como o carcinoma folicular e o anapldsico (Ward, 2000).

Trata-se de um cancer que pode ser precocemente detectado gracas a facilidade
da citologia obtida por puncdo por agulha fina e da ampla disponibilidade da
ultra-sonografia para visualizacdo de imagens cervicais. Apesar de o progndstico
geralmente ser favoravel, a taxa de recorréncia costuma ser alta com 14%-22% dos casos,
e uma taxa anual de recidiva de 1,8% para os primeiros dez anos (Jemal et al. 2004;

Ward et al. 2004).

1.2.2- Nédulos e cancer de tiredide
Nodulos de tiredide sdo extremamente comuns. Estima-se que 10% da
populacdo venham a desenvolver um nddulo palpdvel durante a vida e varios dados

indicam que este nimero deve ser ainda maior em nosso pais, onde, a poucas décadas atrés,
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ainda havia extensas dareas carentes de aporte adequado de iodo na alimentagdo
(Welker e Orlov, 2003; Knobel e Medeiros-Neto, 2004; Tomimori et al., 1995;
Furlanetto et al., 2000). Mais recentemente, o uso da ultra-sonografia como método
acessivel a grandes populacdes e de custo relativamente pequeno em nosso meio,
vem aumentando sensivelmente o nimero de pacientes com nddulos diagnosticados ja que
a ultra-sonografia diagnostica nddulos em até 67% da populacio (Chow et al., 2003;
Hegedus et al., 2003; Tan e Gharib, 1997). No entanto, a maioria dos nddulos tireoidianos é
causada por doencas benignas, como nddulos coldides, cistos e neoplasias foliculares
benignas, de modo que menos de 5% dos pacientes sdo portadores de cancer de tiredide

(Tan e Gharib, 1997; Hegedus et al., 2003).

Os tumores benignos da tiredide sdo denominados adenomas. Sdo raros,
de origem epitelial, bem encapsulado, ndo invadem os tecidos vizinhos € ndo produzem
metdstases. Os tumores malignos da tireéide sdo raros e apresentam quadros clinicos
extremamente varidveis, desde aqueles com crescimento muito lento e compativel com uma
expectativa de vida normal, até aqueles com péssima evolucdo e que levam ao ébito em

periodos de semanas ou meses.

Carcinomas da tiredide sdo derivados tanto de células foliculares como
para-folicular células C. O CDT, papilifero ou folicular, se caracteriza por apresentar uma
série de funcdes que sdo encontradas na célula tireoidiana normal. Por exemplo, a maioria
dos CDT também expressam proteinas que sdo normalmente expressas na célula folicular,
como a Tg e o transportador de sédio/iodo (NIS) (Graf, 2005). Carcinoma papilifero,
o qual € o mais freqiiente tipo de cancer de tiredide, acomete aproximadamente 85% dos
casos relatados. Carcinoma folicular € o segundo tipo mais comum. H4 um pequeno
nimero de carcinomas indiferenciados denominados tumores anapldsicos que sdo mais
agressivos e sempre fatais. O carcinoma de tiredide medular é derivado de células C
para-foliculares, tem uma taxa de heranca familiar de aproximadamente 10%

(Robbins et al. 1991).

Embora a citologia obtida através da punc¢do aspirativa por agulha fina (PAAF)
seja um excelente método diagndstico, de reconhecido bom custo-efetividade também em

nosso meio, fazer a selecdo de malignidade por PAAF torna-se impraticivel em nivel
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populacional e seu custo proibitivo se estivermos diante de percentagens assustadoras como
as representadas pela prevaléncia do ndédulo (Ward et al., 1997; Welker e Orlov, 2003;
Castro e Gharib, 2000).

1.2.3- Evolugdo do cancer diferenciado da tiredide

O CDT, principalmente quando precocemente diagnosticado, € um tumor
geralmente curdvel. O tratamento considerado mais adequado, a tireoidectomia total

. ~ s 131
seguida de ablacdo actinica com

I, oferece ao paciente um progndstico muito bom,
com sobrevida longa, similar a da populacdo que nunca teve cancer em mais de 80% dos
casos (Mazzaferri e Jhiang, 1994; Schlumberger, 1999). Apds a cirurgia e a
radioiodoterapia, os pacientes sdo tratados com levotiroxina, visando reduzir os niveis
séricos de TSH para minimizar o crescimento de qualquer tumor residual. Pesquisa de
Corpo Inteiro (PCI) e medidas de tireoglobulina (Tg) sérica sdo usadas para monitorar os
pacientes. Embora esta abordagem terapéutica proporcione uma sobrevida que atinge
93%-98% e 85%-92% dos carcinomas papilifero e folicular, respectivamente, o indice de
recorréncias € relativamente elevado (Mazzaferri e Jhiang, 1994; Schlumberger, 1999;
Hay et al., 1993). Individuos com carcinomas papiliferos (CP) apresentam recorréncias em
15% a 22% dos casos, a uma taxa de 1,8% ao ano para a primeira década apds o tratamento
(Mazzaferri e Young, 1981; Simpson et al., 1988). Cerca de 85% destas recorréncias
envolvem os linfonodos cervicais, 32% ocorrem em leito cervical e 12% a distancia
(Mazzaferri e Young, 1981; Simpson et al., 1988; Ruegemer et al., 1988;
Ronga et al., 2002). Os carcinomas foliculares (CF) apresentam metdstases a distancia mais
freqlientemente (cerca de 17% dos casos) do que os CP (Mazzaferri e Jhiang, 1994;

Schlumberger, 1999; Hay et al., 1993; Mazzaferri e Young, 1981; Simpson et al., 1988;
Ruegemer et al., 1988; Ronga et al., 2002).

Quando o cancer é precocemente detectado, com a citologia facilmente obtida
por uma simples PAAF, a mortalidade pelo CDT ¢é relativamente baixa, menor que 5%,
dificultando entender o impacto de diferentes modalidades terap€uticas na sobrevida
(Hay et al., 1993). Para o diagndstico de metdstases linfonodais, o tempo médio costuma

ser de cinco anos e para ocorréncia de metastases a distancia cerca de 8 anos apds o
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diagnostico (Mazzaferri e Young, 1981; Chow et al., 2002). A sobrevida média dos
pacientes que vao a 6bito por causa do CDT € de 6 a 10 anos (Mazzaferri e Young, 1981;

Hay et al., 1998).

Infelizmente, nem todos os casos de CDT sao diagnosticados precocemente,
sete a 20% dos pacientes evoluem com metdstases € nao respondem ao tratamento
(Jemal et al., 2003). Esta minoria de casos com comportamento agressivo deveria ser
diferenciada dentre os demais merecendo, por exemplo, um seguimento mais rigoroso e
uma série de novas abordagens terap€uticas como o uso de retindides visando a
rediferenciacdo celular; radiosensibilizadores; terapia génica com reintroducdo de NIS;

bloqueadores de acetilagdo.

1.2.4- Fatores clinicos e patoldgicos de progndstico

Com o intuito de otimizar a abordagem cirurgica e o seguimento dos pacientes
com CDT, tem-se buscado identificar fatores de progndstico que possam, essencialmente,
dividir esses pacientes em individuos de baixo risco e de alto risco (Shaha, 1998;

Hadjieva, 2001; Dean e Ray, 2000; Gilliland et al., 1997; Hundahl et al., 1998).

O cancer de tiredide ocorre em todas as idades, com dois picos: 0 menor entre
7 e 20 anos, o maior entre 40 e 65 anos (Drinkwater e Sugden 1991). Dados do programa
de vigilancia epidemioldgica norte-americana (Surveillance Epidemiology and End Results
program — SEER) e da base norte-americana de dados em cancer (National Cancer Data
Base — NCDB) ilustram a importancia da idade sobre os indices de sobrevida mostrando
sobrevidas de 95% a 100% em cinco anos para pacientes abaixo dos 45 anos de idade em

estadio I-II (Gilliland et al., 1997; Hundahl et al., 1998).

Pacientes com menos de 20 anos de idade tém 99% de sobrevida em dez anos,
em contraste com os pacientes com mais de 70 anos que possuem 86% e 70% de chance de
estarem vivos, para os CP e CF, respectivamente (Jemal et al., 2003). A influéncia da idade
¢ ainda mais importante para os pacientes de 60 a 69 anos de idade, com queda de
sobrevida para 65% e 57% em dez anos para o CP e CF, respectivamente

(Jemal et al., 2003; Hundahl et al., 1998).
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Os homens tém metade da freqii€éncia de CDT que as mulheres, porém o dobro
do risco de morrer por ele, talvez porque eles sejam mais idosos que as mulheres ao
diagnostico (Mazzaferri e Jhiang, 1994; Mazzaferri e Kloos, 2001). Nos Estados Unidos da
América, o cancer de tiredide € aquele que apresenta o maior crescimento anual de
incidéncia em mulheres (mais de 100% de aumento na incidéncia de 1975 a 2002)

(Surveillance Epidemiology and End Results program — SEER).

Em estudo recente, nosso grupo demonstrou que a presenca de anticorpos,
assim como a ocorréncia de doenca autoimune anterior, indicavam melhor evolugdo nos
pacientes com CDT (Souza et al., 2003). A chance de um paciente com anticorpo anti TPO
negativo era 17,053 vezes mais elevada (OR=17,053; 95% 1C:2.057-141.34) do que a do
paciente sem a presenca do anticorpo anti TPO positivo de apresentar recorréncia,
metédstase ou morte pelo CDT (Souza et al., 2003). Os pacientes com antecedentes de
doenca tireoidiana autoimune tiveram uma chance 3,75 vezes maior de evoluir livres de
doenga, enquanto nos pacientes com anticorpos positivos esta chance era 12,19 vezes maior
do que nos pacientes com anticorpos negativos, sugerindo que a lesdo autoimune
concomitante ou prévia exerce um efeito protetor na glindula acometida pelo CDT

(Souza et al., 2003).

Em relacdo ao acometimento de linfonodos, o envolvimento ganglionar nao
influiu no progndstico dos pacientes acompanhados em nosso Ambulatorio de Cancer da
Tire6ide comandando pela Profa. Dra. Ligia Vera Montalli da Assumpc¢ao, na Faculdade de
Ciéncias Médicas da Unicamp. O tempo de sobrevida livre de doenca foi similar,
na avalia¢do por andlise univariada, de pacientes com e sem metdstases linfonodais por
CP ou CF (p=0.2 e p=0.09 para CP e CF, respectivamente). A analise multivariada para
sobrevida também ndo mostrou influéncia do acometimento ganglionar primdrio na
evolucdao do CDT (Ward et al., 2003b). A remocdo de linfonodos suspeitos tem impacto
discutivel no tempo livre de doenga e na sobrevida dos pacientes (Mazzaferri e Young,
1981; Dean e Ray, 2000; Cady, 1998; Mirallie et al., 1999). A disseccdo sistemdtica de
linfonodos melhora significantemente os indices de recorréncia e sobrevida em pacientes
com tumores T1-T3, embora tal conclusdo possa nao ser aplicavel a pacientes de moderado
ou baixo risco, nem haja consenso quanto a sua utilidade em termos de diminuicdo de

mortalidade (Mazzaferri e Kloos, 2001; Sato et al. 1998).
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A literatura é undnime em relacdo ao mau progndstico de pacientes com
metastases a distdncia, que aparecem em 5% a 23% das grandes séries
(Mazzaferri e Jhiang, 1994; Schlumberger, 1999; Hay et al., 1993; Mazzaferri e Young,
1981; Simpson et al., 1988; Ruegemer et al., 1988; Ronga et al., 2002; Chow et al., 2002;
Samaan et al., 1983; Schlumberger et al., 1986; Shaha, 1998; Hadjieva, 2001;
Dean e Hay, 2000; Gilliland et al., 1997; Hundahl et al., 1998; Hay et al., 1993;
Cady e Rossi, 1988; Cady, 1998; Assumpcdo et al., 2002; Mazzaferri e Kloos, 2001;
Souza et al., 2003; Ward et al., 2003b). Metdstases pulmonares causando insuficiéncia
respiratéria, hemorragia maci¢a e obstrucdo das vias aéreas pelo crescimento tumoral,
juntamente com colapso circulatério decorrente de compressao de veia cava por metastases
mediastinais ou externais, sdo as causas imediatas de morte mais freqiientemente relatadas
no CDT (Kitamura et al., 1999). E importante salientar que a mortalidade relacionada as
metdstases sofre influéncia da idade mais avancgada, da presenca de sintomas decorrentes
das metéstases, de sua localizacdo e do seu tratamento com radioiodo (Shoup et al., 2003).
Mesmo os pacientes com metdstases ao diagndstico ou que desenvolvem metdstases ap0ds a
cirurgia tétm uma sobrevida relativamente longa, girando em torno de quatro anos,
com 26% dos pacientes vivos em dez anos (Shoup et al., 2003). Isto € particularmente mais
evidente em criancas e adultos jovens (Shoup et al., 2003). Em uma série de 83 criancas
seguidas por mais de 10 anos, La Qualgia et al., 2000, descreveram 100% de sobrevida aos
10 anos, enquanto apenas 31% dos casos apresentaram progressdo da doenga apds

tratamento do tumor primdrio e das metastases.

Na verdade, € dificil avaliar o impacto de todos os fatores clinicos e patolégicos
que, reconhecidamente, influem na sobrevida livre de doenca (como sexo, tamanho e
extensdo do tumor, tipo histolégico) por causa do diagndstico precoce e excelente
sobrevida da maior parte dos pacientes com CDT. Muitos sistemas de estadiamento sdao
derivados de andlises multivariadas que nao consideram o efeito da terapia, algumas delas
nem sequer considerando o indice de recorréncia. Para complicar mais ainda a interpretacao
dos dados, existe o fato de que, embora tenham excelente progndstico, criancas e pacientes
jovens apresentam elevada freqiiéncia de recorréncias (Mazzaferri e Kloos, 2001).
Brierley et al., 1997, comparou os vdrios sistemas de estadiamento e progndstico

atualmente propostos e concluiu que nenhuma delas mostra qualquer vantagem sobre o
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classico sistema TNM proposto pelo American Joint Committee on Cancer (AJCC) e pela
International Union Against Cancer (IUAC). Por outro lado, o uso desses fatores clinicos e
patologicos permite definir pacientes de risco baixo, de risco elevado e um grupo de
pacientes de risco intermedidrio (jovens com menos de 45 anos de idade mas com tumores

de elevado risco) (Shaha et al., 1998).

Tem-se buscado intensamente parametros que possam, com maior seguran¢a do
que os clinico-patolégicos, indicar ja ao diagndstico uma abordagem cirdrgica mais ou
menos agressiva e que permitam estabelecer risco maior ou menor de recorréncia ou
recidiva para cada individuo, o que implicaria em maior aten¢do e rigor no seguimento de
alguns pacientes em relacdo a grande maioria dos casos. Também nos preocupam os
pacientes que, embora inicialmente responsivos, deixam de se beneficiar com o uso de *'I
ao apresentar recidivas e/ou metastases. O uso desses indicadores clinicos poderia poupar a
grande maioria dos pacientes de uma cirurgia mais radical ou dos controles periddicos

freqiientes de Tg e PCI, mas ainda ndo se tem seguranca no uso dos mesmos; por outro

lado, seguramente, eles nos permitem aumentar a vigilancia sobre os casos de maior risco.

1.2.5- Sistema transportador de iodo na glandula tiredide

A tiredide é uma glandula enddcrina de papel central no metabolismo
intermedidrio de todos os tecidos e € de fundamental importancia para o desenvolvimento
do sistema nervoso central nos fetos e recém-nascidos. A glandula trabalha basicamente na
biossintese e secrecdo de dois principais hormonios, triiodotironina (T3) e tiroxina
(ou tetraiodotironina) (T4). O iodo é um componente essencial de ambos. Assim, a fun¢do
tireoidiana como um todo e todas as fungdes sist€émicas correlacionadas a ela dependem de

um adequado suprimento de iodo para a glandula (Greenspan, 2006).

A Tg iodada é armazenada no coldide e vai fornecendo residuo iodado que €
destacado por hidrélise da molécula de Tg e endocitado em resposta a demanda por
hormonios da tiredide. Esses hormonios (T3 e T4) s@o secretados na circulacdo e as
1odotirosinas nao secretadas sdo metabolizadas a tirosina I. Esse processo facilita a

reutilizacdo de iodo (Greenspan, 2006).
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A tireotrofina (TSH) estimula todas as etapas do metabolismo do iodo assim
como seu transporte através da AMPc. A captagdo do iodo, tanto in vivo como in vitro,
assim como a expressdo do NIS em cultura de células sdo controladas pelo TSH
(Strum et al., 1983, Carrasco, 1999). NIS também medeia a atividade do transporte de iodo
em outros tecidos, como as glandulas salivares, mucosa gastrica e glandula mamaria

(Strum et al., 1983, Carrasco, 1999).

A concentragdo de iodo na glandula é muito superior a concentracao
plasmdtica. Um notével sistema, eficiente e especializado, garante que a maior parte do
iodo ingerido na dieta seja acumulado na glandula e, dessa maneira, fique disponivel para a
biossintese do T; e T4. A importancia deste sistema torna-se mais evidente quando se
considera que o iodo pode estar escasso no meio ambiente. Bocio endémico e cretinismo,
causados primariamente por insuficiéncia no suprimento de iodo, subsistem como
importantes problemas de saide em muitas partes do mundo, afetando milhdes de pessoas
(Delange, 1994; Tyler, 1996). A habilidade das células foliculares em concentrar iodo foi
reportada pela primeira vez em 1915 (Marine e Feiss, 1915). Para ser capaz de concentrar
1odo 30 a 40 vezes mais do que no plasma, a glandula possui uma proteina intrinseca da
membrana plasmdtica que efetua o transporte de iodo juntamente com o de sédio para a
tiredide. Este co-transportador Na+/I- (Sodium lodide Symporter) é denominado NIS
(Wolff, 1964, Carrasco, 1993, Dai, 1996; De Groot et al., 1995). Algumas das propriedades
dessa proteina e do gene que a codifica foram elucidadas nestes ultimos anos
(Carrasco,1993; Levy et al., 1998; Schmutzler e Kohrle, 1998; Spitzweg et al., 1998).
Resumidamente, o acimulo de iodo na tiredide ocorre por um transporte ativo, contra um
gradiente eletroquimico, estimulado por TSH e bloqueado por inibidores competitivos,

os anions tiocianato e perclorato (Figura 1).

A proteina NIS € essencial para a producdo de hormdnios tireoidianos de forma
que qualquer alteracdo que resulte em modificacdo da sua expressao/ e ou funcao resultara
em uma disfun¢do tireoidiana, freqiientemente identificada pela ocorréncia de
hipotiroidismo congénito. J4 existem vdrias descrigdes de defeitos genéticos de NIS
implicados em casos de hipotiroidismo por disormonogénese (Fujimara et al., 1997;

Kosugi et al., 1998).
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Com o uso de iodo radioativo, desenvolveram-se métodos cintilograficos muito
utilizados no diagndstico de tecido tireoidiano hiperfuncionante ou nio, tépico ou ectépico.
Doses farmacoldgicas de radiodo podem destruir tecido tireoidiano ou indicar sua presenga,
no caso das metéstases, sendo utilizadas amplamente na radioiodoterapia do

hipertiroidismo e do cancer de tiredide (Tyler, 1996).

1.3- O gene NIS

O gene NIS foi clonado hd poucos anos (Carrasco, 1993; Dai et al., 1996).
Ap6s a clonagem em camundongos, o gene NIS humano (hNIS) foi clonado a partir de uma
biblioteca de ¢cDNA em 1996 (Smanik et al., 1996). O gene NIS estd localizado no
cromossomo 19p12-13.2 e codifica uma glicoproteina de 643 aminodcidos com um peso
molecular de aproximadamente 70-90 kDa. A regido codificadora de NIS é composta de
15 exons e 14 introns (Smanik et al., 1997). Como um membro dependente da familia
transportadora de sédio, NIS é uma proteina de membrana intrinseca com 13 dominios
transmembrana, um dominio extracelular amino-terminal e um dominio intracelular

carboxi-terminal (Figura 2) (Levy et al., 1998).

NIS é uma molécula chave na patofisiologia da tiredide por tracar a rota pela
qual o iodo atinge a glandula para biossintese de hormonios € como um meio para

diagnostico cintilografico e tratamento (De Groot et al., 1995).
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Figura 1- Representacdo esquematica da captacdo de iodo e o caminho da biossintese dos
hormonios tireodianos no tirécitos: O iodo ativo € acumulado do lado de fora da
membrana plasmatica basolateral dos tir6citos em um processo catalisado por
NIS. O iodo € passivelmente transportado de fora da membrana apical para o
tirécito dentro do coldide, onde € usado para a iodacdo da Tg. Esta reacdo é
chamada de organificacdo, é catalisada por TPO e requer H,O,. A Tg iodada
contendo hormodnios tireoidianos, € estocada no coldide. Os hormoénios Tz e Ty
sdo liberados da Tg e secretados no sangue. Todos os passos do caminho da

biossintese dos hormonios tireoidianos sao estimulados por TSH.

Introdugdo

29



Co-transportador Humano de Sé6dio/Iodo - NIS
adaptado de Levy et al, JBC 98
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Figura 2- Desenho esquemadtico do gene humano NIS - co-transportador de sddio/iodo,
representando uma proteina de membrana com 13 dominios transmembrana,

a parte amino-terminal e a parte carboxi-terminal.

1.3.1- Expressao da proteina NIS em tecidos de tiredide

A expressao da proteina NIS é aumentada em doenca de Graves e diminuida em
tecidos tumorais em relacdo a tiredide normal (Saito et al., 1997; Smanik et al., 1997).
A perda da capacidade de captacdo de iodo em CDT ¢ principalmente em razdo da perda
funcional da expressio de NIS (Filetti et al, 1999; Spitzweg et al., 2001;
Dohan et al., 2003).

A producdo de anticorpos especificos contra NIS tem facilitado o estudo da
expressdo dessa proteina. Apesar da presenga de altos niveis de mRNA de NIS humano,
glandulas de tiredide normal exibem uma expressio heterogénea da proteina NIS.
Estudos em imunoistoquimica mostraram que somente uma minoria (aproximadamente

30%) das células foliculares expressa uma quantia detectdvel da proteina NIS
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(Jhiang et al., 1998; Caillou et al., 2006). Diferentemente, em doenca de Graves e
adenomas toxicos a proteina NIS aparece fortemente corada e é detectada na maioria dos
tirocitos, correspondendo a altos niveis de mRNA para NIS detectados nesses tecidos
(Ajjan et al., 1998; Saito et al., 1997). Como esperado, a polarizacdo das células tem sido
observada, com imunoistoquimica da proteina NIS limitando-se a membrana basolateral

dos tirécitos (Filetti et al., 1999).

Embora a captagdo de iodo na maioria dos cinceres de tiredide seja menor em
relacdo ao tecido normal, em geral, a captacdo ainda € suficiente para permitir
administracdo de radiodo para destruir células tumorais remanescentes € metdstases.
Esclarecer a causa da diminui¢do da captacdo de iodo em cancer de tiredide € fundamental
para obter um maior entendimento dessa doenga. A questdo fundamental € se a captacio de
1odo € reduzida pela perda da expressdao funcional do NIS em células com céncer de
tiredide, com um defeito ocorrendo no nivel de expressdo do gene, ou por alteracdo da
localizagdo da proteina ou por algum outro mecanismo desconhecido (Filetti et al., 1999;

Spitzweg et al., 2001; Dohén et al., 2003).

1.4- O gene p53

O gene p53 € um dos mais importantes genes supressores tumorais € ¢ um dos
atores principais no controle da divisdo celular, funcionando também como regulador da
transcri¢ao celular (Mendoza-Rodriguez e Cerbon, 2000). O gene p53 codifica a proteina
pS53. Estd localizado em 17p13 e contém 11 exons abrangendo 20 Kb. Pertence a uma
familia de genes altamente conservados que também incluem p63 e p73

(Savkur e Burris, 2004).

O papel primédrio do gene p53 é manter a integridade genética da célula. O gene
pS3 tem um fundamental papel na regulacdo da célula em resposta a vdrios estresses,
incluindo agressdes genotoxicas (alteragdes no DNA induzidas por irradiacdo, UV,
carcinogenos, bioldgicos, drogas citotoxicas). P53 exerce sua acdo antiproliferativa por

indugdo reversivel ou irreversivel, parando o ciclo celular. Acredita-se que outra acdo
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especifica seja através do desencadeamento da apoptose (Vousden e Lu 2002).
Ele também pode atuar no processo de reparagdo do DNA e inibir a angiogénese. A fungdo
de p53 estd freqiientemente alterada no cancer. Uma série de mutacdes tem sido relatada

em p53, principalmente nos exons 5 a 8 (Fagin 2000).

Em células normais, ndo expostas ao estresse, o nivel e a atividade de p53 sdo
muito baixos. Quando ocorrem danos no DNA, o p53 € ativado e os niveis da proteina pS3
rapidamente se elevam promovendo uma parada do ciclo celular em G1 para que os danos
sejam reparados. Se o gene for alterado em virtude de alguma variacido genética, tais como
polimorfismos, ou a uma mutacio adquirida, ele ndo é capaz de induzir a parada no ciclo
celular ou indug@o da apoptose, o que pode ocasionar progressao sem controle e, portanto,

uma vantagem de crescimento para a célula em questdo (Figura 3) (Santos et al., 2006).
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Figura 3- Ilustracdo mostrando como a proteina p53 retém o ciclo celular em GI.

Quando o DNA estd danificado, a proteina pS3 aumenta e a proteina torna-se

ativa. A p53 ativada estimula a transcricdo do gene que codifica a proteina p21

que € o inibidor de CDK. A proteina p21 se liga ao complexo ciclina-CDK da

fase S inativando-o, e assim o ciclo celular permanece estacionado em GI.

O mecanismo pelo qual a lesdo no DNA ativa p53 ndo é totalmente conhecido.
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1.4.1- P53 e o ciclo celular

O ciclo celular € composto por uma seqiiéncia ordenada de fases.
A célula diferenciada se encontra em GO, onde ela atingiu sua diferenciacao terminal e estd
quiescente. Se a célula esta destinada a proliferar, ela entra em G1, periodo em que aumenta
de tamanho e prepara as proteinas de que necessita para a sintese de DNA. Durante essa
fase, a célula é sensivel as condicoes ambientais. Se elas ndo forem favoraveis,
a divisdo celular pdra em G1. No entanto, se ultrapassar o ponto R (ponto de restri¢ao),
a divisdo celular ocorrerd independente de condi¢cdes ambientais. Na fase S sintetiza-se o
DNA que sera replicado durante a fase G2. No inicio de G2 existe outro ponto de controle
importante, onde se verificard a qualidade do DNA replicado. Finalmente, na fase mitética
(M), o DNA duplicado serd eqiiitativamente dividido entre as duas células filhas. A mitose
serd impedida se, na checagem da mitose, forem constatadas anormalidades na divisao dos

cromossomos (O'neill, 2000).

A divisao celular normal é positivamente regulada ou estimulada através de
vias sinalizadoras. Estas vias respondem a fatores extracelulares os quais agem por meio de
uma seqiiéncia de sinais. Por exemplo: receptores — proteina G — proteina-quinases —
fatores de transcrigdo. A progressdo pelo ciclo celular a seguir é, em parte, controlada, por
uma série de proteinas chamadas “quinases dependentes de ciclinas” (CDKs),
particularmente nas transi¢des de fases, tanto de Gl para S quanto de G2 para M
(Arnold et al., 1989). Os niveis de ciclinas oscilam durante as fases do ciclo, determinando
o momento apropriado de sua ligacdo com as CDKs. Este grupo de enzimas, por sua vez,
fosforila uma série de substratos chave que permitirdo a progressao de uma fase a outra do
ciclo celular (O'meill, 2000). As ciclinas sdo reguladoras das subunidades das CDKs.
Diferentes ciclinas se associam a diferentes CDKs, podendo associar-se a mais de uma
CDK nas diferentes fases do ciclo celular. A atividade ciclina/CDK ¢é bloqueada por uma
série de inibidores especificos. Eles podem ser agrupados em familias como a do
p21/p27/p57 que bloqueia multiplos complexos ciclina/CDKs e na familia p16/p15/p18/p19
que inibe os complexos CDK4/CDK6. Alguns fatores podem parar o ciclo em Gl,
como os danos causados ao DNA que, ativando o p53, induzem a produgdo de p2l.

Outros fatores podem atuar através de diferentes grupos de inibidores do ciclo, como
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TGF-B que induz produgdo tanto de p15 como de p27. Assim, o ciclo celular é bloqueado
para permitir o reparo dos danos detectados e impedir que eles se propaguem para as

células filhas e déem origem a um clone de células tumorais (O'neill, 2000).

Outra importante funcdo de p53 € a indugdo de apoptose celular.
Caso os reparos nio sejam possiveis por causa de um dano muito grave ao DNA, p53 induz
a uma cascata de sinais que levam esta célula a morte impedindo-a de passar qualquer

vantagem de crescimento para suas células filhas (Attardi, 2005).

As mutacdes no gene pS3 podem resultar na sintese de uma proteina sem a
capacidade de se ligar as regides especificas do DNA. Ocorre entdo a perda do controle da
proliferacdo celular e a perpetuacdo das mutacdes que acontecem no DNA durante a

replicacdo (Pillai et al., 1998).

A proteina p53 selvagem tem uma meia vida curta, de forma que células
tireoidianas normais ndo expressam p353. No entanto, a proteina p53 mutada continua
dentro da célula por um longo tempo, e por isso pode ser detectada em células tumorais
através da imunoistoquimica. Acredita-se que o desaparecimento ou a inativacdo da
proteina p53 seja um evento tardio na série de acontecimentos que leva a célula tireoidiana
normal a se desdiferenciar (Ward e Fagin, 1998). Assim, a expressdo de p53 estd
relacionada a carcinomas de diferenciacdo pobre ou a carcinomas indiferenciados,
de maior agressividade e pior progndstico (Soares et al., 1994). A expressdo de p53 em
carcinomas diferenciados, papilifero e folicular, tém sido relacionadas com maior

agressividade dos tumores afetados (Hosal et al., 1997).

1.5- O gene mucin (MUC1)

O gene MUCI, localizado em 1g21, pertence a classe dos genes da mucina a
qual € responsavel pela producdo do muco das mucosas de diversos tecidos do corpo
humano (Figura 4). O gene MUCI € encontrado em tecidos epiteliais e estd hiper-expresso,
aberrantemente glicolisado e constitutivamente fosforilado em vérios tumores, incluindo os

tumores da tiredide (Bieche et al. 1997; Magro et al. 2003; Wreesmann et al. 2002)
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As mucinas representam uma familia de 13 genes codificando glicoproteinas de
alto peso molecular que sdo caracterizadas por uma estrutura central polimorfica de
“tandem repeats” que serve como uma proteina estrutural para um grande nimero de
glicanos O-ligantes (Williams et al., 1999; Perez-Vilar e Hill, 1999). Essas glicoproteinas
Unicas sdo tipicas, sendo exclusivas das células epiteliais e dos seus produtos secretorios,
pela sua estreita relagdo com fatores de crescimento e citocinas, acredita-se que exer¢am
funcdo protetora mecanica e quimica primdria dos tecidos epiteliais e mesoteliais
(Figura 5). Essa funcdo protetora, no entanto, pode ser explorada pelas células tumorais
para sua defesa contra ataque imunoldgico (Gimmi et al., 1996; Agrawal et al., 1998;
Komatsu et al., 1999). Em muitas circunstancias alteracdes na taxa de transcricdo dos genes
da mucina podem ser indicativas de transformacao neoplésica, sugerindo que alteracdes na
expressdao da mucina podem implicar progressdo para um fendtipo maligno, assim como,
oferecer as células habilidade para metastatizar a distancia (Bresalier et al., 1991;
Ho et al., 1995; Nakamori et al., 1994; Yonezawa e Sato, 1997). A proteina MUCI se
expressa na superficie apical das células epiteliais e exibe caracteristicas de receptor de

citocinas e de fatores de crescimento (Wang et al., 2004).

Em células tireoidianas normais MUCI estd presente exclusivamente na por¢cao
apical, mas nos carcinomas essa polarizacdo € perdida e MUCI1 se co-localiza com
moléculas de adesdo como caderinas e integrinas. O longo e rigido dominio extracelular do
MUCI envolve essas moléculas de adesdao e, se presente na superficie celular com
suficientemente alta densidade, reduz a adesdao celular (Ligtenberg et al., 1992;
Wesseling et al.,, 1995; Wesseling 1996). A super expressio do MUCI tem sido
freqlientemente reportada em carcinomas (Hilkens et al. 1984; Zotter et al., 1987;
Zaretsky et al., 1990). Acredita-se que tenha efeito similar a perda da E-caderina, a maior
molécula de adesdo célula-célula epitelial, no comportamento celular, promovendo invasao
e metastase (Behrens 1994; Shiozaki et al., 1996; Bracke et al., 1996). O MUCI1 também
pode ser um antigeno, que € mensurado no ensaio do CA 15-3, que € o maior marcador
sanguineo para detectar recorréncia do cincer de mama (Dyomin et al., 2000;
Gilles et al., 2000). Contudo, a causa da hiper-expressio do MUCI nas células

carcinomatosas nao foi ainda estabelecida.
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2- OBJETIVOS
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Correlacionar os achados da expressao das proteinas p53, NIS e MUC1 com o
prognoéstico e a sobrevida dos pacientes com carcinomas diferenciados da tiredide

conforme:

v’ aspectos clinicos

v’ anatomopatolégicos

v’ laboratoriais (imunoistoquimica)

v’ evolutivos

Objetivos
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3.1- Casuistica
3.1.1- Pacientes

Os pacientes selecionados para este estudo foram consecutivamente atendidos
na Disciplina de Endocrinologia do Hospital de Clinicas da Unicamp durante os anos de
1995 a 2006, com mediana de seguimento de 63 meses e média de 66 meses (variando de
um minimo de seis ao maximo de 123 meses), no Ambulatério de Cancer da Tiredide,
sob coordenagdo da Profa. Dra. Ligia Vera Montalli da Assumpg¢do. Os pacientes foram
inscritos no estudo apds concordarem em participar do mesmo e assinarem o Termo de
Consentimento Informado, conforme as normas do Comité de Etica em Pesquisa da FCM/
Unicamp. Utilizou-se tecido tireoidiano incluido em bloco de parafina proveniente de
tireoidectomia de 67 pacientes. Destes, havia dez com nddulos tireoidianos benignos
(oito eram do sexo feminino e dois do sexo masculino, nove brancos € um nido-branco) e
57 com nédulos malignos (21 carcinomas papiliferos cldssicos, 7 carcinomas papiliferos
variante de células altas, 6 carcinomas papiliferos variante folicular, 16 carcinomas
foliculares, 4 carcinomas medulares e 3 carcinomas anaplasicos). Destes, 48 eram do sexo
feminino e 9 do sexo masculino, 43 brancos e 14 nao-brancos. A idade ao diagndstico

variou de 15 a 77 anos, com mediana de 45 anos e média de 44,92+18,02 anos (Tabela 1).

Tabela 1- Resumo dos dados clinicos dos pacientes estudados

IDADE SEXO COR
Média +
Desvio padrao F M B NB
Carcinoma Papilifero 39,88+16,5 31 3 26 8
Carcinoma Folicular 54,78+16,32 13 3 13 3
Carcinoma Anaplasico 42,21+£15,32 2 1 1 2
Carcinoma Medular 7045,65 2 2 3 1
Benignos 41,56%16,7 8 2 9 1
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As laminas foram revisadas pela Profa. Dra. Patricia Sabino Matos do
Departamento de Anatomia Patologica da FCM/Unicamp para a confirmacdo de todos os

diagnosticos dos pacientes.

Todos os pacientes portadores de carcinoma de tiredide foram acompanhados
no Ambulatério de Cancer da Tiredide implantado hd mais de 25 anos, segundo um
protocolo do qual constam, além dos dados de identificacao, a idade ao diagndstico, sexo,
cor, dados clinicos pré-cirirgicos, exames realizados (ultra—som, cintilografia da tiredide,
bidpsia aspirativa), dados referentes a cirurgia e dados do exame anatomopatoldgico
(medida do tumor, tipo histolégico, grau de diferenciacdo, presenca de linfonodos
metastaticos). Nenhum dos pacientes incluidos neste estudo possuia histéria de exposi¢ao
acidental ou médica a radiacdo ionizante. Todos os dados, incluindo os diagndsticos de

outras patologias concomitantes, foram confirmados nos prontudrios dos pacientes.

Todos os individuos encaminhados ao Ambulatério de Cancer da Tiredide com
diagndstico de carcinoma da tireéide ou a suspeita do mesmo na citologia da puncgdo
aspirativa realizada com agulha fina sdo tratados de acordo com um protocolo.
Nos pacientes em que o diagnéstico histopatolégico era de nddulos ndo se aplicou o

protocolo de acompanhamento clinico.

De acordo com esse protocolo, todos os pacientes sdo submetidos a
tireoidectomia total ou subtotal. Os pacientes com diagndstico pré-operatorio de nédulos
mestastdticos no pesco¢o ou nos quais ganglios suspeitos sdo visualmente identificados no
intra-operatério sdo submetidos a disseccao regional do pescoco. O material da cirurgia é
incluido em parafina e examinado pelos anatomopatologistas, que classificam o tipo

histologico do cancer de acordo com os parametros propostos por LiVolsi, 1990.

3.1.2- Seguimento

Depois de quatro a seis semanas da cirurgia, os pacientes foram mantidos sem
reposicao de levotiroxina foram submetidos a PCI com 5 mCi de jodeto-"'T para a detec¢ao

de restos locais ou metdstases do carcinoma. Todos os pacientes recebem dose ablativa de
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cerca de 100 mCi de radiodo "'I, apés a qual é realizada nova PCL. Em seguida,
sdo prescritas doses supressivas de levotiroxina para manter os niveis de TSH suprimido.
Cerca de seis meses apds a cirurgia, estes pacientes sdo revistos e pede-se dosagem de

Tg sérica.

Todos os pacientes com cancer sdo seguidos com exames periodicos para a
deteccdo precoce de metdstases, TSH sérico e Tg medidos de acordo com a rotina do
protocolo de seguimento que inclui raios-X, ultra-sonografia, tomografia computadorizada

e outros eventuais procedimentos para a detec¢do de metéstases a distancia.

Cerca de um ano apds a cirurgia, todos os pacientes sao submetidos a uma nova
PCI, desta vez apds suspensdo da levotiroxina, acompanhada de nova dosagem de Tg e
TSH. Na suspeita de qualquer lesdo recidivante ou na presenca de niveis de Tg sérica
elevados (>2mg/dl), os pacientes sdo amplamente investigados por meio dos métodos de

imagem que forem mais apropriados de acordo com a suspeita clinica.

Definiu-se a evolu¢do como "livre de doenga" em individuos que mantém
niveis de Tg abaixo de 1 ng/dL e ndo possuem qualquer evidéncia de recorréncia clinica ou
por métodos de imagem, enquanto os pacientes com recorréncia sdo divididos naqueles
com "recorréncia local", quando se detectam restos tireoidianos ou recidivas no leito
tireoidiano ou ganglios cervicais, € naqueles com "metdstases" na presenga de metdstases a

distancia.

Para fim de andlise estatistica, os pacientes que evoluiram com recidiva local ou
a distdncia ou morreram durante o acompanhamento foram classificados como de ma
evolucdo. Em contraste, os pacientes sem evidéncia de doenga durante o seguimento foram

classificados como de boa evolugao.

3.1.3- Estadiamento

O estagio e o grau de diferenciacdo dos tumores foram definidos pelos dados
anatomopatoldgicos obtidos do material cirdrgico. O estadiamento tumoral foi baseado no
estadiamento clinico Ohio State University (Mazzaferri e Jhiang, 1994). Esta classificacao

se baseia no classico método do TNM, isto é, no tamanho do tumor (T), acometimento de
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nodulos cervicais (N) e metastases a distdncia (M), mas leva em conta a idade,
classificando de forma diferente os pacientes abaixo e acima dos 45 anos. Esta classificacio
considera no estadio 1 os pacientes em que o tumor € de foco tinico ou multiplo mas restrito
a tiredide; estadio 2 aqueles em que o tumor apresenta acometimento restrito a ganglios
cervicais; no estadio 3 o tumor apresenta metdstases restritas a regido cervical;
no estadio 4 o tumor apresenta metdstases a distdncia. A Tabela 2 mostra como esta

classificagdo qualifica os pacientes com cancer da tiredide.

Tabela 2- Caracteristicas anatomopatoldgicas dos casos com TNM, estadio, Tg e evolugdo
sem doenca aparente (boa) e com doenga aparente ou 6bito (ruim), dos pacientes

com CDT de tipo papilifero (CP) e folicular (CF)

TNM ESTADIO TG EVOLUCAO

T©T T2 T3 T4 NO N1 MO M1 I II III IV <2 25 >5 Boa Ruim

CcCp 2 7 2 13 14 19 31 2 1 17 12 3 26 4 2 24 9
CF O 4 4 8 13 1 7 7 1 4 2 7 6 0 8 6 10

3.2- Métodos

Os blocos de parafina foram recuperados dos arquivos do Departamento de
Anatomia Patologica do Hospital das Clinicas (HC) da Faculdade de Ciéncias Médicas
(FCM) - Unicamp.

Todos os blocos de parafina contendo material de tire6ide previamente fixados
em formol a 10% foram processados no Laboratério de Patologia do HC / FCM - Unicamp.
Os blocos de parafina foram recortados e as laminas foram confeccionadas e coradas em
hematoxilina e eosina (HE). Estas laminas foram analisadas pelo mesmo médico
patologista do projeto (Profa. Dra. Patricia Sabino Matos) para confirmagao do diagndstico
anteriormente expedido, andlise de pardmetros como ndmero de nddulos na glandula,

seu volume total e grau de invasdo, além da classifica¢do do subtipo histolégico.
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3.2.1- Técnica da imunoistoquimica

Silaniza¢do das laminas: as laminas foram lavadas, em seguida deixadas no
alcool absoluto, foram imersas duas vezes em acetona por 1 minuto, depois passaram por
uma solucdo de acetona (750 ml) com silano (30 ml), novamente colocadas em acetona
pura e foram deixadas na estufa 110°C para secar. Para cada caso, do bloco que apresentava
material mais representativo, foram feitos cortes de 4um de espessura e colocados em
laminas previamente tratadas. As laminas com os cortes foram colocadas em estufa a 110°C
durante uma hora para fixacdo das sec¢des nas laminas. Em seguida, foram retiradas e
mantidas a temperatura ambiente por uma hora até o momento da reacdo. A reacdo de
imunoperoxidase foi realizada no Laboratério de Patologia Experimental — CAISM -

Unicamp.
Os anticorpos primadrios utilizados foram:

Proteina p53: anticorpo monoclonal, produzido de camundongo, DAKO (Dinamarca)
codigo M7001, clone DO-7, dilui¢do 1:100. Epitopo na por¢cao N-terminal,
proteina de 53 kDa.

Proteina MUCI1: anticorpo monoclonal, produzido de camundongo, Santa Cruz
(Califérnia-USA) VU4HS: sc-7313, diluicdo 1:500. Proteina varia de
160 a 230 kDa.

Proteina NIS: anticorpo policlonal, produzido de coelho, diluicdo 1:500. Gentilmente
doado pela Dra. Sissy Jhiang do Goss Laboratory em Columbus,
Ohio — Ohio State University.

As dilui¢gdes dos anticorpos foram realizadas com soro albumina bovina (BSA).

3.2.2- Reagdo da imunoperoxidase

Os cortes foram desparafinados em banho de xilol a 110°C e, a seguir,
banhos subseqiientes em xilol a temperatura ambiente. Logo apds este processo,

as laminas foram hidratadas em dalcool etilico nas concentragdes decrescentes de 100%,
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80%, 50% e lavadas em dgua corrente e destilada. A atividade da peroxidase enddgena foi
bloqueada com trés banhos de dgua oxigenada a 10 volumes cada um, com duracdo de trés
minutos, seguidas de lavagem em PBS (solu¢do salina tamponada com fosfato
ph 7.4 a 7,6). Para a recuperagdo antigénica foi utilizada panela a vapor T-fall® (Franca),
com o objetivo de desmascarar antigenos. Na panela as laminas foram imersas em tampao
citrato de sédio (10mM) ph 6,0 a 95°C (NIS e MUC) e tampao tris-EDTA (Tris 10mM,
EDTA 1mM) ph 8,9 (p53), durante 30 minutos. A seguir foram lavadas em dgua corrente.
ApOs esta etapa, os cortes foram incubados em cdmara imida com anticorpo primario
especifico a 4°C, durante a noite. ApOs a incubacdo, as laminas foram passadas por trés
lavagens em PBS sob agitacdo, secadas e incubadas com DAKO Envision+,
peroxidase K4001 anti-camundongo para p53 a 37°C durante uma hora;
DAKO Envision K1491, anti-camundongo e anti-coelho para NIS a 37°C durante uma hora
e DAKO Labelled Streptavidin-Biotin LSAB K675 para MUCI a 37°C durante meia hora
com a Avidina e meia hora com Biotina. A seguir, trés lavagens em PBS com agitagdo.
A revelacdo foi feita com substrato cromdégeno DAB (3-3° — diaminobenzidine
tetrahydrochloride, SIGMA (St. Louis — USA) c6digo D5637) na proporcao de 60mg para
100ml de PBS, 1500 pl de 4gua oxigenada a 10 volumes e Iml de dimetilsulféxido
(DMSO) a 37°C, durante cinco minutos. Apds, as laminas foram lavadas em dgua corrente
e contra coradas com hematoxilina de Mayer durante 30 segundos. Os cortes foram
desidratados em banhos de dlcool etilico em concentragdes crescentes e diafanizadas em
trés banhos de xilol e a seguir montadas com laminulas e resina Entellan
(Merck 1079610100). Para atestar a positividade da reacdo imunoistoquimica,
foram usados controles sabidamente positivos. O controle positivo para pS3 foi obtido de
um carcinoma de mama, fortemente positivo. Para MUC1 o controle positivo foi obtido de
um carcinoma de tiredide e para NIS o controle positivo foi retirado de uma doenca de
Graves (bloco B7517/05). O controle negativo foi obtido dos mesmos blocos usados no

controle positivo com a supressao do anticorpo primario.
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3.2.3- Leitura dos resultados

Foi realizada em microscépio Optico comum, no aumento de 40 vezes pela
autora e revista por um unico médico anatomopatologista (Profa. Dra. Patricia Sabino
Matos), de modo semi-objetivo, examinando-se todos os campos de todos os fragmentos do
tumor. Foram fotografados os campos das laminas onde se observou maior positividade
“hot spot” (4 fotos cada). As laminas foram fotografadas em uma cdmera Canon modelo
Power Shot G5 de 5 mega pixels. O microscopio utilizado foi modelo Axiophot da marca

Zeiss em um aumento de 40x (objetiva).

Para o estudo de p53 considerou-se todos os nucleos celulares corados em
marrom, independente da sua intensidade, e foram contados os nucleos de 500 células.
O ponto de corte de positividade considerado foi: 0 (negativo); 1+ (até 10% das células

coradas); 2+ (10-50% das células coradas); 3+ (> 50% das células coradas).

Para MUCI1 considerou-se positivos todos os casos de citoplasmas corados em
marrom que variou com a intensidade: forte, moderada e fraca. A positividade foi intensa

em alguns casos e focal em outros, variando bastante em todos os tecidos.

As laminas de NIS tiveram uma positividade focal de membrana e
citoplasmdtica na cor marrom. Considerou-se positivas todas as laminas com alguma

expressao, independente da localizagao e da intensidade.
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4- RESULTADOS
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Entre os 67 casos estudados, havia 34 (50,74% dos casos) com diagndstico de
carcinoma papilifero, sendo 21 (31,3%) do tipo cléssico, 7 (10,4%) da variante de células
altas e 6 (9%) da variante folicular. Havia ainda 16 (23,9%) carcinomas foliculares,
4 (6%) medulares e 3 anaplésicos (4,5%). Dez (14,9%) pacientes eram portadores de
tiroidopatias benignas (3 casos de bdcio hiperplasico nodular, 4 adenomas foliculares,

1 tireoidite de Hashimoto e 2 tecidos normais).

Os pacientes foram seguidos em média por 66128 meses (mediana de 63 meses,
isto é, de cinco anos), variando de um minimo de 6 meses até 123 meses (10 anos).
Definiu-se o progndstico como bom para os 31 pacientes que evoluiram sem evidéncia de
doenca ativa, caracterizando este grupo por niveis de Tg abaixo de 2ng/dL, auséncia de
queixas ou imagens suspeitas de recidiva local ou a distdncia durante o periodo de
acompanhamento. Definiu-se como pertencentes ao grupo de ma evolu¢do ou de mau
progndstico os 19 pacientes que apresentavam evidéncia de recidiva local ou a distancia ou
que evoluiram para 6bito durante o acompanhamento. Infelizmente ndo possuimos dados
clinicos dos pacientes com carcinoma anapldsico e carcinoma medular que, portanto,
nao foram incluidos na anélise estatistica referente a evolucdo. Foram utilizados apenas na
andlise comparativa das imagens imunoistoquimicas. Durante o periodo de seguimento,
6 pacientes morreram da doenca, sendo: 2 carcinomas papiliferos cléssicos,

2 carcinomas foliculares, 1 carcinoma medular e 1 carcinoma anaplasico.

A idade média ao diagndstico dos pacientes foi de 44,92+18,02 anos,
variando de 15 a 77 anos de idade. A idade média dos pacientes que evoluiu sem evidéncia
de doenca foi de 41,70+15,70 anos enquanto os de ma evolugdo tinham idade média de
51,52+19,74 anos (teste t de student; p=0.0578). A maior parte dos pacientes era do sexo
feminino (48 casos), havendo apenas 9 homens, também ndo havendo diferenca entre o
sexo no grupo de ma evolucdo (16 mulheres e 3 homens) e o de boa evolu¢ao (29 mulheres
e 2 homens) (Fisher; p=0,355). Em relacdo a cor, a maioria dos pacientes era da cor branca
(78,4%) com apenas 11 casos (21,6%) de ndo-brancos, nao havendo diferenga entre o grupo
que evoluiu mal (15 brancos e 4 ndo-brancos) e o que evoluiu bem (24 brancos e
7 nado-brancos) (Fisher; p=1). As caracteristicas anatomopatolégicas dos casos estao

resumidas na Tabela 2.
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Nao houve diferenca entre o grupo de boa evolugao e o de ma evolugdo em
relacio ao acometimento unifocal (respectivamente 35,71% e 38,89% dos casos)
ou multifocal (respectivamente 61,11% e 64,29% dos casos) (Fisher; p=1) da glandula pela
neoplasia. Também ndo observou-se associacdo entre evolu¢do e o grau de invasao

(restrito a glandula, invadindo a capsula ou tecido extra-tireoidiano (Fisher; p=0.195).

No entanto, 77% dos casos de boa evolugdo apresentavam grau 1 de
diferenciacdo (bem diferenciado) enquanto 73% dos casos com grau 2 (moderadamente
diferenciado) e 3 (pouco diferenciado) evoluiram mal (Fisher; p=0,009) como mostra a
Tabela 3. O tamanho do tumor também se correlacionou com a evolugdo

(Fisher; p=0,024), como mostra a Tabela 4.

Tabela 3- Comparacdo do grau de diferenciacdo (I- Bem diferenciado; II- Moderadamente
diferenciado; III- Pouco diferenciado) com a evolu¢do dos pacientes boa

(sem doenca aparente) e ruim (com doenga aparente ou 6bito)

- EVOLUCAO
GRAU DE DIFERENCIACAO ¢ TOTAL
RUIM % BOA %
I- Bem diferenciado 4 10 14
(26.67) (76.92)
II- Moderadamente diferenciado 6 3 9
(40.0) (23.08)
III- Pouco diferenciado 5 0 5
(33.33)
TOTAL 15 13 28

Da mesma forma, houve forte associacdo entre evolucdo e deteccdo de
metdstases a distancia, representadas na Tabela 4, de forma que 100% dos casos MO
evoluiram bem, enquanto 56% dos casos com metdstases ao diagndstico evoluiram mal

(Fisher; p<0.001).
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Tabela 4- Comparacdo do estadiamento TNM (T-tamanho do nédulo, N-acometimento

linfonodal e M-metastase a distdncia) com a evolucdo dos pacientes boa

(sem doenca aparente) e ruim (com doenga aparente ou 6bito)

EVOLUCAO
ESTADIAMENTO RUIM % BOA % TOTAL
TNM ¢ ¢
1 2
T1 3
(5.26) (6.45)
3 17
T2 20
T (15.79) (54.84)
3 3
T3 6
(15.79) (9.68)
12 9
T4 21
(63.16) (29.03)
TOTAL 19 31 50
10 17
NO 27
(55.56) (54.84)
7 14
N N1 21
(38.89) (45.16)
1
NX 1
(5.56) 0
TOTAL 18 31 49
8 31
MO 39
(44.44) (100)
M 10
Ml 10
(55.56) 0
TOTAL 18 31 49

A curva de Kaplan-Meier para probabilidade estimada de sobrevida,

representada na figura 6, confirma que os pacientes com metéstases t€ém sobrevida menor

que os demais (Log-Rank; X%=1 1,77; p=0.0006).
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p < 0,001 -

12 24 36 48 60 72 84 96

Tempo (em meses)

— M0 —— M1 —e— MX

Figura 6- Curva de sobrevida de Kaplan-Meier representando a probabilidade estimada de
sobrevida em pacientes com presenca de metdstases (M1) ou auséncia de

metastases (MO).

Igualmente encontrou-se associacdo entre progndstico e o estadio ao
diagnéstico, representado na Tabela 5. Entre os individuos de estddio II, 63% evoluiram
bem, ao passo que quase 53% dos individuos de estddio IV evoluiram mal
(Fisher; p<0.001). No entanto, o acometimento linfonodal, mostrado na Tabela 4,

ndo influenciou o progndstico dos casos avaliados (Fisher; p=0,601).
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Tabela 5- Correlagdo entre o estadio da doenca ao diagndstico com a evolucdo boa

(sem doenca aparente) e ruim (doenga aparente ou 6bito)

EVOLUCAO

ESTADIO TOTAL
RUIM BOA
1 1
I 2
(5.88 %) (3.33 %)
2 19
1 21
(11.76 %) (63.33 %)
5 9
I 14
(29.41 %) (30 %)
v 9 1 0
(52.94 %) (3.33%)
TOTAL 17 30 47

4.1- Imunoistoquimica para p53

A proteina p53 foi localizada na regido do nucleo de células foliculares
(Figuras 9 e 10). Como controle positivo usamos a expressdao de pS3 em cancer de mama
(figura 7). Houve clara distingd@o entre positividade para p53 (Figuras 9 e 10) e negatividade
(Figura 8). Embora pudéssemos sub classificar os casos de acordo com a positividade
(0, 1+, 2+, 3+) preferimos nos reportar apenas a casos negativos e positivos (1+, 2+, 3+)
em virtude do pequeno de nimero de laminas. A expressdao de p53 foi identificada em
35/67 (52,2 %) dos casos como mostra a Tabela 6. Apresentaram expressao positiva
24/34 (70,6%), sendo positivos 5/6 CPVF, 6/7 dos CPVA e 13/21 CP cléssico,
como mostra a Tabela 6. Também expressaram p53 6/16 CF (37,5 %) e 2/3 CA.
O pequeno ndmero de amostras provavelmente seja o responsdvel pela auséncia de
qualquer correlacdo estatistica entre positividade e estadio, tamanho tumoral, presenca de
metastases a distancia e evolu¢do boa ou ma. A expressdo de p53 também foi positiva

3/10 (30 %) dos tecidos nao malignos.
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Tabela 6- Resultados de imunoistoquimica para pS3 em carcinoma papilifero: cldssico,
variante de células altas (CPVA) e variante folicular (CPVF); carcinoma

folicular; carcinoma anapldsico; carcinoma medular e tireoidopatias benignas

IHQ Carcinoma Papilifero Carcinoma Carcinoma Carcinoma

p53 Classico CPVA CPVF  Folicular  Anapldsico  Medular  Benignos Total
Positivo 13 6 5 6 2 0 3 35
Negativo 8 1 1 10 1 4 7 32

Total 21 7 6 16 3 4 10 67

Figura 7- Carcinoma de mama: expressdo nuclear da proteina p53 (abaixo) pela técnica de
imunoistoquimica, utilizado como controle positivo (3+) em nossas amostras.
Células inflamatérias do estroma peri-neopldsico (acima) ndo estdo

imuno-marcadas (aumento original x 400)
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Figura 8- Carcinoma papilifero da tiredide: auséncia da expressdo da proteina p53 (0)

pela técnica de imunoistoquimica (aumento original x 400)

Figura 9- Carcinoma papilifero variante de células altas da tiredide: expressdo nuclear da
proteina p53 (3+) com positividade difusa pela técnica de imunoistoquimica

(aumento original x 400)

Resultados

56



Figura 10- Carcinoma papilifero cldssico da tiredide: expressdo nuclear da proteina p53
(2+) (marrom) e a auséncia da expressao da proteina pS3 (azul) pela técnica de

imunoistoquimica (aumento original x 200)

4.2- Imunoistoquimica para MUC1

A proteina MUCI1 foi identifica-se no citoplasma de células foliculares.
Alguns casos apresentaram positividade intensa, difusa e evidente (Figuras 11 e 13),
outras, positividade moderada (Figura 15) ou fraca (Figura 16). No entanto, a distin¢do
entre casos positivos e negativos (Figura 12) foi sempre evidente. Assim também a
presenca de dreas positivas focais era indubitdvel (Figura 14). Em razdo do pequeno
nimero de casos estudados, eles foram agrupados apenas em positivos € negativos para
andlise. Considerou-se positivos para MUC1 39/67 (58,2 %) dos casos como mostra a
Tabela 7. Dentre os 34 CP, 25 foram positivos (73,5 %), sendo: 3/6 CPVF e 6/7 CPVA e
16/21 CP classico; 7/16 (43,7) CF; 2/3 CA; 3/4 CM e 2/10 tecidos benignos foram
igualmente positivos (20 %). MUCI1 foi semelhante ao p53, pois também ndo teve sua
positividade correlacionada com outros parametros de agressividade tumoral,

como tamanho, estadio, presenca de metastases e com a evolugdo dos pacientes.
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Tabela 7- Resultados de imunoistoquimica para MUCI1 em carcinoma papilifero: cldssico,
variante de células altas (CPVA) e variante folicular (CPVF); carcinoma

folicular; carcinoma anaplasico; carcinoma medular e tiroidopatias benignas

THQ Carcinoma Papilifero Carcinoma Carcinoma Carcinoma

. L. Benignos Total
MUC1  (lissico CPVA CPVF  Folicular  Anaplasico  Medular

Positivo 16 6 3 7 2 3 2 39
Negativo 5 1 3 9 1 1 8 28
Total 21 7 6 16 3 4 10 67

Figura 11- Carcinoma papilifero variante de células altas da tiredide: expressdo
citoplasmadtica intensa e difusa da proteina MUC1 (marrom) pela técnica de

imunoistoquimica (aumento original x 400)
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Figura 12- Carcinoma papilifero cldssico da tiredide: auséncia da expressdo da proteina

MUCI pela técnica de imunoistoquimica (aumento original x 400)

Figura 13- Carcinoma papilifero cldssico da tiredide: expressdo intensa e difusa
citoplasmdtica da proteina MUC1 (marrom) pela técnica de

imunoistoquimica (aumento original x 200)
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Figura 14- Carcinoma papilifero cldssico da tiredide: expressdo citoplasmatica da proteina
MUC1 ao lado esquerdo (marrom) e ao lado direito negatividade no
parénquima tireoidiano adjacente pela técnica de imunoistoquimica,

(aumento original x 200)

Figura 15- Carcinoma papilifero cldssico da tiredide: expressdo citoplasmadtica difusa da
proteina MUCI1 (marrom) pela técnica de imunoistoquimica com positividade

moderada (aumento original x 400)
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Figura 16- Carcinoma papilifero variante de células altas da tiredide: expressdo
citoplasmdtica difusa da protetna MUC1 (marrom) pela técnica de

imunoistoquimica com positividade fraca (aumento original x 400)

4.3- Imonoistoquimica de NIS

A proteina NIS foi identificada em 10/67 casos estudados (14,9 %) como
mostra a Tabela 8. NIS foi claramente identificada na membrana baso lateral das células
foliculares, mas também apareceu no citoplasma das amostras positivas (Figuras 17, 18 e
20). Utilizou-se a positividade evidenciada em um caso de Basedow Graves como controle
de expressdo (Figuras 17 e 18). A diferenca entre casos positivos e negativos foi evidente
(Figura 19). Positividade de NIS foi evidenciada em 4/21 CP classico (19 %), 1/7 CPVA e
1/6 CPVF, em nenhum dos carcinomas anapldsicos e medulares. Dois casos de 10 benignos
também foram positivos para NIS (20 %). Novamente, a semelhanca observada em relacao
a expressdo de p53 e MUCI, a expressdao do NIS ndo se correlaciona com estadio ou

tamanho do tumor, com a presenca de metdstases ou com a evolucao dos pacientes.
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Tabela 8- Resultados de imunoistoquimica para NIS em carcinoma papilifero:
classico, variante de células altas (CPVA) e variante folicular (CPVF);

carcinoma folicular; anaplasico; carcinoma medular e tiroidopatias benignas

THQ Carcinoma Papilifero Carcinoma Carcinoma Carcinoma

NIS Classico CPVA CPVF Folicular  Anaplasico Medular

Benignos Total

Positivo 4 1 1 2 0 0 2 10
Negativo 17 6 5 14 3 4 8 57
Total 21 7 6 16 3 4 10 67

Figura 17- Doencga de Graves: expressdao de membrana intensa e difusa da proteina NIS
pela técnica de imunoistoquimica, utilizada como controle positivo em nossas

amostras (aumento original x 400)
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Figura 18- Doenca de Graves: expressdo intensa e focal de membrana e de citoplasma da
proteina NIS (marrom) e em azul o nidcleo celular pela técnica de

imunoistoquimica (aumento original x 200)

Figura 19- Carcinoma papilifero cldssico da tiredide: auséncia da expressdo da proteina

NIS pela técnica de imunoistoquimica (aumento original X 200)
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Figura 20- Carcinoma papilifero cldssico da tiredide: expressdo intensa e difusa da proteina
NIS em membrana e citoplasma (marrom) pela técnica de imunoistoquimica

(aumento original X400)

Entre os sete pacientes com CPVA seis foram positivos para MUCI,
6 foram positivos para pS3 e 6 foram negativos para NIS, sugerindo que esses marcadores
estejam relacionados com a agressividade desse tipo histolégico, embora nao tenha sido

encontrada significancia estatistica entre eles.

Observou-se que ndo houve associacdo entre o progndstico dos pacientes e

nenhum dos marcadores de imunoistoquimica estudados.

As curvas de sobrevida de Kaplan-Meier para p53, MUC e NIS,
respectivamente representadas nas Figuras 21, 22 e 23, no entanto, sugerem que um
acompanhamento mais longo e com maior nimero de pacientes possa mostrar diferenca

entre os grupos de boa e mé evolugao.
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Figura 21- Curva de sobrevida de Kaplan-Meier para pacientes com expressdo de

pS3 positiva e negativa

-9

p = 0,9435

12 24 36 48 60 72 84 96
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Figura 22- Curva de sobrevida de Kaplan-Meier para pacientes com expressdao de MUCI1

positiva e negativa
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p =0,7629

12 24 36 48 60 72 84 96

Tempo (em meses)

—— NIS Pos —— NIS Neg

Figura 23- Curva de sobrevida de Kaplan-Meier para pacientes com expressdo de NIS

positiva e negativa
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5-DISCUSSAO
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Nenhum grupo de fatores clinicos, cirtrgicos ou anatdmicos é capaz de detectar
com exatiddao, em um determinado individuo, se este terd pior evolucdo, de forma que as
classificagdes de prognoéstico tém sido pouco usadas na pratica clinica. Tem-se buscado
intensamente marcadores moleculares que possam, ao lado dos cldssicos parametros
clinicos e anatomopatoldgicos, distinguir pacientes com tumores que poderiam evoluir de
forma desfavordvel daqueles com melhor progndstico, e assim determinar um tratamento
mais apropriado para cada individuo, minimizando os riscos ciruirgicos e o custo efetivo de
cada tratamento (Ward e Assumpc¢ao, 2004). Pacientes de alto risco poderiam ser alvo de
uma abordagem cirdrgica mais agressiva e de um seguimento mais proximo, em oposi¢ao a
grande maioria de casos de bom progndstico, ou baixo risco, que poderiam ser poupados de
tais medidas (Mazzaferri e Jhiang, 1994; Zidan et al., 2003; Ward et al., 2003b;
Souza et al., 2003).

Assim, no presente trabalho o objetivo foi avaliar a utilidade prognéstica da
expressao de dois genes que devem ser hiperexpressos em tumores, os genes MUC e p53,
e de um gene que deve ter sua expressdo diminuida, o gene NIS. A associacdo da
expressao destes genes em tumores primdrios com outros parametros bem conhecidos de
prognéstico poderia ajudar a tracar diferentes estratégias de tratamento para o CDT.
Infelizmente, estes dados iniciais ndo mostraram maior utilidade para tais parametros

imonoistoquimicos.

N

P53 € um gene classicamente relacionado a evolu¢do mais agressiva dos
tumores humanos (Ward e Fagin, 1998). Ele participa de etapas finais do processo de
carcinogénese tireoidiana sendo mais freqlientemente mutado em tumores pobremente
diferenciados e nos anaplasicos (Ward e Fagin, 1998; Nikiforov, 2004). Goretzki assegura
que mutagdes de p53 foram encontradas em mais de 40% dos carcinomas de tiredide de
tipo desdiferenciado e indiferenciado, enquanto, em carcinomas bem diferenciados da
tiredide foram encontradas em menos de 10% dos casos (Goretzki et al., 1999). Talvez por
esta caracteristica ndo existem muitos estudos de pS3 por imunoistoquimica em cancer da
tiredide, um tumor bem diferenciado na maior parte dos casos. Ruter et al. (1996)
estudaram por imunoistoquimica 18 casos de carcinoma papilifero variante de células altas

e 18 casos de carcinoma papilifero cldssico. Mostrou-se uma significante positividade na
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variante de células altas (61%) em relacdo ao papilifero cldssico (11%), sugerindo que o
carcinoma papilifero variante de células altas esteja associado com estadios tumorais mais
avangados ao diagndstico (Ruter et al. 1996). Realmente, entre os casos de CPVA a

positividade para p53 também foi elevada (86 %).

Mais recentemente, Omar et al. (2004) estudaram por imunoistoquimica
50 casos de adenoma folicular, 66 hiperplasias nodulares e 53 carcinomas papiliferos.
P53 foi evidenciado expresso e distribuido igualmente entre os grupos de adenomas
foliculares, hiperplasias nodulares e carcinomas papiliferos. Dos 66 casos de hiperplasias
nodulares, 11 (16.7%) mostraram positividade de p53. Dos 50 casos de adenomas
foliculares, 7 (14%) mostraram positividade de p53. Entre os 53 carcinomas papiliferos,
foi detectado p53 positivo em 9 (17%), seis deles eram carcinomas papiliferos cldssicos,
um caso de dois tumores da variante de células altas foi positivo e nenhum tumor da
variante folicular foi positivo. Os pacientes foram acompanhados por dez anos. A curva de
sobrevida mostrou que p53 foi um significante fator de progndstico na sobrevida dos

pacientes com carcinoma papilifero (Omar et al., 2004).

Nos nossos dados sdo similares, pois também encontramos expressao de p53
em alguns casos benignos (3 casos). A positividade foi maior entre o0s casos
histologicamente mais agressivos: 6 dos 7 (86%) casos de carcinomas papiliferos variante
de células altas, mostraram positividade em p53. No entanto, entre os 21 casos de
carcinomas papiliferos cldssicos 13 (61.9%) mostraram positividade para p53,
uma incidéncia relativamente elevada. Dos 3 casos de carcinoma anaplésico, 2 (66.7%)
foram positivos para pS3. Nos 16 casos de carcinoma folicular, 6 (37.5%) foram positivos
para p53. Mas provavelmente, em virtude do pequeno nimero de casos € do tempo de
seguimento relativamente pequeno, ndo encontramos significancia estatistica nesses

numeros, nem qualquer relagdo com a evolugdo dos pacientes.

Acredita-se que a glicoproteina transmembrana MUC1 deva modular a adesao
celular e, portanto, ser importante no processo de invasdo e de metastatizacdo a distancia
(Bieche et al. 1997; Magro et al. 2003; Wreesmann et al. 2002). Mais recentemente,
alguns estudos sugerem que a expressao do gene MUC1 no carcinoma papilifero de tiredide

¢ fator de mau prognéstico (Bieche et al. 1997; Magro et al. 2003; Wreesmann et al. 2004).
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A expressdao de MUCI1 tem sido relacionada com o desenvolvimento de uma
variedade de tumores. Em carcinoma pancredtico, os pacientes com positividade para
MUCI tiveram uma pior evolucdo comparada com pacientes com MUCI negativo
(Hinoda et al., 2003). Em pacientes com cancer de vesicula com estadiamento T1,
a expressao de MUCI foi significantemente menor do que em tumores avancados e a
expressao de MUCI1 foi relacionada com a progressdo do tumor (Ghosh et al., 2005).
No cancer da tiredide, encontramos apenas um estudo na literatura. Wreesmann et al., 2004
realizou imunoistoquimica para MUCI em 50 casos de carcinomas papiliferos cldssicos e
50 carcinomas papilifero variante de células altas. MUCI esteve presente em 97.5% dos
variantes de células altas comparadas com 35% de carcinomas papiliferos cldssicos

(Wreesman et al., 2004).

Dos 21 casos de carcinoma papilifero cldssico do presente trabalho, 16 (76,1%)
tiveram 100% de positividade para MUCI1. Entre os casos benignos, somente 2 (20%)
tiveram positividade para MUC1. Entre os 7 carcinomas papilifero variante de células altas,
6 (86 %) tiveram positividade para MUCI. 7 dos 16 casos de carcinoma folicular (43.7%)
foram positivos para MUC variando a porcentagem de células coradas. Dos 4 casos de
carcinoma medular, 3 (75%) foram positivos para MUCI1. Nos anaplésicos, 2 (66.7%) dos
3 casos foram positivos para MUCI. No entanto, ndo conseguimos estabelecer,
no relativamente pequeno numero de casos que examinamos, correlacdo estatistica da

expressdo de MUC com a agressividade tumoral ou com a evolucio dos pacientes.

NIS é um o6bvio marcador de progndstico ja que, embora ndo exclusivo das
células tireoidianas, o transportador de iodo caracteriza sua estrutura e é essencial para sua
funcdo. Além disso, a expressdo e adequado funcionamento de NIS sdo vitais para o
reconhecimento de células residuais apds a tireoidectomia e radioterapia, permitindo a
localizagdo de tecido residual e seu tratamento com iodo radioativo. Em trabalho anterior
de nosso grupo, em concordancia com varios outros trabalhos da literatura, mostramos que
a expressdo de NIS estava quantitativamente diminuida em tumores diferenciados da
tiredide (Ward et al., 2003a). Esta menor expressdo, sem divida responsdvel pela menor
captacdo dos ndédulos tumorais e seu cldssico aspecto “frio” a cintilografia, ao limitar a

conduta diagnéstica e terapéutica define o progndstico dos pacientes. Seguindo um grupo
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de pacientes com carcinoma papilifero por, pelo menos, dois anos, mostramos que uma
parte desses pacientes possuia estadiamento mais avancado e evoluia com recorréncia
precoce, nivel de Tg elevados indicando recidiva e metéstases a distincia. Em contraste,
outro grupo de doentes de estadio menos avangado evoluia livre de doenca. A quantificagao
de NIS no tumor primdrio permitiu distinguir nitidamente estes dois grupos com valores de
mRNA muito baixos ou quase indetectaveis no grupo de mé evolugdo, em contraste com

valores muito mais elevados no grupo de boa evolucdo, como representado na Figura 24.
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Figura 24- Comparacdo da quantificacdo da expressdo de mRNA por PCR em tempo real

em dois grupos: em verde boa evolugdo e em vermelho ma evolucao

Obviamente, a deteccao de NIS em tumor poderia ser um excelente marcador
de prognostico. No entanto, seria necessdario obter material pré-operatério para que a
defini¢do de agressividade pudesse anteceder a cirurgia, permitindo seu planejamento de
forma mais adequada. Existem vdrios trabalhos que mostram a factibilidade de quantificar

NIS por PCR em tempo real em material aspirado por agulha fina de tiredide
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(Plantin-Carrenard et al., 2005), o que pode ser feito sem maiores dificuldades ja que a
puncdo aspirativa por agulha fina é exame diagndstico rotineiro no nddulo da tiredide
(Wang, 2006). No entanto, seria mais interessante, do ponto de vista pratico, desenvolver
metodologia mais facil tecnicamente e de menor custo. A maior parte dos laboratérios de
patologia utiliza a imunoistoquimica, método bem padronizado para o estudo de tumores
humanos. Ora, o método pode ser adaptado ao estudo do aspirado por pun¢do por agulha
fina, o imunocitodiagnéstico. Um recente relato de Di Cristofaro et al. (2006) mostra que a
detec¢do de TPO, outro marcador de diferenciagdo celular tireoidiana, é possivel por
imunocitoquimica. Mais ainda, Di Cristofaro et al. (2006) mostram que existe uma
correlagdo muito boa entre a imunocitoquimica e a quantificagdo de TPO por PCR em
tempo real, sugerindo que o desenvolvimento da imunocitoquimica para NIS possa se
tornar uma importante arma de prognéstico. O primeiro passo para tanto,

€ o desenvolvimento de adequada técnica de imunoistoquimica.

Existem vdrios trabalhos contraditérios na literatura em relacdo a
imunoistoquimica para NIS. Saito et al. (1998) estudaram 12 casos de carcinomas
papiliferos e encontraram um aumento na expressao de NIS sendo 8 com forte positividade
e 4 com fraca positividade (Saito et al. 1998). Estes resultados foram confirmados por
Wapnir et al. (2003), que analisou um grande ndmero de tecidos por microarrays e
encontrou a expressao da proteina NIS em 75% das lesdes benignas da tiredide e em
73% dos canceres de tiredide (Wapnir et al. 2003). Dohén et al. (2001) estudando a proteina
NIS por imunoistoquimica em um grande nimero de carcinomas diferenciados de tiredide
encontraram superexpressdo de NIS em 70% dos casos investigados comparados com
tecidos normais (Dohan et al., 2001). Ja Caillou et al. (2006) estudaram 9 carcinomas
papiliferos e 5 carcinomas foliculares, encontrando pouca positividade para NIS em ambos
(Caillou et al., 2006). Os achados da super expressdo da proteina NIS em células com
cancer de tiredide sugerem que o mecanismo para a diminuicdo da captacdo de iodo e,
portanto, da atividade funcional da proteina, ndo € simplesmente relacionado a expressao
do gene NIS. Além disso, Tonacchera et al. (2002) mostraram que a proteina NIS esta
localizada principalmente no citoplasma de nédulos de adenomas ndo funcionantes da
tiredide, de modo que ndo conseguindo se localizar na membrana basolateral, a proteina

ndo consegue desempenhar suas func¢des normais (Tonacchera et al, 2002).
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Mais recentemente, o mesmo grupo de autores mostrou que, ao contrario dos adenomas
nao-funcionantes que apresentam elevados niveis de expressdo da proteina NIS em relacdo
ao tecido tireoidiano normal, ndédulos hiperplasicos tém baixa expressao de NIS e ela esta
sempre confinada a membrana basolateral (Tonacchera et al., 2004). Portanto, a proteina

poderia estar expressa mas sua localizagdo andmala impediria sua fungao.

Nos nossos dados s6 encontramos positividade em membrana para NIS em
dez dos 67 casos estudados. Entre os dez casos benignos encontramos NIS positivos em
dois (20%), um era adenoma folicular e um era tecido normal corando a membrana.
Dos 16 carcinomas foliculares estudados encontramos NIS positivo em 2 (12.5%) casos.
Encontramos 1 (14.3%) caso positivo para NIS entre os 7 carcinomas papilifero variante de
células altas e 1 (16,6%) caso positivo para NIS entre os 6 casos de carcinomas papilifero
variante folicular. Apenas quatro casos (19%) foram positivos para NIS entre os 21 casos
de carcinoma papilifero cldssico estudados. Embora esta pequena amostragem pequena
ainda ndo permita uma adequada interpretacdo destes resultados, eles, sem duvida,
ndo sao animadores para o uso de NIS como marcador imunoistoquimico de progndstico.
Evidentemente, a observacdo da localizacdo de proteina poderd ser interessante com maior

nimero de casos.
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Os dados mostraram que ndo houve correlacio entre os achados
imonoistoquimicos e a sobrevida ou progndstico dos pacientes com CDT. A proteina p53
foi detectada em 24/34 (70,6 %) CP; 6/16 (37,5 %) CF; mas também em 3/10 (30 %) dos
casos benignos. A proteina NIS foi detectada em 6/34 (17,6 %) CP; 2/16 (12,5 %) CF e em
2/10 (20 %) dos casos benignos. A proteina MUCI foi detectada em 25/34 (73,5 %) CP;
7/16 (43,7 %) CF e em 2/10 (20%) dos casos benignos. A avaliacdo da expressdao de NIS,
pS3 e MUCI em carcinomas diferenciados da tiredide ndo mostrou maior utilidade nos

casos estudados.

Uma parte dos portadores de CDT possui estadiamento mais avancado e
evolucao mais tormentosa. Confirmou-se o valor prognéstico do estadio, do tamanho
tumoral e da presenca de metdstases a distincia. No entanto, nossos dados sugerem que
uma observacdo mais longa da evolucdo dos pacientes assim como uma andlise de maior
nimero de pacientes poderd demonstrar correlacio entre a expressido destes marcadores de

desdiferenciagdo celular e a evolugao dos pacientes.
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