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RESUMO

Marcadores de malignidade, especialmente capazes de distinguir lesdes de
padrao folicular, que sejam de facil implantacdo na rotina do diagndstico de
nédulos tireoidianos, continuam sendo extremamente necessarios, dado o
crescente aumento de nédulos tireoidianos diagnosticados nos ultimos anos. A via
HGF/c-Met/STATS3 esta relacionada com desenvolvimento e progressao tumoral,
sendo que a expressao de c-Met, HGF e de STAT3 foram descritas em grande
parte dos carcinomas papiliferos de tireoide (CPT), mas ndo em tecido tireoidiano
normal, sugerindo sua relacdo com o desenvolvimento e progressdo do CPT. Para
avaliar a utilidade da expressao proteica de c-Met, HGF, STATS3, e de sua proteina
fosforilada (pSTAT3) no diagndstico e no prognéstico de pacientes com nédulos
tireoidianos, analisamos 356 tecidos tireoidianos, sendo 153 carcinomas
papiliferos (CPT), dos quais 95 eram classicos (CPC), 47 carcinomas papiliferos
variante folicular (CPVF), e 11 carcinomas papiliferos de células altas (CPCA); 34
carcinomas foliculares (CFT), 34 adenomas foliculares (AF), 124 bécios e 11
tecidos normais. Todos os pacientes foram tratados e acompanhados de acordo
com um mesmo protocolo padrdo por 1-10 anos (Mo=5 anos). Areas
representativas do tecido foram selecionadas para a constru¢cado de uma lamina de
tissue microarray (TMA) que foi submetida a técnica de imunoistoquimica e
analisada pelo score de Allred. A expressao citoplasmatica de c-Met foi capaz de
diferenciar nodulos malignos de benignos (p<0,0001, sensibilidade 86%,
especificidade 76%, VPP 77%, VPN 86%); CPT de CF (p=0,0003, sensibilidade
96%, especificidade 31%, VPP 87%, VPN 63%); variante folicular de CPT de CF
(p=0,0232 sensibilidade 93%, especificidade 31%, VPP 66%, VPN 77%); assim
como variante folicular de CPT de AF (p=0,0003, sensibilidade 93%,
especificidade 50%, VPP 68%, VPN 87%). Além disso, a expressao de c-Met se
correlacionou com tireoidite (p<0,0001) e multifocalidade (p=0,0028), mas nao
com presenca de capsula, invasdo, tamanho do tumor, estadiamento TNM, e
presenca de metdstase no diagndstico e na evolugdo. A expressao nuclear de
STAT3 diferenciou os nédulos benignos dos malignos (p<0,0001, sensibilidade
83%, especificidade 74%, VPP 75%, VPN 83%); CF de AF (p=0,0457,
sensibilidade 80%, especificidade 52%, VPP 65%, VPN 71%); bécios de CPT
variante folicular (p<0,001, sensibilidade 89%, especificidade 65%, VPP 91%, VPN
60%); bécio de CF (p<0,0001, sensibilidade 89%, especificidade 80%, VPP 95%,
VPN 60%); bocio de AF (p=0,0005, sensibilidade 89%, especificidade 80%, VPP
95%, VPN 60%). Além disso, a expressao de STAT3 se correlacionou com
tireoidite (p=0,0095) e multifocalidade (p<0,0001), mas ndo com presenca de
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capsula, invasdo, tamanho do tumor, estadiamento TNM, e presenca de
metastase no diagnostico e na evolucdo. A expressao de pSTAT3 e HGF nao
auxiliou no diagnéstico dos nédulos, e tampouco se correlacionou com
caracteristicas de agressividade dos tumores. Conclui-se que as proteinas c-Met e
STAT3 podem ser consideradas marcadores clinicos Uuteis na rotina de
laboratoérios, uma vez que foram capazes de diferenciar os ndédulos malignos dos
benignos, alguns tipos histol6gicos dos nédulos, além de se correlacionarem com
fatores de agressividade dos tumores.

Palavras-chave: cancer de tireoide, marcadores moleculares, c-Met, STAT3
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ABSTRACT

Malignancy markers, especially the ones that are capable of distinguishing
follicular lesions and with easy deployment in the routine diagnosis of thyroid
nodules are much needed, given the increasing number of thyroid nodules in
recent years. The HGF/c-Met/STAT3 pathway is related to the development and
progression of many types of cancers, and c-Met, HGF and STAT3 expression
were described in most papillary thyroid carcinomas (PTC), but not in normal
thyroid tissue, suggesting it is related with the development and progression of
PTC. To evaluate the usefulness of c-Met, HGF, STAT3, and its phosphorylated
form (pSTATS3) protein expression in the diagnosis and prognosis of patients with
thyroid nodules, we analyzed 356 thyroid tissues, including 153 papillary
carcinomas (PTC), 95 classical type, 47 follicular variants of papillary carcinoma,
and 11 tall cells carcinomas; 34 follicular carcinomas (FC), 34 follicular adenomas
(FA), 124 goiters and 11 normal tissues. All patients were treated and monitored
according to the same standard protocol for 1-10 years (Mo = 5 years).
Representative tissue areas were selected for the construction of a tissue
microarray (TMA) which was subjected to immunohistochemistry and analyzed by
the Allred score. The cytoplasmic expression of c-Met was able to differentiate
malignant from benign nodules (p <0.0001, sensitivity 86%, specificity 76%, PPV
77%, 86% NPV); PTC from FCT (p = 0.0003, sensitivity 96%, specificity 31%, PPV
87%, 63% NPV); follicular variant of PTC from FCT (p = 0.0232 sensitivity 93%,
specificity 31%, PPV 66%, NPV 77%); as well as follicular variant of CPT from FA
(p = 0.0003, sensitivity 93%, specificity 50%, PPV 68%, 87% NPV). Furthermore,
c-Met expression was correlated to the presence of thyroiditis (p<0.0001) and
multifocality (p=0.0028), but not with the presence of capsule, invasion, tumour
size, TNM staging, and metastasis at diagnosis or evolution of the disease. The
nuclear expression of STAT3 differentiated benign from malignant nodules (p
<0.0001, sensitivity 83%, specificity 74%, PPV 75%, NPV 83%); FCT from FA (p =
0.0457, sensitivity 80%, specificity 52%, PPV 65%, NPV 71%); goiter follicular
variant of PTC (p <0.001, sensitivity 89%, specificity 65%, PPV 91%, 60% NPV);
goiter from FCT (p <0.0001, sensitivity 89%, specificity 80%, PPV 95%, NPV 60%);
goiter from FA (p = 0.0005, sensitivity 89%, specificity 80%, PPV 95%, NPV 60%).
In addition, STAT3 expression was associated with thyroiditis (p=0.0095) and
multifocality (p<0.0001), but not with the presence of capsule, invasion, tumour
size, TNM staging, and metastasis at diagnosis or evolution of the disease. The
expression of pSTAT3 and HGF did not help the diagnostic of nodules and was not
correlated with any tumour characteristic of aggressiveness. We concluded that c-
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Met and STATS3 could be useful as molecular markers in laboratory routine, helping
to differentiate malignant from benign nodules, and some histological types of
nodules, and was also associated with some tumour characteristics of
aggressiveness.

Keywords: thyroid cancer, molecular markers, c-Met, STAT3
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1. INTRODUCAO




Nodulos na glandula tireoide sdo extremamente comuns, ocorrendo em
cerca de 50% da populacdo com mais de 50 anos de idade (1). Estes nédulos sao
detectados através de um exame fisico, ou, mais frequentemente, por exames de
imagem da regidao do pescogo (2). Embora sejam comuns, a grande maioria dos
nédulos detectaveis é de ndodulos benignos, e apenas 5% destes nodulos é
cancer, sendo que os homens e pacientes com idade mais avangada sdo os que
apresentam maior risco (3, 4).

Por outro lado, estimativas da Sociedade Americana de Céancer para o ano
de 2013 mostraram que o cancer de tireoide (CT) foi o 5° tipo mais frequente de
cancer entre as mulheres (5). Estes dados também foram validos para o Brasil no
mesmo periodo, no qual o cancer de tireoide ocupou o 4° tipo de cancer mais

frequente na populacao feminina (6).

Para o ano de 2014, o Instituto Nacional de Cancer (INCA) estima que
teremos cerca de 580 mil casos novos de cancer. Para este ano espera-se 1150
casos novos deste cancer para o sexo masculino, sendo o décimo terceiro mais
frequente nos homens na regido Sul e Nordeste, e nas regides Centro-Oeste,
Norte e Sudeste, o décimo quarto. Para o sexo feminino estima-se 8050 novos
casos, sendo o quinto colocado na classificagdo nacional, na Regido Sul o quarto,
na regido Sudeste o sexto, e na regidao Centro-Oeste ocuparé o nono lugar (7).



Localzagao priméria  casos % Localizacdo primaria £asos %

Pristatz  G3800 228%  Homens Milheres  Mama Feminina 57170 20.8%

Traqueia, Branguio & Pulmin 16.400 54% Cilan & Reto 17.530 64%
Cdlon & Reto 15.070 50% . Calo do (tero 15.500 5%
Estimago 12.870 4.3% Traqueia, Brinquio e Pulmao  10.930 4.0%
Cavidade Ol 11280 37% m YT
Esdfago B8.010 2,6% ' Estbmago 7.520 2.7%
Laringe 6.870 23% Corpa do Utero 5.900 2.2%
Bexiga £.750 2.2% Ovinio 5,680 21%
Leucemias 5.050 1,7% Linioma ndo Hodgkin 4 850 18%
Sistema Nervoso Central 4,560 1,6% Leucemias 4320 1,6%

*Nimeros amedondados para 10 ou malipkos de 10,
Figura 1: Distribuicdo dos dez tipos de cancer mais incidentes estimados para 2014 por
sexo, exceto pele ndo melanoma. Modificado de INCA, 2014 (7).

O CT apresenta diferentes tipos histoldégicos. A maioria dos carcinomas é
do tipo papilifero (CPT), seguida dos carcinomas foliculares (CFT). Estes dois
tipos sdo derivados das células foliculares e sdo agrupados como carcinomas
diferenciados da tireoide (CDT). Os demais tipos sdo considerados mais raros e
agressivos, sendo que os Indiferenciados representam aproximadamente 1% dos
carcinomas tireoidianos, enquanto que os medulares, que sao derivados das
células parafoliculares, produtoras de calcitonina, representam apenas 3% dos
carcinomas tireoidianos (8).

Os CPT representam aproximadamente 85% das malignidades epiteliais da
glandula tireoide, sendo caracterizado pela presenca de papilas e também por
diferengcas no nucleo das células (membrana nuclear com irregularidades,
basofilia, perda da polarizacdo basal do nucleo), embora algumas variantes nao
apresentem essas areas, sao totalmente de padrao folicular, sendo classificadas
como variante folicular. Além disso, os CPT apresentam a propenséo de invadir
espacos linfaticos, causando lesées no restante da glandula, e até mesmo levando
a metastase nos linfonodos (9). As variantes foliculares do CPT apresentam
irregularidades na forma dos foliculos, que sdo mais largos, e hipereosinéfilos na

periferia (10). Ja os CFT sdo menos comuns e acometem aproximadamente 5%
3



das malignidades tireoidianas nas mais diversas regides do mundo, sendo mais
agressivo do que o CPT (11). Os carcinomas foliculares diferem dos adenomas
foliculares por conta da presenca de invasao, ja que ambas sao proliferacoes
epiteliais foliculares e encapsuladas, com citologia e arquitetura celular uniforme,

que diferem totalmente do parénquima celular. (10).

Dos pacientes que apresentam CPT, entre 20 — 90% apresentam
metastase linfonodal no momento do diagnéstico, ndo dependendo somente do
estagio em que o tumor se encontra, mas também do tamanho do tumor, invasédo
extracapsular e multifocalidade. (12). J& em relacdo as metastases no momento
do diagndstico, apenas aproximadamente 2% dos CPT apresentam metastases
em locais que nao sejam prdéximos ao pescoco, 0 que € indicativo de uma

evolucao ruim (13).

Para verificar se um nédulo é maligno ou ndo, cada vez mais pessoas sao
submetidas ao exame citoldégico por meio da puncgédo aspirativa por agulha fina
(PAAF), procedimento que ndo deixa de ser invasivo e é oneroso para o sistema
de saude (2, 14-17).

A citologia obtida através da PAAF é um exame de boa acuracia
diagnostica, sendo recomendada por todos os consensos (2, 18), mas,
infelizmente, apresenta limitagées, ja que 20 a 30% dos ndédulos nao podem ser
classificados de maneira confiavel em benigno ou maligno, sendo chamados de
lesdo folicular de significado indeterminado/atipia de significado indeterminado;
neoplasia folicular/ suspeito de neoplasia; ou suspeito de malignidade pela
classificacdo de Bethesda (2, 15).

Um dos mais graves problemas é o fato da PAAF nao ser capaz de
diferenciar as células dos adenomas foliculares (AF), dos carcinomas foliculares

(CFT), e também dos carcinomas papiliferos variante folicular (CPVF) (9).



A classificacdo das lesbes de padrao folicular € uma das areas mais
controversas da anatomia patoldgica, ja4 que essas lesdes sao muito parecidas
umas com as outras, e apenas pequenos detalhes distinguem umas das outras,
gerando duvidas de consenso entre os patologistas mais especializados da area
(10).

Nestes nédulos em que a PAAF ndo nos da um diagnéstico seguro, ja que
nao consegue diferenciar as lesées malignas das benignas, a grande maioria dos
pacientes € operada para retirada cirargica da glandula tireoide para confirmacéo
do diagndstico histopatoldgico (19), porém aproximadamente 75% dos casos
operados sao de nédulos benignos (20, 21), o que gera um gasto desnecessario
para nosso sistema de saude.

Nos pacientes em que a citologia obtida pela PAAF é considerada suspeita,
muitos clinicos ficam em duvida sobre qual a melhor conduta clinica eles devem
tomar, se devem repetir a PAAF, ou fazer uma tireoidectomia diagnéstica, ou se
devem apenas acompanhar o paciente para ver sua evolugéo. (15).

Assim, novas armas diagnésticas que impecam essas cirurgias
desnecessarias sdao de extrema importancia, e podem ser baseadas em

marcadores moleculares para o cancer de tireoide (22).

O avanco nas pesquisas por esses marcadores moleculares vem
possibilitando a introducao de novas ferramentas diagnésticas. Desde o ano de
2009, os guias da Associacdo Americana de Tireoide (ATA) recomendam fazer
uma analise molecular nos casos em que a citologia é considerada indeterminada,
mesmo sabendo que o considerado padrao ouro do diagnédstico das malignidades
tireoidianas ainda é a histologia (23).

Diversas sédo as vias que vem sendo descritas como associadas com o
desenvolvimento e progressdao do CDT. Mutagbes nos genes controladores do
ciclo celular, proliferacao e apoptose sao cruciais para a oncogénese tireoidiana.

5



Podemos destacar as mutagdes pontuais no gene BRAF e Ras, que sao
consideradas como eventos iniciais na tumorigénese tireoidiana (23). Sabemos
gue a maioria dos carcinomas papiliferos (CPT) apresentam mutacées em genes
codificadores de moléculas sinalizadoras da via MAPK (mitogen-activated protein
kinase), além da hiperexpressao de genes como GALS3L (galectina-3), FN1
(fibronectina-1), KRT19 (keratina-19) e MET (gene da proteina c-Met) estarem
relacionadas com o carcinoma papilifero (24, 25).

A via HGF/c-Met/STAT3 €é muito estudada por estar relacionada com o
desenvolvimento e progressao tumoral de diversos tipos de cancer, inclusive o de
tireoide. Esta via € uma das responsaveis pelo controle da proliferacao celular,
adesao, mobilidade, invasdao e também da sobrevivéncia celular (26). O proto-
oncogene Met estd localizado no cromossomo 7, no I6cus 7931, e controla
diversas vias de sinalizagao durante a embriogénese e cicatrizagdo de feridas pela
sua ligagdo com o fator de crescimento do hepatécito (HGF) (27). c-Met é um
receptor transmembrana tirosina quinase que é ativado no momento de sua
ligacdo com um fator de crescimento, ou uma citocina, como por exemplo, o HGF.
c-Met libera entdo sinais downstream para as vias de sinalizacao que estédo
implicadas na invasdo e migragdo das células cancerigenas. STAT3 (sinal
transdutor e ativador de transcricao 3), por sua vez, esta no citoplasma, é ativada,
dimeriza e transloca até o nucleo, onde ativa e controla a transcricao de genes
alvos especificos envolvidos no processo de carcinogénese (26). A figura 2

resume a via HGF/c-Met e mostra a sua relacao com a via da MAPK.
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Figura 2. Representagdo esquematica da via HGF/c-Met/STAT3 e sua relagdo coma via

da MAPK.

c-Met € uma glicoproteina transmembrana composta de uma unidade
extracelular (subunidade a) e uma transmembrana (subunidade () ligadas por
pontes dissulfeto, no qual o dominio citoplasmatico da subunidade  possui uma

atividade tirosina quinase dependente de ligacéo para que seja ativada (28).

Tanto HGF quanto c-Met sdo produzidas no comeco da embriogénese, e
sdo expressas na endoderme e mesoderme, porém a expressao de HGF fica
limitada as células mesenquimais, enquanto que c-Met é recrutada na ectoderme.
A interacdo destas duas proteinas contribui para o desenvolvimento de varios

orgaos, incluindo a glandula tireoide (29). Ambas s&o recrutadas a qualquer
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momento pelo nosso organismo, independente do estagio de desenvolvimento,
podendo até mesmo ser recrutadas para o desenvolvimento de células
cancerigenas (30), o que pode ser comprovado no carcinoma hepatocelular, no
qual a expressao de c-Met é aumentada no periodo de transformacgédo das células

normais do figado para células cancerigenas (31).

Durante a reparacao do tecido e invasao do cancer, c-Met desempenha um
papel importante na diferenciacdo das células malignas. Esta proteina também
esta relacionada com invasédo e migracao destas células (32, 33). A ativagao de c-
Met faz com que as células se espalhem, uma vez que elas perdem sua ligacao
com células préximas, e também com a matriz na qual estavam ligadas, invadem
tecidos préximos, e proliferam. Por esse motivo, esta proteina esta relacionada
com a progressao da doenca, proliferacdo tumoral, e também pode ser uma das

responsaveis pela formagéao de metastases (34, 35).

A expressdo de c-Met é demonstrada em diversos tumores epiteliais,
incluindo o CPT, e apresenta coloracdao em todo o tumor, frequentemente mais
intensa na periferia do nodulo, onde as células cancerigenas infiltram o tecido
(36). Essa proteina nao esta presente nos foliculos tireoidianos normais, mas pode
aparecer nos bécios, adenomas foliculares e tireoidite de Hashimoto, sugerindo
gue a expressao desta proteina seja regulada nas células tireoidianas normais e
desregulada no CPT (37), indicando que a expressao de c-Met é frequente e é um
dos primeiros eventos a acontecer na tumorigénese tireoidiana (38).

Entre as lesdes tireoidianas, c-Met e HGF sédo expressas frequentemente
nos CPT, e raramente expressas em CFT e carcinomas anaplasicos, podendo ou

nao se expressar em lesdes benignas (39).

A ligacdo de c-Met com seu ligante especifico, HGF, induz a ativacao do
dominio tirosina quinase de c-Met e a autofosforilacdo deste receptor (40). Essa
autofosforilagdo gera sitios de ligacao para diversas moléculas que contenham

grupos SH2. Essas moléculas agem como transdutores intracelulares pela
8



ativacao e recrutamento de diversos efetores, como por exemplo: GRB2, STATS3,
entre outros (41).

O fator de crescimento do hepatdcito (HGF) apresenta efeitos pleiotrdpicos
em diversos processos bioldgicos (30). Este fator de crescimento € sintetizado e
secretado como pré-HGF, um precursor desta proteina que é convertida em uma
molécula heterodimérica quando ativada (42). HGF é produzido por fibroblastos e
por outras células do estroma, sendo encontrado no soro e acumulado na matriz

extracelular e na base das membranas préximas as glicosaminoglicanas (43).

Concentracdes elevadas de HGF circulante estdo associadas com menor
sobrevivéncia e desenvolvimento de metastase a distancia, além de estarem
correlacionadas com o tamanho do tumor, acometimento dos linfonodos e
evidéncia de invasao venosa, sugerindo a participacao deste fator de crescimento
durante a migragao do cancer e também desenvolvimento de metastase (44).

O efeito mitogénico de HGF € o mais expressivo dentre todos os fatores de
crescimento, simplesmente pelo fato de HGF afetar diretamente a proliferacao das
células epiteliais. Nas células foliculares, e também nas células C da glandula
tireoide, HGF é um potencial mitégeno, pois apresenta efeitos proliferativos e

desdiferenciadores principalmente na fase de crescimento rapido do tumor (45).

As interacbes entre as células do tumor e o estroma apresentam um papel
importante no crescimento e invasao, sendo que HGF é um fator crucial presente
nessa interagdo. Por esse motivo, é interessante a inibicdo da ligagdo de HGF

com c-Met para impedir a progressao tumoral (46).

Nos CPT, quando c-Met esta ativada, HGF é produzida localmente pelos
fibroblastos presentes no estroma tumoral, sendo um potente fator mitogénico e
de sobrevivéncia. Embora HGF tenha diferentes fungcbes e estas sejam
dependentes de c-Met, a principal funcdo de HGF ¢é a ramificacdo da

morfogénese, mas esta ndo estimula a migracao celular ou invasao. Isto ocorre
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apenas quando c-Met estd pouco expressa, e temos um efeito menor da
ramificacao, porém este é suficiente para que ocorra a migracao celular e invasao
(47).

Os sinais transdutores e ativadores de transcricao (STATs) sao uma familia
de sete membros que codificam proteinas citoplasmaticas, e estas estdo
envolvidas em uma série de processos celulares (48). Dentre as funcdes celulares
que elas desempenham, temos: proliferacdo celular, crescimento, apoptose,
sobrevivéncia, angiogénese e metastase (49, 50). Quando ativados, dimeros de
STATSs translocam até o nucleo, ligam-se a determinadas sequéncias no DNA, e
modulam a expressao de genes alvos (50-52).

Dentro desta familia, podemos destacar a proteina STATS3, que apresenta
como principal funcao a transmissao de sinais do citoplasma para o nucleo (53).
Além disso, ela esta expressa nos mais diversos tipos de canceres (54, 55). Nas
células cancerigenas, a ativacdo de STAT3 aumenta a expressao de
determinados genes que, consequentemente, aumentam a proliferacdo celular,
sobrevivéncia, angiogénese e o sistema imune de evasao, além de suprimir a

producao de determinadas citocinas pro inflamatérias (54).

STATS estd expressa ou ativada na maioria dos canceres, mas isto nao
implica que seja decorrente de mutagdes no gene STATS3, ja que as mutagdes
somaticas nesse gene sao extremamente raras (<1%) (56). A desregulagédo de
diversas vias das quais STAT3 participa faz com que a sinalizacdo de STAT3 nao
seja a encontradas nas células normais, levando a proliferacdo de células
tumorais, a sobrevivéncia, a mobilidade, invasdo e angiogénese. Além disso, a
ativacao do STATS3 esta associada a resisténcia a terapias especificas, e também,
diminuicdo da sobrevida do paciente (57, 58).

Em relagdo ao processo de angiogénese do tumor, alguns autores relatam
a necessidade da infiltragdo de células B no microambiente tumoral, para que a

proteina STAT3 participe ativamente da troca de informagdes entre as células do
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tumor, as células endoteliais e também as células mieloides, promovendo assim

este processo (59).

STATS é expressa em CPT, o que nos sugere que esta proteina a ativada
por fatores paracrinos (citocinas e fatores de crescimento), que sdo produzidos
pelo estroma das células, e podem estar mediando a ativagdo de STAT3 nas
células cancerigenas (60). Além disso, estudos feitos em modelos pré-clinicos
demonstram que STAT3 € um supressor do crescimento tumoral, embora ainda
precise se determinar em quais tipos histolégicos isso acontece, e em qual estagio
do desenvolvimento do cancer (61).

Sua expressao proteica € descrita em diversos estudos com cancer, e esta
presente em nddulos malignos e relacionada com a presengca de metastases,
especialmente nos linfonodos (62). No cancer de tireoide, estudos demonstram
que STATS3 pode ser utilizado como um possivel marcador de malignidade, ja que
em amostras de tecidos normais da tiroide, a coloracdo foi nula ou fraca, porém
em CPT, aproximadamente 98% dos casos apresentaram a expressao da proteina
STAT3. No CDT a expressao desta proteina ndo esta relacionada com a presenca
de metastase (62, 63).

A fosforilagdo de STAT3 no dominio tirosina 705 (Y705) (pSTATS3) é critica
para a ativagdo de STATS3. Varias séo as proteinas tirosina quinase que fosforilam
diretamente STAT3 no Y705, como os receptores de citocinas e chemoquinas, e
seus co-ativadores (64).

A proteina STATS fosforilada (pSTAT3), que é a considerada ativa, tem sua
expressao relacionada com sobrevivéncia, desenvolvimento de tumores menores
(65) e menos agressivos em diversos tipos de tumores sélidos como mama,
cabeca e pescoco, e pulmdo (66). No CT, esta expressao € encontrada nos
adenomas, e também nos CPT, e pode ainda estar relacionada com a presenca
de metastase 6ssea e pulmonar (61).
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2. OBJETIVOS
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2.1. Objetivo Geral

Verificar a expressao das proteinas c-Met, HGF, STAT3 e pSTAT3 em
tumores de tiroide.

2.1.1. Objetivos Especificos

a. Verificar se a expressdao das proteinas c-Met, HGF, STAT3 e pSTATS é

diferente em ndédulos malignos e benignos.

- Se for diferente, determinar se esta expressao pode auxiliar na deteccéo e

caracterizacao dos diferentes tipos histolégicos de nodulos tireoidianos

b. Verificar se a expressdao das proteinas c-Met, HGF, STAT3 e pSTAT3 tém

relacdo com a evolugéo dos pacientes.

c. Verificar se a estas proteinas podem ser indicadoras de caracteristicas de
agressividade dos pacientes com cancer diferenciado de tiroide,
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3. CASUISTICA E METODOS
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3.1. Casuistica

Este estudo € do tipo retrospectivo, e foram utilizados 356 tecidos
tireoidianos, sendo 153 carcinomas papiliferos (CPT), dos quais 95 eram classicos
(CPC), 47 carcinomas papiliferos variante folicular (CPVF), e 11 carcinomas
papiliferos de células altas (CPCA); 34 carcinomas foliculares (CFT), 34
adenomas foliculares (AF), 124 bécios e 11 tecidos normais. Os tecidos malignos
foram provenientes tanto do Hospital de Clinicas (HC) da UNICAMP (40 casos)
quanto do A.C.Camargo Cancer Center (147 casos). Ja os tecidos dos nodulos
que ndo eram malignos (bécios, adenomas e tecidos tireoidianos normais) foram

provenientes apenas do A.C.Camargo Cancer Center (169 casos).

Todos os pacientes participantes deste estudo apresentaram nédulos
tireoidianos, e seguiram um protocolo padrdao da instituicdo, que inclui
tireoidectomia e exploracdo cervical para detectar a existéncia de linfonodos
acometidos pela doenca. Através dessa andlise, 68 pacientes apresentaram

linfonodos acometidos no momento da cirurgia.

Nos prontuarios de cada um dos pacientes foram coletados dados de
identificacao como idade de diagndstico, sexo (278 mulheres e 51 homens), etnia
(152 brancos e 24 nao brancos), dados clinicos, pré-cirurgicos, dieta, tabagismo
(35 fumantes), uso de medicamentos e drogas, exames realizados como

ultrassom, pesquisa de corpo inteiro com iodo''

, biopsia aspirativa, dados
referentes a cirurgia e do exame anatomopatoldgico, tais como medida do tumor
(85 com nddulos < 2 cm, 77 com nddulos entre 2 e 4 cm, 54 com nddulos >4 cm),
tipo histolégico como descrito acima, multifocalidade (122 pacientes apresentaram
mais de um nodulo), se o nédulo era ou ndo capsulado (43 nédulos capsulados),
invasao (presente em 91 casos), tireoidite (presente em 72 nédulos), e metastase
na evolucao da doenca (44 pacientes apresentaram metastase). A média de idade
dos pacientes foi de 46,3 = 15,05 anos, e a média do tempo de seguimento foi de

aproximadamente 5 anos e meio (66,07 + 56,9 meses).
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3.2. Métodos
3.2.1. Construcao da lamina de Tissue Microarray

Os tecidos de cada um dos pacientes foram fixados em formalina assim que
as pecas cirurgicas foram retiradas, e incluidos em parafina, para que laminas de
secao fossem cortadas e o diagnéstico confirmado. A fim de construir uma lamina
de Tissue Microarray (TMA), um patologista analisou cada uma das laminas de
secdao, e selecionou a area mais representativa de cada um dos tecidos. Uma vez
selecionada a lamina, e a sua area, os respectivos blocos tiveram esta area
marcada. As laminas de TMA foram construidas, sempre em duplicata ou triplicata
(quando possivel), por um técnico no Departamento de Anatomia Patoldgica do
A.C.Camargo Cancer Center, utilizando o equipamento Manual Tissue Arrayer
(Beecher Instruments Microarray Technology, Silver Spring, CA, USA). Uma vez
montadas, elas receberam um banho de parafina e foram colocadas em estufa a
110°C durante uma hora para fixacao das secgdes nas laminas. Passado esse

tempo, foram armazenadas em freezer — 20°C até o momento do uso.
3.2.2. Imunoistoquimica (Reacao da Imunoperoxidase)

As imunoistoquimicas foram realizadas no Laboratério de Investigacao em
Patologia (LIP) da UNICAMP. Para analisar a expressao proteica de c-Met, HGF,
STAT3 e pSTAT3 os cortes foram desparafinados em banho de xilol & 110°C.
Logo apds este processo, as laminas foram hidratadas em alcool etilico em
concentracdes decrescentes. A atividade da peroxidase endégena foi bloqueada
com agua oxigenada (10 volumes), seguidas de lavagem em PBS (solucao salina
tamponada com fosfato pH 7,4 a 7,6). Para a recuperacdo antigénica utilizamos
panela a vapor T-fallR (Franca), com o objetivo de desmascarar antigenos. A
recuperagcao antigénica foi feita com tampao especifico para cada um dos
anticorpos utilizados, sendo citrato ou EDTA conforme as especificagbes do
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fabricante. Apés esta etapa, os cortes foram incubados em cédmara umida com
anticorpo primario especifico para cada uma das proteinas a 4°C, durante a noite.
No dia seguinte, as laminas foram lavadas em PBS e incubadas com DAKO
ADVANCE™ HRP - polimero de alta sensibilidade. A revelacdo foi feita com
substrato cromogeno DAB (3-3’-diaminobenzidine tetrahydrochloride, SIGMA, St.
Louis — USA, codigo D5637). As laminas foram, entdo, contra coradas com
hematoxilina de Mayer. Os cortes foram desidratados em banhos de alcool etilico
em concentracées crescentes, banhos de xilol e a seguir, as laminas foram
montadas com laminulas e resina Entellan (Merck 1079610100). Para atestar a
positividade da reagdo imunoistoquimica, utilizamos controles sabidamente
positivos indicados na bula de cada um dos anticorpos. Para c-Met, utilizamos
como controle positivo tecido de cancer de mama, e a diluicdo escolhida foi de
1/50. Para STATS3, o controle positivo foi tecido tumoral de cérebro, na diluicao de
1/1600. Para pSTATS3, o controle positivo foi tecido de adenocarcinoma de célon,
na diluicdo de 1/250. Para HGF, o controle positivo foi tecido renal normal, na
diluicao de 1/100.

Para analise visual dos resultados de imunoistoquimica utilizamos o score
de Allred, que considera a proporcéao e a intensidade. O score da proporcao vai de
0 a 5, sendo 0 quando ndao ha nenhuma célula corada, 1, 1/100 das células
coradas, 2, 1/10 das células coradas, 3, 1/3 das células coradas, 4, 2/3 das células
coradas e 5, todas as células coradas. A intensidade da coloragao foi graduada
em categorias: sem expressao (0) e positiva: fraca (1), moderada (2) e forte (3).
Uma vez analisadas a proporgéo e a intensidade, somamos essas duas variaveis
e temos um resultado que varia de 0 a 8, no qual: tecidos com score entre 0 e 2
foram considerados negativos, e de 3 a 8, considerados positivos, como ilustra a
figura 3 (67, 68).
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Figura 3: Repr\ésentagéo esquematica do Score de Allred. Adaptado de Choﬁdhury KR et

al.l, 2010 (68).
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Figura 4: Expressao de c-Met nos nddulos tireoidianos. (A1) expressdao em carcinoma papilifero (aumento de 100x); (A2) expressao
em carcinoma papilifero (aumento de 400x); (B1) expressdo em carcinoma papilifero (aumento de 100x); (B2) expressdao em
carcinoma papilifero (aumento de 400x); (C1) sem expressdo em bdcio coldide (aumento de 100x); (C2) sem expressdo em bécio
coléide (aumento de 400x), (D1) expressdo em adenoma folicular (aumento de 100x); (D2) expressdo em adenoma folicular
(aumento de 400x).
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Figura 5: Expressdao de STAT3 nos nodulos tireoidianos. (A1) expressao citoplasmatica e sem expressao nuclear em carcinoma
papilifero (aumento de 100x); (A2) expresséo citoplasmatica e sem expressao nuclear em carcinoma papilifero (aumento de 400x);
(B1) expressao citoplasmatica e nuclear em carcinoma papilifero (aumento de 100x); (B2) expressao citoplasmatica e nuclear em
carcinoma papilifero (aumento de 400x); (C1) sem expressdo em bdécio coléide (aumento de 100x); (C2) sem expressdo em bdcio
coléide (aumento de 400x), (D1) expressao citoplasmatica e nuclear em bdcio coldide (aumento de 100x); (D2) expressao
citoplasmatica e nuclear em bdcio coléide (aumento de 400x); (E1) expressao citoplasmatica e nuclear em adenoma folicular
(aumento de 100x); (E2) expressao citoplasmatica e nuclear em adenoma folicular (aumento de 400x).
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Figura 6: Expressao de pSTAT3 nos nodulos tireoidianos. (A1) expressao nuclear em carcinoma papilifero (aumento de 100x); (A2)
expressao nuclear em carcinoma papilifero (aumento de 400x); (B1) expressédo nuclear em bdcio coldide (aumento de 100x); (B2)
expressao nuclear em bécio coldide (aumento de 400x); (C1) expressao nuclear em adenoma folicular (aumento de 100x); (C2)

expressao nuclear em bécio coldide (aumento de 400x).
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Figura 7: Expressao de HGF nos nédulos tireoidianos. (A1) expressdao em carcinoma papilifero (aumento de 100x); (A2) expressao
em carcinoma papilifero (aumento de 400x); (B1) expressdo em carcinoma papilifero (aumento de 100x); (B2) expressdo em
carcinoma papilifero (aumento de 400x); (C1) expressdao em bdcio coldide (aumento de 100x); (C2) expressdo em bécio colbdide
(aumento de 400x), (D1) expressdo em adenoma folicular (aumento de 100x); (D2) expressdo em adenoma folicular (aumento de
400x).
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3.2.3. Analise Estatistica

Para analise estatistica utilizou-se o programa computacional SAS System
for Windows (Statistical Analysis System, verséo 9.3, SAS Institute Inc, 2002-2008,
Cary, NC, USA). Foi realizada analise exploratdria de dados através de medidas
resumo (frequéncia) dos dados categoricos e estatisticas descritivas dos dados
quantitativos. Para analise da relacao entre a expressao das proteinas e 0s casos
de céancer foi utilizada a analise de regressao logistica univariada. Para a
comparacao entre os fatores de risco e os casos de cancer foram utilizados o teste
Qui-quadrado para as variaveis categoricas e o teste de Kruskal-Wallis para as
variaveis quantitativas. Para a comparacdo entre os dados dos tumores e a
expressao das proteinas foi utilizado o teste Qui-quadrado e, quando necessario,
o teste exato de Fisher.

O nivel de significancia adotado para este estudo foi de 5%.
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4. RESULTADOS
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N&o houve diferenca entre os grupos maligno e benigno em relagdo a sexo,

etnia e tabagismo, como ilustra a tabelat.

Tabela 1: Comparacéo entre caracteristicas de sexo, idade e etnia dos grupos

Benigno e Maligno.

Anatomo . .
. Sexo Etnia Tabagismo
Patolégico
Feminino Masculino N&o branco | Nao fuma Fuma
Branco (%)
(%) (%) (%) (%) (%)

Benigno 471 39,2 46,1 33,3 46,7 34,3

Maligno 52,9 60,8 59,9 66,7 53,3 65,7
Valor de p 0,2976 0,2437 0,1913

Entretanto quando esta comparacao foi feita em relacao as médias de idade

ao diagnéstico, encontramos que a média dos pacientes com cancer papilifero foi

inferior aos pacientes com céancer folicular, e também nd6dulos benignos

(p<0,0001), como mostra a tabela 2.

Tabela 2: Comparativo entre as médias de idade ao diagnédstico em ndédulos

benignos e nos malignos de tipo papilifero e folicular.

Anatomo . . Desvio
_ N Média Mediana _ Valor de p
Patolégico padrao
Benignos 143 49.3 50 15,05
Foliculares 31 54,5 58 19,06 p<0,0001
Papiliferos 147 41,5 41 15,5
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4.1. Expressao c-Met

A expressao proteica de c-Met foi observada no citoplasma, e mostrou-se
capaz de distinguir os nédulos malignos (86,7% dos casos positivos para a
expressao) dos benignos (13,3%) com valor de p<0,0001, sensibilidade 86%,
especificidade 76%, Valor Preditivo Positivo (VPP) 77% e Valor Preditivo Negativo
(VPN) 86%, como ilustra a tabela 3.

Uma regressao logistica univariada ajustada para idade para a expressao
de c-Met mostrou que os pacientes com expressao positiva para esta proteina
apresentavam aproximadamente 17 vezes mais chances de desenvolver um
nédulo maligno quando comparados com 0s que apresentam a expressao
negativa (p<0,0001; OR 16,6; 95%IC 8,9 — 30,9).

Ao comparar a expressdao desta proteina nos ndédulos malignos, para
verificar se seria Util no diagnéstico de determinados tipos histoldgicos, c-Met
diferenciou os carcinomas papiliferos da tireoide (CPT) dos carcinomas foliculares
(CFT) com p=0,0003, sensibilidade 96%, especificidade 31%, Valor Preditivo
Positivo 87% e Valor Preditivo Negativo 63%.

c-Met foi capaz, ainda, de diferenciar os carcinomas papiliferos de variante
folicular (CPVF) dos carcinomas foliculares (CFT) com p=0,0232, sensibilidade
93%, especificidade 31%, valor preditivo positivo 66% e valor preditivo negativo
77%.

Considerando as lesdes foliculares, c-Met pode auxiliar, uma vez que a sua
marcacgao foi mais frequente entre os CPVF quando comparado com os CFT, e
com os adenomas foliculares (AF), p=0,0004.
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Ainda em relagéo as lesdes foliculares, a expressao de c-Met diferenciou os
CPVF dos AF, com valor de p=0,0003, sensibilidade 93%, especificidade 50%,
valor preditivo positivo 68%, e valor preditivo negativo 87%.

Tabela 3: Comparacdo entre a expressdo proteica de c-Met nos nddulos

tireoidianos.
Com Expressao Sem Expressao
Valor de p
(%) (%)
Malignos 86,7 13,3
X <0,0001
Benignos 23,3 76,7
CPT 96,3 3,7
X 0,0003
CFT 68,2 31,8
CPVF 93,8 6,2
X 0,0232
CFT 68,2 31,8
CPVF 93,8 6,2
X 0,0003
AF 50 50

Nao encontramos nenhuma correlacao entre a expressdao de c-Met e
qualquer das caracteristicas de agressividade do tumor, como: tamanho do tumor
(p=0,0545), invasédo (p=0,9278), presenca de capsula (p=0,3560), estadiamento
TNM (p=0,7792), metastase no diagndstico (p=0,8914) ou na evolucao
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(p=0,1507). No entanto, a expressao de c-Met apresentou uma relagdo inversa
significativa para a multifocalidade, ou seja, pacientes com expressao para esta
proteina nao apresentaram nodulos multifocais (p=0,0028). A tireoidite também se
correlacionou inversamente com a expressao de c-Met, ja que os pacientes que
possuem a expressao proteica ndo apresentam tireoidite (p<0,0001).

Tabela 4: Comparagcdo entre a expressao proteica de c-Met com relacdo a

multifocalidade e presenca de tireoidite.

Com Expresséao Sem Expressao
Valor de p

(%) (%)

Multifocal 48,1 51,9
0,0028

Nao multifocal 69,9 30,1

Com tireoidite 54,1 45,9
<0,0001

Sem tireoidite 85,2 14,8

4.2. Expressao STAT3

A expressao proteica de STATS3 foi observada no citoplasma e também no
nucleo. A expressao citoplasmatica esteve presente em todos os ndédulos
tireoidianos, independentemente se estes eram benignos ou malignos.
Considerando-se entdo apenas a expressao nuclear desta proteina, STAT3
diferenciou os nédulos malignos dos benignos com valor de p<0,0001,
sensibilidade 83%, especificidade 74%, valor preditivo positivo (VPP) 75% e valor
preditivo negativo (VPN) 83%.
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Uma regressao logistica univariada ajustada para idade para a expressao
proteica de STAT3 mostrou que a expressdo desta proteina confere
aproximadamente 14 vezes mais chance do desenvolvimento de um tumor
benigno do que um maligno (p<0,0001; OR 0,070; 95%IC 0,036 — 0,135).

A expressao nuclear de STATS3 diferenciou os CFT dos AF, com um valor
de p=0,0457, sensibilidade 80%, especificidade 52%, valor preditivo positivo 65%,
valor preditivo negativo 71%.

A expressdo nuclear de STAT3 diferenciou os boécios dos CPVF com
p<0,0001, sensibilidade 89%, especificidade 65%, valor preditivo positivo 91% e
valor preditivo negativo 60%. Além de disso, a expressdo desta proteina foi
diferente nos bdcios quando comparados com os CFT, p<0,0001, sensibilidade
89%, especificidade 80%, valor preditivo positivo 95%, e valor preditivo negativo
60%.

Na comparagado entre a expressdao dos bécios e dos AF, STAT3 esteve
expresso mais frequentemente nos bocios (89,3% dos casos), p=0,0005,
sensibilidade 89%, especificidade 80%, valor preditivo positivo 95% e valor
preditivo negativo 60%. A tabela 5 resume os dados descritos acima.
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Tabela 5: Comparacdo entre a expressao proteica de STAT3 nos ndédulos

tireoidianos.
Com Expresséao Sem Expresséao
Valor de p
(%) (%)
Malignos 25,6 74,4
X <0,0001
Benignos 83,6 16,4
CFT 19 81
X 0,0457
AF 52,6 47,4
Bdcio 89,3 10,7
X <0,0001
CPVF 34,6 65,4
Bdcio 89,3 10,7
X <0,0001
CFT 19 81
Bdcio 89,3 10,7
X 0,0005
AF 52,6 47 .4

Nao houve correlacdo da expressao nuclear de STAT3 com os seguintes
dados clinicos patologicos: tamanho do tumor (p=0,2217), invasao (p=0,1145),

presenca de capsula (p=0,2338), estadiamento TNM (p=0,077), metastase no
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diagnostico (p=0,9815) ou na evolugdo (p=0,2981). A expressdo de STAT3
correlacionou-se com multifocalidade, jA que os pacientes com expressdao de
STAT3 apresentam frequentemente mais de um nddulo na glandula tireoide
(p<0,0001). STAT3 também se correlacionou com a presenga de tireoidite, pois os
pacientes sem expressao para esta proteina geralmente ndao possuiam tireoidite

concomitante (p=0,0095), como demonstrado na tabela 6.

Tabela 6: Comparacdo entre a expressao proteica de STAT3 com relagdo a

multifocalidade e presenca de tireoidite.

Com Expresséo Sem Expresséo
Valorde p

(%) (%)

Multifocal 68,7 34,3
<0,0001

Nao multifocal 35,2 64,8

Com tireoidite 52,7 47,3
0,0095

Sem tireoidite 30,3 69,7

4.3. Expressao pSTAT3

Observamos que a expressdo de pSTAT3 esteve presente no nucleo de
todos o0s casos analisados, porém no citoplasma. A maioria dos casos
apresentaram expressao positiva para esta proteina. Por esse motivo, para a

andlise estatistica, consideramos a expressao citoplasmatica para esta proteina.

A expressao de pSTAT3 nao foi capaz de diferenciar os nédulos malignos
dos benignos (p=0,5364), nado diferenciou nenhum dos diferentes tipos

histolégicos do cancer de tireoide, e tampouco encontramos correlacdo com
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multifocalidade (p=1,000), tamanho do tumor (p=0,7121), invasdo (p=0,4469),
presenca de capsula (p=0,5547), tireoidite (p=1,000), estadiamento TNM
(p=1,000), metastase no diagnostico (p=0,6965) ou na evolucao (p=1,000).

4.4. Expressao de HGF

A expressdao de HGF esteve presente no citoplasma de quase todos os
tecidos analisados, independente se estes eram benignos ou malignos. Nao houve
expressdao de HGF em apenas dois dos tecidos analisados (1 CPVF e 1 bdcio),
portanto, por ndo haver diferengcas entre os grupos estudados e nao foi possivel

fazer analise estatistica da expresséo desta proteina.
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5. DISCUSSAO
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A via c-Met/HGF/STAT3 é amplamente estudada por sua relagdo com o
desenvolvimento e a progressao tumoral, sendo responsavel pelo controle da
proliferacao celular, adesao, mobilidade, invasao, e também, sobrevivéncia (26).

Nossos dados mostram que a expressao citoplasmatica de c-Met foi capaz
de diferenciar nédulos malignos de benignos, CPT de CFT, CPVF de CFT, assim
como CPVF de AF, o que sugere que c-Met esteja envolvido com o
desenvolvimento e a progressao do CPT. A regressao logistica indicando que a
expressao de c-Met aumenta em 17 vezes a chance de desenvolvimento de um
nédulo maligno confirma tal hip6tese. Além disso, a expressdo se correlacionou
inversamente com a presenca de tireoidite e também com multifocalidade,
novamente sugerindo que a proteina possa participar do processo de

desdiferenciacao celular.

Alguns estudos, como o de Choe e colaboradores, relatam que a expressao
proteica de c-Met poderia ser um marcador clinico Util, uma vez que no cancer de
cabeca e pescoco, por exemplo, a expressdao dessa proteina pode ser associada
com o tipo histolégico do tumor e com a presenga de metastases nos linfonodos.
No entanto, a expressao de c-Met nao se associou com idade, sexo, estadio TNM,
recorréncia do tumor, e histérico de tabagismo nos pacientes com cancer de
cabeca e pescoco (69). Em relacao ao cancer de tireoide, um estudo prévio
mostrou expressao de c-Met em aproximadamente 70% dos CPT, porém no tecido
tireoidiano normal essa expressao foi nula, ou encontrada em concentracoes

extremamente baixas (37).

Zanetti et al. no entanto apontam que a expressao de c-Met nos CPT esta
presente numa porcentagem maior do que esta ja que foi encontrada em 97% dos
casos estudados por este grupo (36), porcentagem bem préxima aos nossos
achados. De fato, n6s mostramos que 96% dos CPT expressavam c-Met,
sugerindo que a expressao desta proteina participa do processo de tumorigénese
desse tipo histolégico em particular. Nosso estudo difere do de Ippolito et al., no

34



qual ndo houve expressao de c-Met nos bdcios e adenomas, apenas nos CPT,
embora em ambos o0s estudos a expressao de c-Met tenha sido mais frequente
nos CPT. Ippolito avaliou ainda a expressdao de c-Met em lesGes classificadas
como suspeitas obtidas através da PAAF, nas quais a expressdo proteica foi
positiva em 80% dos CPT e em 30% dos CFT. Embora esta proteina ndo seja um
bom marcador para os CF, ela auxilia na detec¢dao dos ndédulos malignos, ja que é
especifica para cancer (70), desde que nao sejam tumores pouco diferenciados
(71).

Considerando a possibilidade da expressao negativa de c-Met predizer a
evolucao dos pacientes, Belfiore et al. encontraram associacdo com a presenca de
invasdo vascular e também com metastase a distancia no momento do
diagnostico (38). Ja Ruco e colaboradores demonstraram que c-Met também
estava expressa somente nos CPT, mas relataram que esta expressdo pode ter
sido influenciada pelo tamanho tumoral e presenga de metastase nos linfonodos
(71), o que difere dos nossos achados, ja que em nossos casos c-Met ndo se
associou com tamanho do tumor e presenca de metastase, provavelmente porque
NOSSOS casos eram na sua maioria de estadio |, e ndo de estadios mais
avancados da doenca. Além disso, quando analisados microcarcinomas
papiliferos da tireoide, a expressao de c-Met foi encontrada em 95% dos casos
analisados, e a de HGF em 91% dos casos (72), demonstrando que,
independentemente do tamanho do tumor, a expressdo dessa proteina é

encontrada precocemente no processo de carcinogénese tireoidiana.

Alguns estudos consideram que a expressdao de c-Met esta relacionada
com pior prognéstico em carcinoma de nasofaringe, e pode também ser
considerada para predizer se o paciente apresentara recorréncia (73). Além disso,
esta expressdo tem sido relacionada com resisténcia as drogas utilizadas na
quimioterapia de diversos canceres (74). No cancer de mama, a expressao de c-
Met faz com que a célula adquira um fendtipo mais agressivo, ja que a expressao

desta proteina faz com que as células migrem, sejam mais resistentes, estimulem
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0 crescimento, podendo indicar até mesmo o inicio de um processo metastatico
para outros tecidos. Dessa forma, para o cancer de mama, a expressao de c-Met
tem sido associada como um possivel marcador de pior prognostico (75).

Em relacdo a associagédo de c-Met com tireoidite, estudos demonstram que
a expressao desta proteina é reportada como uma diferenciadora de CDT, mas
que, de forma interessante, esta proteina também é observada em foliculos néao
neoplasicos, e também em tireoidite (37). De fato, Gasbarri et al. encontrou
expressao de c-Met em pacientes com tireoidite e em alguns foliculos com padréao
oncocitico, mas sem evidéncia de malignidade (76). Tanto HGF quanto c-Met
estdo expressas em amostras com bécio, como em tecidos que possuem
tireoidite, além de ter sido mais frequente naqueles em que apresentam tireoidite
associada ao bocio (77). Em nosso estudo, a expressdao de c-Met foi mais
frequente nos pacientes que nado apresentaram tireoidite, contradizendo a
literatura, provavelmente pelo fato de nossa casuistica ser composta por ndédulos
malignos que possuem ou ndo tireoidite associada, e a expressao de c-Met foi

observada apenas nas células neoplésicas.

A expressdao de HGF foi encontrada em praticamente todos os tecidos
analisados, ndo sendo encontrada apenas em um CPVF e um bécio colbide. Em
condrosarcomas, a expressao de HGF é encontrada em tecidos malignos quando
comparados com os normais. HGF estimula a migracao das células malignas, de
forma que a expressao desta proteina pode estar associada com um fenétipo mais
agressivo da doenca (78). Nos canceres da tireoide, a expressdao de HGF foi
descrita nos CPT, mas também em parte dos CFTs, sugerindo sua participagdao no
processo da tumorigénese (79). Em nossa casuistica isso ndo ocorreu. HGF pode
ter sido recrutado pelos nddulos tireoidianos sim, mas para desempenhar seu
papel de fator de crescimento dos nédulos, e ndo para promover a proliferacao
das células neoplasicas.
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STATS diferenciou os nodulos benignos dos malignos, CFT de AF, bdcios
de CPVF, bécio de CFT, e bécio de AF, e se relacionou com tireoidite e
multifocalidade. No entanto, a expressdo de pSTAT3 nao auxiliou no diagndstico
dos nddulos, e tampouco se correlacionou com as caracteristicas que definem

progndstico dos pacientes.

A proteina STAT3 esta ativada nas mais diversas células cancerigenas, e
esta associada com a tumorigénese porgque a sinalizagdo downstream ativada por
ela resulta na produgdo de diversas citocinas e proteinas que regulam os
processos de proliferagdo, angiogénese, sobrevivéncia e metastase (80). A
expressao proteica de STAT3 vem sendo descrita em diversos estudos com
cancer, e tem sido relacionada com a presenca de metastases nos linfonodos.
Esta proteina parece ter a habilidade de promover metastdses linfaticas em
diversos carcinomas. Em um estudo com cancer de mama, a expressao de STAT3
total, e também de sua forma fosforilada (pSTATS3), que ¢é a ativa, foi diferente nos
carcinomas quando comparada com o tecido adjacente ao tumor. Além disso,
STAT3 se correlacionou positivamente com a presenca de metastases nos
linfonodos, sendo considerada um bom marcador de progndstico para o cancer de
mama (63).

No trabalho de Ardito et al. (81), que utilizou apenas 18 amostras de tecidos
tireoidianos (10 bdcios, 2 adenomas foliculares e 6 carcinomas papiliferos), a
expressdao de STATS3 foi apenas citoplasmatica em 8 casos, enquanto que nos
demais ele observou expressao citoplasmatica e nuclear, como encontrada por
nés. No entanto, os dados da expressdao encontrados por este grupo nao foram
capazes de se correlacionar com qualquer um dos tipos histolégicos estudados,
muito provavelmente por conta do baixo numero de casos estudados por eles.

Considerando os resultados obtidos com a expressdo da proteina STAT3
(total), e que a sua funcédo implica em se translocar para o nucleo das células,

regulando a transcricdo de possiveis genes que participam no processo de
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carcinogénese, nos perguntamos se a proteina fosforilada (funcional) pSTAT3
Y705, ndo estaria no nucleo das células regulando a transcricao, e impedindo as

células de se transformarem em células tumorais.

No CDT, estudos de IHQ indicam que STATS3 pode ser utilizado como um
possivel marcador de malignidade, j& que em amostras de tecidos normais da
tireoide a coloracdo foi nula ou fraca enquanto que em CPT, aproximadamente
98% dos casos apresentaram a expressao da proteina STAT3. A forma
fosforilada, pSTAT3, esteve presente em apenas 37% dos CPT. Neste mesmo
estudo, Yang e colaboradores encontraram que a expressao de STAT3 e pSTAT3
se associou com a presenca de metastase nos linfonodos, ja que 93% dos casos
gue expressaram essas proteinas apresentavam metastase nos linfonodos (62).
Em nossos achados, a expressdo nuclear de STAT3 esteve presente
principalmente nos bocios, e ndo nos carcinomas papiliferos. Nossos dados
também nao demonstraram relacdo da expressao de STAT3 com a presencga de

metastase nos linfonodos.

Nao houve expressdo de HGF, c-Met, STAT3 e pSTAT3 nos 9 tecidos
tireoidianos normais e nos 83 nddulos benignos, porém nos 42 malignos, todas
estas proteinas estavam expressas em todos os CPT estudados por Ruggeri et al.
(79). No estudo de Trovato et al., a expressao de c-Met, HGF e STATS3 foi ausente
em todos os tecidos normais, e também nos CFT e nos anaplasicos, porém em
todos os CPT estudados, e em 20% dos AF, houve expressdao de todas as
proteinas (82). Assim, a literatura sugere que a expressao proteica de c-Met, HGF,
STAT3 e pSTAT3 € um marcador promissor de malignidade, principalmente de
carcinomas papiliferos. Porém, nossos dados ndo demonstraram isso, uma vez

gue somente a expressao de c-Met se correlacionou com os CPT.

Em relacdo ao papel fisiopatoldégicos que estas proteinas tém, Couto e
colaboradores propéem que STAT3 atue como um supressor tumoral. Eles

relatam que a expressao de pSTAT3 foi encontrada nos tecidos benignos com
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maior frequéncia, embora 56% dos CPT também tenham expressado pSTAT3
(61). Em nossos dados, STAT3 estava expressa frequentemente nos bdcios, e a
sua expressao pode ajudar a diferenciar os bocios de outros tipos histolégicos,
enquanto que pSTAT3 nao se correlacionou com nenhum tipo histologico. Couto
et al. relatam ainda que a pSTAT3 esta associada com tamanho do tumor e
presenca de metastase a distancia (61), o que nao foi valido nos casos estudados

por nos.

Quando analisamos as trés proteinas como possiveis marcadores, alguns
estudos demonstram que houve expressao de c-Met, STAT3 e pSTAT3 apenas
nos CPT (79). O mesmo néo foi visto em nosso estudo, no qual encontramos
expressao citoplasmatica de STAT3 em todos os tecidos analisados, enquanto
que a expressao nuclear foi encontrada principalmente nos nédulos benignos, o
que evidencia que STAT3 esta desempenhando seu papel, e bloqueando a
carcinogénese, ja que ela esta presente tanto no citoplasma quanto no nucleo,
indicando que translocou até o ndcleo para regular a expressao de genes-alvos do

processo de transformacéo das células cancerigenas.
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6. Resumo dos Achados
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Em resumo,

a. Verificamos que a expressao das proteinas c-Met e STAT3 foi diferente quando
comparamos sua expressao nos nédulos malignos e benignos, ja que a expressao
de c-Met se associou com a presencga de nédulos malignos, enquanto que STAT3
se associou com o0s nédulos benignos. A expressao destas proteinas auxiliou
ainda na caracterizagdo de alguns tipos histoldégicos dos nddulos tireoidianos. A
expressao de c-Met se correlacionou com a presenca de carcinomas papiliferos,
principalmente com os da variante folicular quando comparado com outras lesdes
foliculares, podendo auxiliar no diagnostico dos CPVF. Ja a expressao de STAT3
se correlacionou com a presenca de bocios quando comparados com o0s demais

tipos histolégicos do cancer de tireoide.

b. Verificamos que a expressdo das proteinas c-Met e STAT3 se correlacionou
com caracteristicas de agressividade do cancer de tireoide, ja que a expressao de
ambas as proteinas se correlacionaram com multifocalidade e também com

presenca de tireoidite.

c. Verificamos que nenhuma das proteinas estudadas puderam ser indicadoras do
prognostico dos pacientes aqui estudados, ja que a expressao proteica nao se
relacionou com a presenca de metastase ao diagnostico, nem com caracteristicas

de evolugao dos pacientes com cancer de tireoide.

41



7. CONCLUSAO
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A busca por novos marcadores moleculares € imprescindivel no mundo
atual, principalmente por nos ajudar a prever e a tratar pacientes com diversos
tipos de doencas, principalmente o cancer. Estes marcadores podem nos dar
indicios de como sera a evolugdo da doenca de determinado paciente, além de
responder como sera a sua resposta ao tratamento, ou até mesmo, auxiliar na

escolha do melhor tratamento.

Os estudos com as proteinas c-Met, HGF, STAT3 e pSTAT3 demonstram
fortes indicios de que elas podem auxiliar a PAAF naqueles casos em que a
citologia é considerada indeterminada, auxiliando ainda a diferenciar as lesdes
foliculares (CPVF, CFT e AF), que sao consideradas extremamente dificeis de
diferenciar até mesmo por patologistas experientes.

As proteinas c-Met e STAT3 mostraram-se Uteis como marcadores
moleculares, uma vez que diferenciaram os nddulos malignos dos benignos, e
também diferenciaram alguns tipos histolégicos dos tecidos tireoidianos, ja que c-
Met auxiliou na diferenciacdo do CPT de CFT, CPVF de CFT, assim como CPVF
de AFT. A expressdo de STAT3 foi mais frequente nos tecidos benignos quando
comparados com os malignos, CF de AF, bécios de CPVF, bécio de CF, e bdcio
de AF, porém apenas c-Met e STAT3 se correlacionaram com tireoidite e
multifocalidade.
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