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RESUMO

Noédulos de tiréide sdo palpados em cerca de 10% da populagdo e diagnosticados em mais de
50% da populagdo usando-se a ultrassonografia. No entanto, apenas 0,01% sdo cancer. Por
outro lado, o Cancer Diferenciado da Tiréide (CDT) € a neoplasia enddcrina mais comum e
suas taxas de incidéncia vem crescendo pelo mundo. Urge, portanto, estabelecer marcadores
capazes de identificar malignidade em nddulos na populag@o. Objetivamos, neste trabalho,
investigar a utilidade clinica de BRAF, TPO, GAL-3, VEGF e VEGF-C como marcadores para
o CDT. Foram utilizados 165 pacientes com CDT; 31 pacientes com nédulos Benignos e 216
Controles. Utilizamos ensaios de PCR-RFLP para a pesquisa da mutagdo de BRAF, RT-PCRq
para dosar TPO e ELISA para dosar VEGF, VEGF-C e Galectina-3 circulantes. A identificacio
da mutacdo de BRAF em células tiroidianas circulantes ndo foi possivel com a metodologia por
nés empregada. Ndo encontramos expressdo de TPO em sangue periférico de pacientes com
CDT. O nivel sérico de Gal-3 diferiu entre os grupos CDT, Benigno e Controles, mas nao
diferenciou nddulos benignos de malignos (p=0, 884). O nivel sérico de VEGF pdde diferenciar
os pacientes com CDT de pacientes com nédulos Benignos (p=0, 041), assim como diferenciou
CDT dos controles (p=0.015), embora ndo tenha grande poder como marcador dnico. Os niveis
séricos de VEGF-C distinguem pacientes com nédulos Benignos, Malignos e Controles (p=0,
025). Dentre estes, distinguem pacientes com CDT dos Controles (p=0, 046), porém ndo dos
nédulos Benignos (p=0.242). Os niveis séricos de Gal-3, VEGF e VEGF-C parecem
discriminar alguns grupos em relacdo a varidveis clinico-patologicas, porem nao hd indicacao
de que possam ser usados como marcadores para o CDT, uma vez que seus poderes preditivos
positivo e negativo ndo sdo bons. Concluimos que, embora possam auxiliar no diagnéstico,

nenhum dos marcadores estudados é promissor do ponto de vista clinico.
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SUMMARY

Thyroid nodules may be diagnosed in about 10% of the population and half of the population if
they’re examined through ultrasonography. However, only 0.1% of those nodules are cancer.
On the other hand, Differentiated Thyroid Cancer (DTC) is the most common endocrine
malignancy and its incidence rate is increasing worldwide. This fact creates an urgent need for
new markers that might be used in a large scale to diagnose thyroid nodules malignancy. We
aimed to investigate the clinical utility of BRAF, TPO, Gal-3, VEGF and VEGF-C as markers
for the CDT. We studied 165 patients with DTC, 31 patients with benign tumors and 216
controls. We used PCR-RFLP to investigate the presence of BRAF mutation, RT-PCRq to
quantify TPO mRNA and ELISA to quantify VEGF, VEGF-C and Gal-3 in circulation. The
identification of BRAF mutation in thyroid cells was not possible with the methodology
employed. We didn’t find any expression of TPO in peripheral blood of patients with DTC. The
serum levels of Gal-3 differed among groups DTC, Benign and Controls, but did not
differentiate benign and malignant tumors (p = 0.884). The serum levels of VEGF could
differentiate patients with DTC from patients with benign nodules (p = 0.041) and DTC
differed from controls (p = 0.015), although this test didn’t have a great predictive power as a
single marker. Serum levels of VEGF-C distinguished patients with benign nodules, malignant
tumors and controls (p = 0.025). It distinguished patients with DTC from Controls (p = 0.046)
but not from the benign tumors (p = 0242). Serum levels of Gal-3, VEGF and VEGF-C seem to
discriminate some groups in what concerns clinical and pathological variables, but there is no
indication that they can be used as markers for the CDT, as its positive and negative predictive
powers are not high. We conclude that, although they might support the diagnosis, none of the

markers studied is promising in a clinical perspective.
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I - INTRODUCAO




1.1. CANCER DE TIROIDE - DEMOGRAFIA DE UMA PANDEMIA.

A tiréide € uma pequena glandula situada na regido cervical anterior, responsavel
pela produgdo de dois hormonios, tiroxina (T4) e triiodotironina (T3), fundamentais para o
crescimento e desenvolvimento do ser humano e pela manutencdo do equilibrio metabdlico
do organismo adulto.

Esta glandula € freqiientemente local de formagdo de nddulos. A prevaléncia de
ndédulos tiroidianos varia de acordo com o método de rastreamento utilizado, passando de
cerca de 1% nos homens e 5% das mulheres que vivem em condicdes de suficiéncia de
iodo, quando o diagndstico € apenas clinico (1-4), para 76% quando se utilizam métodos de
imagem como a ultrassonografia (4). Dois grandes estudos populacionais, o0 de Whickham
na Inglaterra (5)e o de Framingham nos Estados Unidos (6), descrevem, respectivamente,
nodulos solitdrios palpaveis em 5,3% das mulheres e 0,8% dos homens, e 6,4% das
mulheres e 1,6% dos homens. No entanto, em regides onde a ingestdo de iodo € baixa, a
prevaléncia pode ser ainda mais elevada. A prevaléncia de ndédulos em autdpsia, na
literatura, varia entre 8 e 65%, dado muito préximo ao que € detectado com exames de
imagem (7-9). Trabalhos de nosso grupo mostram que também em nosso meio esta € a
prevaléncia de nédulos em material de cirurgia por lesdes tiroidianas benignas e em
autdpsias (8, 10). Se utilizarmos um instrumento muito mais sensivel do que as nossas
maos, como a ultra-sonografia, ou a tomografia computadorizada, a ressonancia magnética
e outros métodos de imagem, a prevaléncia do nédulo da tir6ide atinge cerca de metade da
populacdo (11) podendo chegar a mais de 80% dos idosos (12). Dados nacionais sdao
parcos, mas tudo sugere que também em nosso meio a prevaléncia de nédulos também ¢é

muito elevada (13).



No6dulos cervicais aparecem como manifestacdo de uma série de doencas
neopldsicas, infecciosas e inflamatérias além de obrigarem ao diagndstico diferencial com
anomalias embriolégicas como o cisto de ducto tiroglosso e as ectopias tiroidianas. A tabela
1 resume os principais diagndsticos diferenciais do nédulo cervical.

Menos de 5% dos pacientes com nddulos que sdo examinados em consultorios
médicos sao portadores de cancer de tiréide (CDT) (11, 14). No entanto, o CDT tem
aumentado em diferentes regides do mundo nas ultimas décadas (15) e, de acordo com o
Instituto Nacional do Cancer € o cancer mais comum da regido da cabecga e pescoco e trés
vezes mais freqiiente no sexo feminino (16). O INCA estima que o cancer de tirdide tenha
sido responsavel por 12.9% de todas as neoplasias registradas no sexo feminino e por 3.2%
das neoplasias do sexo masculino em 2009 (16). Registros nacionais de cancer e
publicacOes brasileiras confirmam o aumento na incidéncia do CDT, particularmente entre
as mulheres, embora a mortalidade pelo CDT esteja diminuindo (17-18)

Além disso, a prevaléncia do cancer de tiredide apresenta grande variacdo
geografica. No Japdo atinge 1.4/100.000 habitantes e no Kuwait relata- se que acomete
10,5% das mulheres (19-20). Dados brasileiros também mostram esta grande variedade na
incidéncia em diversos estados do pais (17). Sem divida, parte destes dados deve estar
relacionada ao melhor acesso ao Sistema Unico de Satdde e a melhores meios de
diagnéstico, como no estado de Sao Paulo. No entanto, a grande variedade também em
outros estados de similar nivel s6cio-economico-cultural e similar qualidade de servicos de
atendimento em satde, como mostram as figuras 1 e 2 abaixo, indica que outros fatores

também devem contribuir para tal divergéncia na incidéncia.
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Nao ha como negar que estamos diagnosticando mais casos e tratando melhor dos
pacientes com cancer de tir6ide, mas outros fatores também podem estar contribuindo para
este aumento de prevaléncia. (21). Sem duvida, o fato de estarmos diagnosticando mais
casos de tumores pequenos, muitas vezes microcarcinomas que talvez nunca evoluissem
para tumores clinicamente detectdveis, contribui para a elevada incidéncia e baixa
mortalidade do CDT. Evidencias de nosso grupo mostram que microtumores acometem
cerca de 8% da populagdo e que fatores relacionados a reac¢do inflamatéria do organismo
podem ser importantes na progressdo clinica destes microcarcinomas (8, 10). O
seguimento de microcarcinomas na populacdo japonesa mostra que, realmente, menos de
16% deles aumenta mais de trés mm em 10 anos de seguimento e que a maior parte das
micro lesdes permanece estdvel, e/ou até diminui de tamanho (22).

Dentre os fatores de risco para cincer de tiredide temos a radiagdo ionizante,
predisposicdo familiar, ingestdo deficiente de iodo, fatores hormonais e reprodutivos,
fatores étnicos e geogréficos, dieta e drogas. Nosso laboratério tem demonstrado que o
perfil genético para a heranca de genes codificadores de uma série de enzimas de
detoxificacdo também ¢ fator de predisposi¢do ao cincer diferenciado da tiredide (23-28)
Além disso, o cancer pode ser relacionado com outras doengas, como o Diabetes Mellitus
tipo 2, que € considerado um grupo de disturbios metabdlicos do metabolismo de
carboidratos, e a obesidade, que consiste em um aumento de peso, acompanhada do
aumento da por¢cao LDL (lipoproteina de baixa densidade) do colesterol, além do aumento
da glicose no sangue (29). Essas doencas podem estar relacionadas as inimeras mudancgas
no estilo de vida, caracterizadas por uma vida agitada, com um consumo caldrico excessivo
e uma redugdo na atividade fisica, além de considerar-se ainda a predisposicdo genética

para o excesso de peso (29).



1.2. IMPORTANCIA DO DIAGNOSTICO DE CANCER DIFERENCIADO EM

NODULOS DE TIREOIDE

A medida que os métodos de imagem ficam mais sensiveis e se tornam mais
acessiveis e a medida que a populacdo envelhece, o diagnéstico de ndédulos na tirdide
cresce. A identificacdo correta dos nddulos que merecem investigacdo laboratorial
completa e/ou cirurgia € fundamental para o estabelecimento de estratégias que
representem a melhor relacdo de custo-beneficio ndo apenas para o paciente, mas também
para o sistema de saide do nosso pais, onde a alocacdo de recursos deve ser muito
criteriosa. Para tanto, lancamos maos de critérios epidemiolégicos e clinicos de
malignidade, conforme delineado abaixo. No entanto, o julgamento clinico deve prevalecer
para evitar investigacoes desnecessdrias. Apesar dos nddulos serem muito freqiientes, o
CDT ¢ relativamente raro e sua evolu¢do geralmente lenta, de forma que a observacdo

clinica pode ser uma opg¢do clinica adequada para nddulos pequenos em individuos sem

fatores de risco atendidos em centros de aten¢do primdria a saude.

1.2.1. Avaliacdo Laboratorial Do Nédulo de Tirdide

Nédulos tiroidianos também aparecem como a principal manifestacdo clinica de
uma série de doencas tiroidianas, incluindo doencas autoimunes e o nddulo auténomo
toxico. Por isso, a investigacdo do nddulo deve sempre incluir a fun¢do tiroidiana, pois a
avaliacdo clinica nem sempre € sensivel ou especifica para detectar uma disfuncio

tireoidiana, principalmente no idoso.



A dosagem de TSH (hormonio estimulante da tir6ide) € o método mais sensivel
para determinar o estado tiroidiano. Se o TSH sérico estiver baixo, deve-se solicitar a
dosagem de T4 e T3 livres para caracterizar a presenca € o grau do hipertiroidismo,
lembrando que diversas situagdes ou drogas que podem levar a supressdao dos niveis de
TSH devem ser descartadas. Dosagem de anticorpos anti-tiroglobulina (acTg) e anti-
tireoperoxidase (acTPO) podem ser tteis, pois titulos elevados sugerem tireoidite cronica
de Hashimoto, doenga auto-imune que ndo raramente se apresenta com poucas
manifestacdes clinicas e, eventualmente, pode produzir com nédulos palpaveis na glandula
tiréde. Por outro lado, a tiroidite pode coexistir com neoplasias além de aumentar o risco
para aparecimento de um raro tumor, o linfoma da tiréde (30-31), ndo descartando,
portanto, a obtencdo de citologia por pun¢do aspirativa para diagndstico de malignidade. Ja
a evidéncia clinica e/ou confirmagdo laboratorial de hipertiroidismo diminui bastante a
possibilidade de malignidade concomitante. Por outro lado, a dosagem de tiroglobulina
(Tg) ndo tem sentido no diagndstico de malignidade por ndo distinguir nédulos benignos de

malignos.

1.3 MARCADORES TUMORAIS

Knudson (32) propds uma teoria que permite classificar os individuos e as
populacdes quanto as participagdes dos fatores ambientais e genéticos no desenvolvimento
do cancer, e diz que hd as muta¢des que conferem alto risco individual de um tipo
particular de cancer em algum estdgio da vida, independente do ambiente. Os individuos

desta populacdo sdo ditos predispostos e constituem minoria. Por outro lado, existe um
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grupo maior de pessoas que tém menores chances para o desenvolvimento de neoplasias,
mas seus riscos ainda sdo mais elevados que os da populacdo geral, pois respondem a
exposicao ambiental. Assim, a precisa identificacdo de marcadores de suscetibilidade € de
fundamental importancia na predi¢ao de riscos (33). Por isso, faz-se necessdrio o uso de
biomarcadores como “indicadores sinalizando eventos em amostras ou sistemas bioldgicos”
(34-35).

A organizagdo Mundial da Sadde (36) definiu trés tipos de marcadores disponiveis
para os estudos em sistemas bioldgicos:
1. Marcadores de Exposicdo, que fornecem informacdes sobre a quantidade de xenobidticos
(compostos ausentes em sistemas vivos) a que os individuos estdo expostos (presenca na
urina, plasma, saliva);
2. Marcadores de Efeito, que indicam a presenca da doenca ou de sinais pré-clinicos da
mesma, representando momentos isolados do processo que podem ser qualitativa ou
quantitativamente avaliados (trocas entre cromdtides irmas, aberracdes cromossdomicas,
estados hormonais alterados, antigenos tumorais e mutacdes em oncogenes € genes
supressores de tumor);
3. Marcadores de Suscetibilidade, que indicam individuos ou populagdes com diferencas
bioldgicas capazes de afetar a resposta do organismo a agentes ambientais (absor¢do
diferencial de micronutrientes e os polimorfismos nos genes de reparo e do
biometabolismo).

Os Marcadores de Efeito sdo também chamados marcadores tumorais e sdo
utilizados rotineiramente para acompanhamento e, em alguns casos, para diagndstico de
algumas neoplasias por darem indicios de sinais pré-clinicos da doenca. Muitos marcadores

tumorais ja foram identificados, como a alfa fetoproteina (AFP), antigeno carcino
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embriogénico (CEA), CA19-9, CA125 e antigeno especifico da prdstata (PSA) e tém sido
usados como importantes ferramentas no controle e diagndstico de diversos tipos de cancer.

Os canceres em estdgio inicial sdo dificeis de diagnosticar através de exames de
imagem (como tomografia e ultrasonografia) devido a falta de sintomas clinicos e, portanto,
métodos mais sensiveis para detectar esses tipos de cancer poderiam ser de grande valia
para o estabelecimento de diferentes estratégias terapéuticas, bem como poderiam aumentar
as taxas de cura (37). No caso de canceres em estdgios mais avancgados, a junc¢io de exames
clinicos e dosagens de marcadores tumorais melhorou o diagndstico e seguimento, porém,
quando se trata de cinceres em estdgios iniciais, ainda nao hd técnicas sensiveis o bastante
que aumentem a chance de diagndstico precoce.

No cancer da tir6ide, o marcador mais utilizado em todo o mundo, base de todos os
consensos sobre o tratamento do CDT, inclusive no Brasil, tem sido a tiroglobulina
circulante (Tg), que, sendo secretada exclusivamente por células foliculares, indica a
presenca de remanescentes e/ou de novas células tiroidianas, permitindo o seguimento e
determinando o prognostico dos portadores de CDT (38). No entanto a Tg apresenta alguns
problemas priticos no seguimento dos pacientes com CDT, particularmente quando
existem anticorpos anti-Tg circulantes (39), o que ocorre em cerca de 20% dos pacientes.
Embora novos ensaios talvez venham a suplantar este problema em um futuro pré6ximo, na
prética atual estes pacientes ainda ndo podem ser seguidos pelos valores de Tg (38, 40).
Outro aspecto importante € que a Tg ndo serve para rastrear cancer entre os portadores de
nodulos da tiréide (41).

Virios outros marcadores séricos vem sendo investigados nos tltimos anos, como a
TPO, a presenca da translocagao RET/PTC em células tumorais circulantes, a expressao de

Galectina-3 e a citoqueratina 19.



1.4 GENE BRAF

O Gene BRAF faz parte da familia das RAF quinases. Trés isoformas foram
descritas em células de mamiferos: A-RAF (do inglés v-raf murine sarcoma 3611 viral
oncogene homolog), B-RAF e C-RAF(do inglés proto-oncogene serine/threonine protein
kinase) ou RAF-1(do inglés v-raf-1 murine leukemia viral oncogene homolog 1), sendo
BRAF a isoforma mais expressa em tecidos hematopoéticos, testiculos e células neuronais,
bem como a forma mais prevalente nas células tireoidianas foliculares (42). Esta familia de
proto-oncogenes codifica sinais de tradu¢do que primeiramente foram identificados em sua
forma ativada, como oncogenes propriamente ditos (43).

O potencial oncogénico de BRAF) foi descoberto durante estudo com cultura de
células para o sarcoma de Ewing por Rapp em 1983 (44). Notou-se entdo que, em clones de
c¢DNA (Acido Desoxirribonucléico complementar) que foram isolados, uma substitui¢do na
porcdo amino-terminal da proteina RAF, quando ativada por uma troca tiamina — adenina
no nucleotideo 1796 original, gerava uma troca de aminoécido valina por acido glutamico,
o que conferia atividade mutagénica a um gene que era estruturalmente relacionado porém
distinto de C-RAF e A-RAF ja previamente conhecidos, sendo assim chamado BRAF. Esta
isoforma exibe a estrutura bilobar caracteristica do grupo das proteino-quinases que, em sua
conformagdo inativa, formam residuos hidrofébicos nos dominios 596 a 600 no sitio de
ligacdo com ATP (Trifosfato de adenosina), resultando numa estrutura ndo propensa a
interacdo com este ou outros substratos (43). Muta¢des oncogénicas nesta al¢a de ativagao
ou no sitio de ligacdo com o ATP rompem esta interagdo hidrofébica e desestabilizam a

conformagdo inativa. A troca de uma timidina por uma adenina na posi¢do 1799 deste
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proto-oncogene (71799A) é a mutacao de ponto mais conhecida com efeito desestabilizador
em BRAF (44) ).

A demonstracdo de mutacdes ativadoras para este gene foi otimizada com o
desenvolvimento de ensaios para alteracdes genéticas sabidamente ativadoras da via MAPK
(do inglés Mitogen-activated protein kinases), o que acabou reiterando a importancia da
mesma na génese de vdrios canceres em humanos (45). Este gene possui ainda sete
polimorfismos pontuais de nucleotideo que sdo denominados SNPs (do inglés, single
nucleotide polimorphysm) descritos para regides introOnicas ou promotoras, responsaveis por
diferentes haplétipos que foram inicialmente relacionados ao risco de desenvolvimento de
melanoma (46). As mutacdes do gene BRAF também vém sendo correlacionadas com tipos
histolégicos mais agressivos de carcinoma diferenciado em tire6ide, de forma que é
possivel que os haplétipos em questdo também se correlacionem com o progndstico dos
pacientes (46)..

Das trés isoformas, BRAF, localizada no brago longo do cromossomo 7, € a mais potente
ativadora da via MAPK (47-48). Kimura e colaboradores identificaram no ano de 2003 uma
mutacdo no cédon 600 do exon 15 do gene BRAF onde uma valina € substituida por um
acido glutdmico como a ocorréncia genética mais freqiiente de tumores papiliferos da
tir6ide(49). Uma série de trabalhos subseqiientes comprovou que a mutacao de BRAF € o
evento génico mais freqiiente nos carcinomas papiliferos, chegando a ocorrer em 69% dos
casos (50). Esta mutacdo, anteriormente chamada T1796A, era baseada na seqiiéncia NM
004333 da base de dados do National Cancer Institute (NCI) denominada Gen Bank, a qual
carecia de um cédon do exon 1 do gene BRAF. Com a corre¢do da versdo e a vigéncia da
sequéncia NT 007914 ji disponivel, a mutacdo passou a ser designada T1799A e ¢

atualmente designada como V60OE e nao mais V599E (51).
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O gene BRAF estd implicado na ativacdo da via da cascata RAS- RAF- MAP
quinases (MAPK) (Figura 3). E uma via reguladora do ciclo celular, fundamental para a
sintese de DNA, diferenciacdo celular e estabilidade cromossdmica (52). A muta¢do V60OE
mimetiza a fosforilacdo do seguimento de ativacdo de BRAF pela inser¢ao de um residuo de
carga elétrica negativa adjacente ao sitio de fosforilacdo (45). Isto leva a conversdo de

BRAF a uma forma cataliticamente ativa, que ativa a via das MAPK.

FIGURA 3. Cascata RAS-RAF-MAPK, da qual participa o gene BRAF que, quando

mutado, ativa ainda mais esta via. Retirado de Dibb et al (53)

12



Virios estudos t€ém mostrado que a mutacdo de BRAF se associa com tumores com
invasdo extra-tiroidiana, estddios clinicos mais avangados e fenétipos mais agressivos (54-
56). Nosso grupo tem resultados preliminares que sugerem que, além dos critérios clinicos,
ultrasonograficos e histoldgicos classicamente utilizados na determinacdo de agressividade
tumoral, a quantificacdo da expressao do gene BRAF pode ser importante no sentido de se
estratificar individuos de risco para pior evolugdo . Assim, verificar este gene em circulagio
sanguinea poderia ser uma alternativa vidvel para complementacido diagndstica de lesdes

“inconclusivas” a citologia de material obtido por puncdo aspirativa.

1.5 TIROPEROXIDASE (TPO)

A biossintese dos hormonios tiroidianos depende do funcionamento normal de uma
série de proteinas que s@o necessdrias tanto para a captacdo de iodeto através da membrana
basolateral dos tiredcitos como para sua incorporacdo a proteina aceptora, a tireoglobulina
(Tg), o que ocorre na superficie apical da célula folicular (57).

Simplificadamente, a sintese de hormodnios tireoidianos se inicia com a captagdo do
1odeto, através do co-transportador sodio-iodeto (NIS). Esse iodeto € transportado do polo
apical dos tiredcitos pela pendrina, através da membrana celular e € incorporado a
tireoglobulina. Sofre, entdo, oxidacdo e organificacdo, reacdes catalisadas pela TPO em
presencga de per6xido de hidrogénio.

A oxidag¢do do iodeto e sua organificagdo parecem ocorrer principalmente na
superficie apical da célula folicular, e estas reacdes sdo catalisadas pela tireoperoxidase na

presenca de peréxido de hidrogénio(57). Assim, a organificacdo tireoideana do iodo
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depende da atividade TPO, a qual é modulada pelas concentracdes de substrato
(tireoglobulina e iodeto) e cofator (per6xido de hidrogénio)(57).

A TPO € uma hemoglicoproteina com 933 aminodcidos e peso molecular de 103
quilodaltons (kDa), que se encontra na membrana plasmética apical da célula folicular com
o seu dominio catalitico voltado para o coldide (58). A proteina estd distribuida em
diferentes localizacdes subcelulares, como reticulo endoplasmatico, aparelho de Golgi e
vesiculas proximas a membrana apical da célula folicular, na interface citoplasma-coldide
(58-62).

O gene da TPO humana, localiza-se no braco curto do cromossoma 2, estd clonado
e a seqiiéncia completa possui 3048 nucleotideos (63).A enzima € sintetizada no reticulo
endoplasmatico rugoso da célula folicular € transferida para a membrana apical através
de complexo de Golgi e vesiculas exociticas (62). A expressdo da TPO € controlada
pelo TSH através de um sistema dependente de 3’, 5’-adenosina monofosfato ciclico
(AMPc)/proteina cinase A (PKA) (64).

Acredita-se que a TPO seja responsdvel pela catdlise de 3 reacdes da biossintese
hormonal: a oxidacdo de fons I-, a iodagdo da tireoglobulina e o acoplamento de
1odotirosinas, formando iodotironinas (60-61). Foi proposta a existéncia de dois sitios
cataliticos na TPO, um para ligar-se ao I e outro para ligar-se a tirosina, aminodcido
presente na tireoglobulina. Esses dois substratos irdo sofrer oxidac¢do pela TPO, produzindo
radicais livres a partir do iodeto e da tirosila, que se ligam formando monoiodotirosina
(MIT). A MIT, ainda ligada a TPO, pode sofrer nova oxidacio e reagir com outro radical
do iodeto, produzindo diiodotirosina (DIT). As iodotirosinas formadas sdo acopladas,
formando os hormdnios tiredideos tetraiodotironina (T4) ou 3,5,3’-triiodotironina (T3)

(Figura 4).
14



- ..'.'. H
ts | nocleo | ' k
g . = — &

e

FIGURA 4. Via de produgdo dos hormdnios tiroidianos, com a participacdo da proteina

TPO. Retirado de Dora et al. (65)

Em 2006, a expressdao de TPO em sangue periférico foi relacionada ao CPT, abrindo
uma possibilidade de ser usada como marcador tumoral para diagndstico precoce (37).
Roddiger et (66). detectaram RNAm de TPO em sangue periférico de pacientes com
doencas malignas e benignas da tiredide; entretanto, ndo houve diferenca significativa nas
taxas de detec¢do os pacientes com doencgas benignas e malignas. Ishikawa et (37).,
desenvolveram um método para quantificar os niveis de RNAm de TPO em sangue
periférico, utilizando a técnica de RT-PCR (Reacdo em Cadeia da Polimerase por
Transcri¢cdo Reversa). Neste trabalho, foram encontradas diferencas na expressdo de TPO
em individuos sauddveis e em pacientes com doencas benignas e malignas (especialmente
CPT) da tiredide, o que pode indicar que este método poderia detectar canceres em estagios

iniciais, constituindo um bom marcador tumoral para o cancer de tiredide.
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1.6 GALECTINA-3

A Galectina-3 (GAL-3) pertence a familia das galectinas, que sdo proteinas
pertencentes a familia das lectinas animais que apresentam duas caracteristicas principais:
afinidade por oligossacarideos contendo -galactose e alto grau de similaridade no dominio
de reconhecimento de carboidratos. Até o momento 14 tipos de galectinas ja foram
descritas, sendo a mais estudada a Galectina-3.

A familia das galectinas apresenta 14 membros identificados em mamiferos, todos
contendo o dominio de reconhecimento de carboidratos (DRC) de aproximadamente 130
aminodcidos. Baseados no nimero e organizacido deste dominio, os membros desta familia
foram classificados dentro de 3 subtipos: O grupo protétipo (galetina-1, -2, -5, -7, -10, -11,
-13 e -14) que apresenta um unico DRC, o grupo tanden repeat (galectina-4, -6,-8, -9 e 12)
que apresentam dois DRC e o grupo quimera que apresenta um DRC conectado a um
incomum dominio N-terminal longo que € rico em aminodcidos glicina e prolina (67-68). A
galectina-3 € unico membro do grupo quimera que foi identificado em vertebrados (67-68).

As galectinas estdo ligadas a diversos processos vitais para a célula e também estdo
relacionadas a iniciacdo e progressdo tumoral através de: regulacdo da adesdo celular e
crescimento; interacdo com proteinas relevantes ao crescimento como 0s protooncogenes
H-Ras (do inglés v-Ha-ras Harvey rat sarcoma viral oncogene homolog) ou Bcl-2 (do
inglés B-cell CLL/lymphoma 2); superexpressao em tumores; e interacdes com reguladores
do ciclo celular, como p53 (do inglés protein p53), que pode controlar a expressdao de
galectina (69).

A Galectina-3 € uma proteina monomérica com cerca de 30 a 35 kDa e é composta

por 3 dominios estruturais distintos: amino terminal, seqiiéncia rica em glicina e dominio
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carboxi terminal(70). Sua expressio se dd em células inflamatérias (macréfagos,

monocitos, neutréfilos, eosindfilos e mastécitos), fibroblastos, células dendriticas,

neurdnios e células epiteliais de variados 6rgdos. Essa proteina pode estar localizada tanto
no meio intracelular (citoplasma e nicleo) quanto no meio extracelular (71), mas os

mecanismos de saida ndo sdo conhecidos, e ela interage com diversas vias diferentes

ligadas ao surgimento e progressao tumoral. (Figura 5).
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FIGURAS. Galectina-3 e suas diferentes vias de ligacdo, sendo que muitas destas levam a

progressao tumoral. Retirado de Galectin-3 (72)

Quando localizada no meio extracelular, pode ser responsavel pela adesdo e de-adesdo de
células ou entdo por conformacdo diferencial pode promover ligacdo cruzada de

glicoproteinas, o que levaria células a apoptose ou a proliferacao celular desenfreada (73-
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75). Se localizada no citoplasma, a galectina-3 pode estar envolvida no processo de
apoptose e se localizada no nucleo, pode estar envolvida com a ativacdo de fatores de
transcri¢ao que também podem levar ao desequilibrio do ciclo celular (76). A galectina-3 é
encontrada em vdrios tecidos tanto em condi¢des normais como patolégicas (77-78).
Embora a expressd@o de galectina-3 tenha sido observada em uma infinidade de tecidos
normais, ela é principalmente descrita em tecidos de origem epitelial e em células do
sistema imunoldgico (77) . A expressao de galectina-3 também é observada em uma grande
variedade de carcinomas (78).

A identificacdo histoldgica de Gal-3 € qtil no diagndstico de malignidade tiroidiana
(69, 79), e consiste num bom marcador para tumores papiliferos (80). Saussez et al (69) em
publicacdo recente quantificaram os niveis de GAL-1 (Galectina—1) e de Gal-3 sérica em
pacientes com nodulos tiroidianos benignos e malignos em comparacdo a pacientes
sauddveis e encontraram evidéncias de que os niveis de Gal-3 podem estar
significativamente elevados em pacientes com CDT. Porém, Isic et al (81) ndo foram
capazes de demonstrar nenhuma diferenca significativa nos nives de Galectina-3 sérica de

pacientes com CDT, outros nddulos tiroidianos e individuos saudaveis.

1.7 FATOR DE CRESCIMENTO ENDOTELIAL VASCULAR - VASCULAR

ENDOTHELIAL GROWTH FACTOR (VEGF)

Todos os tumores necessitam de suprimento nutritivo e de oxigénio para se
manterem “vivos” e reproduzindo-se desenfreadamente. A partir do momento em que um

pequeno tumor passa a formar uma massa solida, ha certo comprometimento de algumas
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regides desse tumor no recebimento desses nutrientes/oxigénio. Para suprir essa caréncia,
seriam necessdrios vasos sanguineos que fizessem o aporte das necessidades. Apesar de
haver um nimero muito grande de tipos de cancer, os mecanismos pelos quais as células
tumorais crescem e sobrevivem sdo similares. A angiogénese é considerada um desses
mecanismos. Um responsaveis pelo surgimento de vasos sanguineos em tumores € o Fator
de Crescimento Endotelial Vascular, ou VEGF (82). Quando as células apresentam hipoxia
(em geral as células mais centrais do tumor em crescimento apresentardo, pois os nutrientes
e oxigénio ndo conseguem chegar até elas), elas liberam HIF ( do inglés hipoxiainducible
factor), um fator de transcri¢do intracelular. O HIF, entre outras atividades, estimula a

producdo e a liberacdo extracelular de uma familia de fatores chamada VEGF.

A familia VEGF consiste em vdrias glicoproteinas secretadas por leucdcitos, células
endoteliais, células neopldsicas e células do estroma tumoral, responsdveis pela regulacao
de diferentes funcdes nas células endoteliais, destacando-se: o crescimento, a proliferacdo,
a migracdo e a diferenciacdo celular (82). Essas glicoproteinas também atuam no tonus
vascular, na producdo de moléculas vasoativas e no estimulo a quimiotaxia dos mondcitos.
Os VEGFs humanos sao 5: VEGF-A (Fator de Crescimento Endotelial Vascular A) (ou
VEGF) (responsavel por Angiogénese, quimiotaxia para macréfagos e granuldcitos e
vasodilatacdo (pela liberagdo de NO)), VEGF-B (Fator de Crescimento Endotelial Vascular
B) (Angiogénese embriondria), VEGF-C (Fator de Crescimento Endotelial Vascular C)
(Linfangiogénese), VEGF-D (Fator de Crescimento Endotelial Vascular D)
(Linfangiogénese ao redor dos bronquiolos pulmonares) e PLGF (do inglés Placental

Growth Factor) (83) (Figura 6).
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Figura 6. As cinco isoformas de VEGF e seus efeitos bioldgicos na proliferagdao, migracao,

sobrevivéncia e angiogenese. Retirado de LI et al (83)

O VEGF apresenta 5 isoformas, e estimula a migracido e proliferacdo de células

endoteliais de artérias, veias e microvasos. Promove, também, a degradacio balanceada da

matriz extracelular ao redor dos brotos endoteliais e aumenta a permeabilidade de vénulas

as proteinas circulantes, incluindo fibrinogénio, o que facilita a deposi¢do perivascular de

fibrina, que ird potencializar a angiogénese (82). Também por induzir o 6xido nitrico, pode

medir a vasodilatacdo e aumento de fluxo sanguineo que precedem a angiogénese, estando,

dessas formas, envolvido na progressdao tumoral/metastatica (82).
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Um dos mais potentes agentes angiogénicos conhecidos ¢ o VEGF-A. Trata-se de
uma glicoproteina dimérica com peso de 36-46 KDa que age promovendo angiogénese e
aumento da permeabilidade vascular. Como o primeiro VEGF a ser descoberto foi o
VEGF-A, na ocasido foi denominado apenas VEGF. Diante deste fato, designaremos o
VEGF-A como VEGF apenas. VEGF € uma potente citocina responsavel pelo aumento da
permeabilidade vascular e vem sendoo foconas pesquisas da angiogénese de
tumores, sendo essencial para o crescimento de tumores e, acredita-se de metdstases.
Tem se demonstrado que muitos tumores expressam o VEGF e que ele tem um papel
critico no desenvolvimento e manutencdo de rede vascular de tumores que, por sua vez,
promove crescimento € metastase tumoral .

Tem se demonstrado que muitos tumores expressam o VEGF, inclusive o CDT (84-
85) e que ele tem um papel critico no desenvolvimento e manutencio de rede vascular de
tumores que, por sua vez, promove crescimento e metdstase tumoral. Vesely et al (85)
descreveram a quantificacdo de fatores de crescimento como VEGF em soro de pacientes
portadores de CDT através de kits de ELISA (do inglés Enzyme-linked immunosorbent
assay). Em trabalho recente, Yu et al (84) demonstraram que os pacientes portadores de
Carcinoma Papilifero da tiréide possuiam niveis séricos da proteina VEGF mais elevados
quando comparados a pacientes portadores de doengas benignas da tirdide. Neste mesmo
estudo, a presenca de niveis mais elevados de VEGF e VEGF-C foi relacionada com
varidveis de pior progndstico ao paciente, como metdstases linfonodais e a distancia,
sugerindo que a proteina VEGF pode vir a ser utilizada como marcador de diagndstico e
também de prognéstico. Dessa forma, a expressdo de VEGF pode se mostrar um bom

marcador de progndstico de pacientes portadores de CDT. Como os tumores tiroidianos
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produzem metdstases em vias linfaticas, elegemos também VEGF-C como alvo de estudo,

pro estar ligado a linfangiogénese.

22



2- OBJETIVOS
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2.1 Objetivo Geral

e Obter marcadores de malignidade para os nddulos da tirdide.

2.2 Objetivos especificos
Estudar a aplicabilidade clinica da identificacio de alguns marcadores de
malignidade como:
1. A mutagdo de BRAF em células tiroidianas circulantes
A expressao de TPO em sangue periférico
Os niveis séricos de GAL-3
Os niveis séricos de VEGF

Os niveis séricos de VEGF-C

A T

Comparar os dados obtidos com varidveis clinico-patologicas
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3- MATERIAIS E METODOS
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Este estudo foi desenvolvido no Laboratério de Genética Molecular do Céncer
(GEMOCA) da Faculdade de Ciéncias Medicas (FCM) /Universidade Estadual de
Campinas (UNICAMP) e no Laboratério de Investigacdo em Metabolismo e Diabetes
(Limed) da UNICAMP, com a colaboracio do Servigo de Medicina Nuclear do Hospital da
Clinicas (HC-UNICAMP), Hemocentro-UNICAMP e Hospital de Cancer de Barretos

(HCB)

3.1. Casuistica

A casuistica alcancada neste estudo foi composta de: 165 pacientes com CDT
(vindos da UNICAMP e do HCB), 31 pacientes com nddulos Benignos - Bécios (HCB) e
216 controles (UNICAMP). Dentro do grupo maligno, encontramos diferentes variantes,

que estdo detalhadas na tabela 1.

Tabela 1. Descritiva dos tipos histolégicos dos casos malignos (CDT) incluidos no estudo.

Tipos histolégicos N Porcentagem (%)
Cancer Papilifero (CP) 139 84,25
Microcarcinoma Papilifero 7 4,24
(MCP)
Cancer Folicular (CF) 19 11,51
Total 165 100
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3.1.1 Pacientes com CDT

Obtivemos sangue periférico e dados clinicos e anatomopatologicos de 165
pacientes, provenientes do HCB e também do Servigo de Medicina Nuclear da UNICAMP,
sob coordenacdo do Dr. André Lopes Carvalho e Dra Elba C. S. C. Etchebehere,
respectivamente, colaboradores deste projeto. Estes individuos assinaram Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido conforme determinado pelos Comités de Etica da
FCM/UNICAMP e do HCB, os quais aprovaram o presente projeto, com o0s numeros
705/2008 na UNICAMP e 233/2009 no HCB. Para selecio deste grupo, foram

considerados fatores de inclusio:

- Para os casos recém diagnosticados: possuir nddulo tiroidiano que posteriormente deveria

ter anatomopatoldgico de malignidade (este dado foi adquirido pés cirurgia, no prontudrio)

- Para os casos vindos do Servico de Medicina Nuclear: possuir historico de nédulo
tiroidiano com evidéncias de doenca ativa a época da coleta (Tiroglobulina elevada acima

de 2mg/ml, indica¢do de Radioiodoterapia (RIT).

Desta forma, o sangue foi coletado: Para os pacientes recém diagnosticados a época da
cirurgia, quando estes tinham indicio de doencga e possiveis células circulantes. Para os
pacientes que estavam com doenga recidivada, o sangue dos mesmos foi coletado em sua

ida ao Servico de Medicina Nuclear, quando iam receber a RIT.
Pacientes com histérico de outras malignidades foram excluidos deste estudo.

Todos estes pacientes seguem um protocolo padrio de conduta implantado no
Ambulatério, e possuem prontudrios nos quais constam, além de dados de identificagdo,

idade ao diagnéstico, sexo, etnia, dados clinicos pré-cirtrgicos, dieta, tabagismo, uso de
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medicamentos e drogas, exames realizados (ultra-som, pesquisa de corpo inteiro com
10do131, bidpsia aspirativa), dados referentes a cirurgia e do exame anatomopatolégico
(medida do tumor, tipo histolégico, grau de diferenciacdo e presenca de linfonodos
metastaticos).
3.1.1.1 Seguimento
Os pacientes com cancer foram acompanhados com pesquisa periddica de corpo
inteiro com iodol131, TSH sérico e medidas de tiroglobulina (Tg) de acordo com o

protocolo de seguimento delineado na figura 7.

Figura 7. Protocolo de seguimento dos pacientes no ambulatério de Cancer da Tiredide

Tireoidectomia total

6-8 semanas (sem L-tiroxina)
PCI 131

TSH/TG / ACTG

|
| |

| Restos locais | | Metastase p/ Linfonodos ou a distancia |

I

| RIT 131 ablativa } | { RIT 131] terapéutica |
| Reposicao T4 (supressao TSH) |
TG < 1,0 I TG > 1,0 —' investigacao |

]
| PCI 1 ano + TG (sem supressdo TSH) + USG cervical|

I

] TG > 5,0

[ 20<T6<5 |
|
| Seguimento TG/ACTG/TSH | ] Investigagio —— | RIT
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Este  protocolo também incluiu Raio-X, ultrassonografia, tomografia
computadorizada e outros procedimentos para detectar metdstase a distancia. Pacientes com
valores de tireoglobulina >0,2mg/dl e/ou pesquisas de corpo inteiro suspeitas, foram
submetidos a uma busca através de exames de imagens. N6s definimos os tumores como
recorrentes e/ou apresentando metéstases a longa distancia de acordo com os parametros

acima.

3.1.2 Pacientes com N6dulos Benignos

Obtivemos sangue periférico e dados clinicos e anatomopatoldgicos de 31 pacientes,
provenientes do HCB, sob coordenacdo do Dr. André Lopes Carvalho. Os individuos
assinaram Termo de Consentimento Livre e Esclarecido conforme determinado pelo
Comité de Etica do HCB, que aprovou o presente projeto com os nimeros 705/2008 na
UNICAMP e 233/2009 no HCB. Para selecionarmos os pacientes deste grupo,
identificamos em seus prontudrios a presenca de tumores benignos da glandula tirdide

comprovados através de exame citoldgico e/ou confirmados por exame histoldgico.

3.1.3 Individuos controle

Obtivemos sangue periférico de 217 voluntdrios que foram selecionados de forma a
se parearem com OS casos em sexo, idade e etnia, provenientes do Hemocentro da
UNICAMP e do Laboratério Limed, sob coordenagdo do Dr. Marcelo Addas e Dr Bruno
Geloneze, respectivamente, e parentes ou acompanhantes dos pacientes. Os individuos
controle assinaram Termo de Consentimento Livre e Esclarecido conforme determinado

pelo Comité de Etica da FCM/UNICAMP, o qual aprovou este projeto de nimero
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705/2008. Nestes individuos foi aplicado um extenso questiondrio incluindo habitos de
vida, tabagismo, uso de medicamentos e/ou drogas, etilismo, histérico de doencas na
familia. Foram excluidos deste grupo pacientes que apresentassem hipo/hipertiroidismo ou

historico de ndédulos tiroidianos na familia.

3.2 Metodologia

3.2.1 Estudo do Gene BRAF

No Laboratério GEMOCA, as amostras foram armazenadas em geladeira, até a
realizacdo da extracdo de DNA (Acido Desoxirribonucléico) gendmico (até trés dias apds
coleta) de leucdcitos periféricos através do método fenol-cloroférmio adaptado pelo nosso
grupo e ja bem estabelecido em nosso laboratério. Apds uma semana, o DNA extraido foi
quantificado por espectofotometria, para verificar sua concentracao.

Como tivemos problemas na identificacdo da mutagdo no DNA gendmico, também
extraimos o RNA dos leucdcitos e o transformamos em cDNA para estudo da mutagao por
PCR-RFLP (Polimorfismo do Tamanho do Fragmento de Restri¢do).

O DNA/cDNA obtido foi amplificado pela Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR)
para o gene BRAF, na regidao da mutacdo V600E. O produto desta PCR foi submetido a
uma eletroforese em gel de agarose 2%, para a visualizacdo do gel, que foi corado em

brometo de etidio, e visualizado com auxilio da luz ultravioleta (UV).
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Ap0s a andlise do gel, o produto da PCR foi submetido a uma restricdo enzimdtica
(RFLP). A visualizacdo do produto da restricdo se deu através de eletroforese com gel de
poliacrilamida 6%, também corado com brometo de etidio, e visualizado com o auxilio da

luz UV.

3.2.1.1 Extracao de DNA de leucécitos

A extragdo de sangue periférico foi iniciada pela lise de hemdcias, utilizando
tampao de lise de hemdcias e posterior lise de leucdcitos com respectivo tampao de lise de
leucécitos e SDS (Dodecil Sulfato de Sédio) seguindo-se incubagdo a 37°C durante 30
minutos. Seguiu-se a extragdo com protocolo de fenol-cloroférmio adaptado pelo nosso
grupo hd anos. Os produtos de extragdo obtidos pelos procedimentos de extracdo foram

avaliados e quantificados com o auxilio de espectrofotometria.

3.2.1.2 Extracio de RNA de sangue periférico

Foi feita extracio de RNA (Acido Ribonucléico) total das culturas de hepatdcitos
isolados, segundo método do reagente Trizol (Invitrogen Corporation, CA, USA). Para a
producio do cDNA, utilizamos o kit RevertAid™ Premium First Strand cDNA Synthesis

Kit (Fermentas, CA, USA), sendo a concentracdo final do cDNA de 100ng/uL.

3.2.1.3 Reacao em Cadeia da Polimerase (PCR) para o gene BRAF
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A Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) fo1 realizada utilizando-se os reagentes
detalhados na tabela 2 e as seguintes seqiiéncias de primers:
sense 5’- GCTTGCTCTGATTGAGGGAAAA -3’
antisense 5’- GATACTCAGCAGCATCTCAGG -3’.

As condicdes da PCR foram: denaturacio inicial a 94°C por dois minutos, seguidos
por mais trinta e cinco de trés passos: denaturacdo a 94°C por trinta segundos, anelamento a
60°C por cinquenta segundos e extensdo a 72°C por 40 segundos. Finalizados os trinta e
cinco ciclos, hd um periodo de extensdo final de 10 minutos e entdo o termociclador entra
na temperatura de 4°C eternamente, até que os produtos da PCR (que deverdo ter 224 pb)
sejam retirados da maquina e levados a geladeira até o momento em que serdo submetidos a
eletroforese em gel de agarose 2% (Figura 8) para checar se houve amplificacdo do

fragmento desejado de DNA.

300 pb 224pb

200 [0]6,
100 pb

Figura 8. Gel de agarose 2% mostrando a amplificacdo da regido de interesse do gene

BRAF

32



Tabela 2. Reagentes usados na reagdo de PCR para BRAF

Reagentes Volume utilizado
10 X PCR Buffer 5,0uL
Agua miliq 15,0uL
MgCl, 0,5uL
dAtp, dCtp, dGtp, dTtp 1,0uL
Primer sense 1,0uL
Primer anti sense 1,0uL
Taq DNA  Polymerase 0,5uL
DNA gendmico 1,0uL

3.2.1.4 Restricao Enzimatica do Gene BRAF

Os produtos de PCR que foram amplificados foram submetidos a a¢do da enzima de
restricdo TspRI (New England Biolabs, INC). Esta enzima reconhece um sitio que esta
presente nos individuos de genétipo selvagem. Quando ndo hd mutagdo, ha clivagem do
fragmento da PCR, resultando em 2 fragmentos visiveis, um de 124pb e outro de 87pb

(Figura 5). H4, ainda, um terceiro fragmento que ndo € visualizado no gel devido a seu
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tamanho muito pequeno (13pb). Os individuos portadores de mutacdo devem apresentar a
banda sem clivagem (224pb) (Figura 9). A leitura dos resultados se fez apos coloragdo do
gel em brometo de etidio e submiss@o a iluminagao ultravioleta para visualizagao.

Tabela 3. Reagentes usados na reacao de Restricio Enzimatica para BRAF

Reagentes Volume utilizado
NE Buffer 1,0uL
BSA 1,0uL
Enzima TspRI 0,8uL
Produto da PCR 10,0ul

e — 224 bp

e LI I ™ . 154bp

f ,
el B8 — 87bp

Figura 9. Gel de restri¢do do gene BRAF, evidenciando individuos de gendtipo selvagem

(bandas de 124pb e 87 pb) e individuos mutados (224pb)
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3.2.2 PCR quantitativo (JQPCR) (Real Time PCR) para analise da expressao do Gene

TPO

3.2.2.1 Extracio de RNA de sangue periférico

Foi feita extracdo de RNA total do aglomerado de leucdcitos, segundo método do
reagente Trizol (Invitrogen Corporation, CA, USA). Para a produgdo do cDNA, utilizamos
o kit High Capacity cDNA Reverse Transcription Kit (Applied Biosystems, Foster City,
CA, USA), sendo a concentracao final do cDNA de 3,0 pg. Este cDNA foi diluido segundo
a concentracao necessdria para a amplificagdo eficiente de cada gene, sendo esta eficiéncia

verificada segundo método descrito abaixo.

3.2.2.2 Reacoes de PCR quantitativa (QRT-PCR)

As reacdes de PCR em tempo real foram realizadas utilizando-se o sistema
TagManTM (Applied Biosystems), que € constituido por um par de primers € uma sonda
marcada com um fluoréforo. Para o gene TPO utilizamos respectivamente os seguintes
assay (TagManTM - Applied Biosystems) Hs00892519_m1. Os genes GAPDH (do inglés
glyceraldehyde 3- phosphate dehydrogenase) e p-actina (TagManTM - Applied

Biosystems), Hs03929097_gl1 e Hs99999903_m1 respectivamente, foi escolhido como
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controle endogeno da reacdo, os quais servem para normalizar a expressdo do gene de
interesse nas diferentes amostras. As sondas GAPDH e f-actina estdo marcadas com o
fluor6foro FAM, assim como os primers para o alvo estd marcado com o fluoréforo FAM.
Antes de se iniciarem os experimentos de quantificacdo relativa da expressdo de
qualquer gene, realizamos a validacdo do sistema gene alvo com os controles end6genos.
As eficiéncias de amplificacdo dos genes devem estar proximas a 100%. Esse passo é
essencial para que o controle endégeno possa ser utilizado para normalizar os valores de

expressao relativa do gene de interesse.

3.2.2.3- Validacao da eficiéncia dos genes de interesse

A validagdo consistiu na amplificacdo, tanto com os primers dos genes de interesse
quanto com o do controle endégeno, dos cDNAs de triplicatas de concentracdes diferentes
(diluigdes seriadas) de uma amostra escolhida aleatoriamente. Em seguida, foi construida
uma curva padrio a partir do logaritmo da concentracdo das amostras pelo Ct [Threshold
Cycle: ciclo em que cada curva de amplificacdo atravessa o limiar de deteccio (Threshold),
o qual é definido arbitrariamente]. Nessa curva, foram obtidos os valores da inclinagdo
(slope) da curva e da confiabilidade das réplicas (R2). Dessa forma, a eficiéncia do um
sistema foi calculada através da férmula: E = 107"°P-1. Para a placa de valida¢do do
gene, foram feitas triplicatas de uma amostra de cDNA em 7 concentragdes diferentes
(dilui¢des seriadas de 2x).

Ap6s o cdlculo das eficiéncias de amplificacdo de cada gene de interesse e do

controle endégeno, foi construido um gréfico de dispersdo, o qual tem por finalidade definir
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qual € a amplitude de concentragdes para as quais o sistema € eficiente. Para a construgao
do grafico, foram utilizados os mesmos valores de logaritmo da concentracdo das amostras
no eixo X e a diferenca entre as médias dos Cts dos controles endogenos e as médias dos
Cts do gene de interesse para cada concentragdo no eixo Y. A seguir, obteve-se uma linha
de tendéncia para estes valores, a qual possui uma equacdo de reta na qual € possivel
verificar o valor da inclinagc@o desta reta. Para que um sistema seja considerado eficiente, o
valor da inclinagdao deve ser menor que 0,1 (quanto mais proximo de zero for este valor,
menor € a inclinagio da curva e, portanto, mais constante ¢ a diferenca entre as médias dos
Cts do gene de interesse e do controle enddgeno). Os pontos no grafico, correspondentes as
concentragdes, que estiverem mais préoximos a linha de tendéncia sdo considerados
validados (o sistema tem 100% de eficiéncia nestas concentragdes).

Para a quantificagdo relativa dos genes em estudo, as reagdes de PCR em tempo
real foram realizadas em triplicata a partir de: 6,25pL de TagMan Universal PCR Master
Mix (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) 2x, 0,625uL da solug¢do de primers e
sonda, 1,625uL de dgua e 4,0uL de ¢cDNA (na concentracdo adequada indicada pela
validac¢do), sendo que no controle negativo, foi adicionado 4,0 pl de dgua ao invés do
cDNA. As condi¢des de ciclagem utilizadas foram: 50°C por 2 minutos, 95°C por 10
minutos e 40 ciclos de 95°C por 15 segundos e 60°C por 1 minuto. A expressdo génica foi
avaliada em células tratadas com dcidos graxos saturados, tratadas com &cido graxo
insaturado, além dos controles negativos e dos veiculos. Os valores da expressdo génica
relativa foram obtidos pela andlise dos resultados no programa 7500 System SDS Software
(Applied Biosystems, Foster City, CA, USA). No programa BioEstat 3.0 foram realizados
os testes estatisticos two-way ANOVA com replicagdo (andlise de variancia) e Kruskal-

Wallis para verificar se havia diferencga significativa na expressao do gene de interesse.
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3.2.3 Enzyme Linked Immunosorbent Assay (ELISA)

Para o estudo das proteinas VEGF, VEGF-C, Galectina-3, Adiponectina e Leptina,
utilizamos a técnica de ELISA, que se baseia na interacdo anticorpo-antigeno. Esta
interacdo produz uma fluorescéncia na presenga de um substrato, fazendo com que seja
possivel que a leitora capte a quantidade de coloracdo emitida e, assim, consiga
“quantificar” a proteina desejada.

As dosagens das adipocinas estudadas foram realizadas no Laboratério Limed, sob
coordenac¢do do Prof Dr Bruno Geloneze, no Gastrocentro da UNICAMP. A concentragao
plasmdtica de Gal-3, VEGF e VEGF-C foram determinadas através do método ELISA
colorimétrico, seguindo as especificacOes correspondentes aos Kits ( Bender MedSystems
para Gal-3 e R&D System para as demais). Todos os reagentes necessdrios para a

realizagdo das dosagens foram deixados em temperatura ambiente antes de usa-los.

3.2.3.1 Protocolo Geral ELISA

O protocolo geral ELISA foi muito similar ao utilizado para todas as proteinas:

Foi adicionado 100uL das amostras ou padrdes no reagente diluente, ou diluente
apropriado, por poco, cobrindo com filme e encubando por 2 horas em temperatura
ambiente. ApOs essa etapa a placa foi aspirada e lavada novamente. No préximo passo foi
adicionado 100uL de solucdo substrato em cada poco, encubando a placa por 20 minutos
em temperatura ambiente protegida da luz. Posteriormente, adicionou 50uL de solugdo stop
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em cada poco e movimentou levemente a placa para garantir mixagem. Foi determinada a

densidade optica de cada poco imediatamente usando o leitor da microplaca.

3.2.4 Analise Estatistica

Os dados foram tabulados em planilhas para andlise descritiva em tabelas de freqiiéncias
para varidveis categdricas e medidas de posicdo e dispersdo para varidveis continuas. As
andlises estatisticas foram realizadas utilizando o programa SPSS. Para verificar associa¢io
ou comparar propor¢des foi usado o teste X2 ou teste exato de Fisher, quando necessério.
Para a comparacdo de medidas continuas ou ordendveis entre dois grupos foi utilizado o
teste de Mann-Whitney e entre trés ou mais grupos o teste de Kruskal-Wallis. Para verificar
associacdo linear entre as varidveis foi utilizado o coeficiente de Spearman. J4 para o
estabelecimento de valores de corte dos testes comparativos, foi utilizada uma curva ROC
(reciver operating characteristics), que mostrou os pontos de sensibilidade/especificidade.

O nivel de significancia adotado para todos os testes estatisticos foi de 5%.
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4 - RESULTADOS
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4.1 Gene BRAF

Para investigar a presenca da mutacio V60OE de BRAF em células tiroidianas
circulantes de CP, inicialmente extraimos DNA do sangue periférico de 100 pacientes. A
mutacdo foi analisada através da técnica de PCR-RFLP. Os 100 pacientes apresentaram
resultados de restricdo condizentes com o padriao selvagem do gene BRAF (uma banda de
124 pb, uma de 87 pb e outra de 13 pb) no material obtido de sangue periférico.

Para confirmar a funcionalidade da enzima de restri¢do, testamo-la em 10 tumores,
em busca de algum que tivesse a mutac¢ao, que € um evento relativamente comum no cancer
de tirdide (cerca de 40% dos casos, segundo a literatura). Entre os dez tumores analisados,
encontramos quatro mutantes heterozigotos (bandas de 211 pb, 124 pb, 87 pb e 13pb) para
V600E, confirmando que a enzima de restri¢do estava em bom estado e funcionante.

Decidimos entdo, testar a identificacio da mutacdo em cDNA resultante do RNA
extraido de sangue periférico dos pacientes. Porém, de 100 casos que foram genotipados,

nao encontramos nenhum que fosse positivo para a mutacdo de BRAF

4.2 TPO

Nao conseguimos encontrar expressio de TPO em sangue periférico. Nao houve

amplificacdo do ensaio em RNAm de sangue periférico. Embora tenhamos testado
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diferentes concentragdes e diferentes fatores de dilui¢do, ndo foi possivel validar a curva
para TPO em sangue periférico.

Realizamos teste com o ensaio em tumores de tiréide onde obtivemos amplificacdo,
como pode-se ver na Figuras 10 e 11, o que nos indicou que o ensaio realmente funcionava,

embora ndo houvesse expressdao do gene em sangue periférico.
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Figura 11. Curvas de amplificacdo do controle endégeno GAPDH e de TPO em tumores

tiroidianos, indicando que houve amplificagdo de ambos os genes.
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4.3 Galectina-3

Esta proteina foi dosada em 85 pacientes com CDT. Dentre eles, 69 eram CP, 5 eram
MCP e 11 CF. Foram analisados, ainda, 14 pacientes portadores de Bdcio com e sem
hiperplasia nodular associada. Para comparagdo, foram analisados também 137 individuos
controles sauddveis.

Pacientes com CDT apresentaram dosagens mais baixas de Galectina-3 (média: 1,77
ng/mL, mediana: 1,30 ng/mL) quando comparados a pacientes com nddulos benignos
(média: 2,12 ng/mL, mediana: 1,38 ng/mL) e controles (média: 2,02 ng/mL, mediana: 1,71
ng/mL). A curva ROC (Figura 13) nio apresentou nenhum ponto de alta especificidade e
sensibilidade, sendo que para o valor de 1,29 ng/mL (melhor ponto na ROC) como ponto de
corte (grupo cancer menor ou igual a 1,29 ng/mL e benignos maior que isso), encontramos
uma sensibilidade de 50%, especificidade de 68%, Valor Preditivo Positivo de 89% e Valor
Preditivo Negativo de 20%. Nao encontramos correlagdo entre os niveis de expressdao de
Galectina-3 e idade (p=0.317), sexo (p=0.471) ou etnia (p=0.8976).

No entanto, os niveis de expressdo de Galectina-3 diferiam nos individuos com CDT,
nédulos benignos e controles (Kruskal-Wallis, p=0.005). Os niveis de expressdo de
Galectina-3 distinguia o grupo com CDT do grupo controle (Mann Whitney, p=0.002)., No
entanto, ndo pudemos encontrar diferenca entre as expressdes protéicas dos grupos de
nédulos benignos e controles (Mann-Whitney, p=0.197), assim como entre pacientes com
CDT e com nédulos Benignos (Mann-Whitney, p=0.884) (Figura 12). A expressao de Gal-3

também ndo serviu para diferenciar CPs de CFs (Mann-Whitney, p=0.7961). Nao
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encontramos relacdo entre os niveis de tiroglobulina sérica acima ou abaixo de 2 IU/mL e as
dosagens de Galectina-3 (p=0.746).

Dentro do grupo de malignos, houve correlagdo entre a dosagem de galectina e a
presenca/auséncia de multifocalidade do tumor, j4 que os tumores multifocais tinham
médias menores de galectina (1,59 ng/mL) que os ndo multifocais (1,84 ng/mL; Mann-
Whitney, p=0.035). Quando dividimos os tumores em maiores que 2,0 cm ou
menores/iguais a 2,0 cm, ndo houve diferenca estatistica entre os grupos (Mann-Whitney,
p=0.279). Na comparagdo de Anticorpos Anti-Tiroglobulina positivos ou negativos,
encontramos diferenca entre os grupos sendo que os pacientes com anticorpos positivos
possuiam menores médias (1,62 ng/mL) que os negativos (1,97 ng/mL; Mann-Whitney,
p=0.001). Houve, ainda, diferenca significativa entre as médias dos pacientes que estavam
em Hipertiroidismo, Eutiroidismo e Hipotiroidismo (Kruskal-Wallis, p=0.003), sendo que
ndo havia diferenca entre as médias dos Hipertirédeos (1,93 ng/mL) em relacdo aos
Eutirédeos (1,58 ng/mL) (Mann-Whitney, p=0.132), nem dos Hopotirédeos (1,19 ng/mL)
em relacdo aos Eutirédeos (Mann-Whitney, p=0.210), mas houve diferenca entre as
dosagens nos Hipotirddeos quando comparados aos Hipertirédeos (Mann-Whitney,

p=0.001).
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Figura 13. Curva ROC apresentando os pontos de especificidade e sensibilidade da dosagem

de Gal-3.

4.4 VEGF

Esta proteina foi dosada em 124 pacientes com CDT. Dentre eles, 105 possuiam CP, 7
MCP e 12 CF. Foram analisados, ainda 21 pacientes portadores de Bd6cio com e sem

hiperplasia nodular associada. Para comparagdo foram analisados, também, 171 individuos

controles saudaveis.
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Os pacientes com CDT apresentaram niveis de VEGF sérica mais baixos (média:
231,55 pg/mL, mediana: 193,18 pg/mL) quando comparados a pacientes com nddulos
benignos (média: 433,05 pg/mL, mediana 301,73 pg/mL) e controles (média: 309,87 pg/mL,
mediana 227,93 pg/mL) (Figura 14). Para verificar a utilidade clinica desta expressio
diferencial de VEGF na distincdo de malignidade, utilizamos o teste de Mann-Whitney. A
expressdo de VEGF pode diferenciar os pacientes com CDT de pacientes com nddulos
benignos (Mann-Whitney, p=0.041), assim como pdde diferenciar os pacientes com CDT
dos controles (Mann-Whitney, p=0.015). Quando fragmentamos o grupo de CDT em CP e
CF, ndo foi possivel diferenciar os ndédulos malignos dos outros grupos (Kruskal-Wallis,
p=0.577) e nem mesmo dentro do grupo maligno os CP dos CF (Mann-Whitney, p=0.098).
A expressdo de VEGF tampouco se mostrou util na diferenciacdo de ndédulos benignos
quando comparada ados controles (p=0.255). Nao houve relacdo entre os niveis de
tiroglobulina sérica (acima/abaixo de 2 IU/mL) e as dosagens de VEGF (Mann-Whitney,
p=0.860).

Dentro do grupo de malignos, ndo houve correlacio das médias das dosagens com
presenca/auséncia de multifocalidade do tumor (Mann-Whitney, p=0.378). Quando
dividimos os tumores em maiores que 2,0 cm ou menores/iguais a 2,0 cm, ndo houve
diferenca estatistica entre os grupos (Mann-Whitney, p=0.813). Na comparacdo de
Anticorpos Anti-Tiroglobulina positivos ou negativos, encontramos diferenca entre os
grupos (Mann-Whitney, p=0.042), sendo que os pacientes com anticorpos positivos
possuiam maiores médias (246,80 pg/mL) que os negativos (209,67 pg/mL). Nao houve
diferenca significativa entre as médias dos pacientes que estavam em Hipertiroidismo,

Eutiroidismo e Hipotiroidismo (Kruskal-Wallis, p=0.214).
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A curva ROC (Figura 15) ndo apresentou nenhum ponto de alta especificidade e
sensibilidade. Quando estabelecemos 193,18 pg/mL, que é o ponto mediano na ROC como
ponto de corte, encontramos uma sensibilidade de 4,8% (0,048), Especificidade de 82,3
(0,832) , Valor Preditivo Positivo de 83% (0,836) e Valor Preditivo Negativo de 4,3%
(0,043) para o diagnéstico de malignidade. Nao encontramos correlagio entre a dosagem de

VEGEF sérica e idade (p=0.098), sexo (p=0.964) ou etnia (p=0.6511).
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Figura 14. Box plot mostrando os valores de expressdao de VEGF em soro de Pacientes

portadores de CP, CF, N6dulos Benignos e Individuos Controles.
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Figura 15. Curva ROC apresentando os pontos de especificidade e sensibilidade da dosagem

de VEGF.

4.5 VEGF-C

Esta proteina foi dosada em 99 pacientes com CDT. Dentre eles, 82 possuiam CP, 7

MCP e 6 CF. Foram analisados ainda 18 pacientes portadores de Bdcio-hiperplasia e 153

individuos controles saudaveis.
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Os pacientes com CDT apresentaram niveis de VEGF-C sérica mais baixos (média:
13,78 ng/mL, mediana: 9,71 ng/mL) do que os pacientes com ndédulos benignos (média
24,62 ng/mL, mediana: 10,12 ng/mL), porém seus niveis eram mais elevados do que os dos
individuos controles (média: 14,47 ng/mL, mediana: 7,44 ng/mL) (Figura 16). Assim, os
niveis de VEGF-C distinguem pacientes com nddulos benignos, malignos e controles
(Kruskal-Wallis, p=0.025). Os pacientes com CDT se distinguem dos controles (Mann-
Whitney, p=0,046), porém ndo se distinguem dos nddulos benignos (Mann-Whitney,
p=0.242). Por sua vez, os nddulos benignos diferem dos Controles (Mann-Whitney,
p=0.027). Nao encontramos diferencas dentro do grupo de malignos (Kruskal-Wallis,
p=0.060). Nao houve, ainda, correla¢io entre os niveis de VEGF-C sérica e idade (p=0.412),
sexo (p=0.535) e etnia p=(0.6554). Também ndo houve relacdo entre os valores encontrados
para VGF-C e as dosagens de tiroglobulina sérica maiores/menores que 2 IU/mL (p=0.304)

Dentro do grupo de malignos, ndo houve correlacdo das médias das dosagens com
presenga/auséncia de multifocalidade do tumor (Mann-Whitney, p=0.868). Mas, quando
dividimos os tumores em maiores que 2,0 cm ou menores/iguais a 2,0 cm, houve diferenca
entre os grupos, sendo que os pacientes com tumores menores/iguais a 2,0 cm possuiam
maiores medias de expressdo de VEGF-C (16,49 ng/mL) quando comparados aos pacientes
com tumores maiores (12,02 ng/mL; Mann-Whitney, p=0.028). Na comparacdo de
Anticorpos Anti-Tiroglobulina positivos ou negativos, ndo encontramos diferenca entre os
grupos (Mann-Whitney, p=0.352). Nao houve diferenca significativa entre as médias dos
pacientes que estavam em Hipertiroidismo, Eutiroidismo e Hipotiroidismo (Kruskal-Wallis,
p=0.061).

A curva ROC (Figura 17) ndo apresentou nenhum ponto de alta especificidade e

sensibilidade. Quando estabelecemos 7,2 ng/mL, que € o ponto mediano na ROC como
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ponto de corte, encontramos uma sensibilidade de 11,1%, Especificidade de 89,9, Valor
Preditivo Positivo de 84,8% e Valor Preditivo Negativo de 16,7% para o diagnostico de
malignidade. Ndo encontramos correlacdo entre a dosagem de VEGF-C sérica e idade

(p=0.087), sexo (p=0.154) ou etnia (p=0.897).
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Figura 16. Box plot mostrando os valores de expressdo de VGF-C em soro de Pacientes

portadores de CP, CF, N6dulos Benignos e Individuos Controles.
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Figura 17. Curva ROC apresentando os pontos de especificidade e sensibilidade da dosagem

de VEGF-C.
4.6 Combinacio de Gal-3, VEGF e VEGF-C
Quando analisamos as trés proteinas: Gal-3, VEGF e VEGF-C em conjunto e tracamos

destas uma curva ROC (Figura 18), encontramos que, estes marcadores, quando analisados

em conjunto, apresentaram um Valor Preditivo Positivo razodvel, de 89,5%, porém o Valor

Preditivo Negativo foi baixo: 27,0%.
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Figura 18. Curva ROC apresentando os pontos de especificidade e sensibilidade da andlise

dos trés marcadores em conjunto.
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5 - DISCUSSAO
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Identificar marcadores de malignidade em pacientes com nddulos de tirdide €
essencial frente a grande prevaléncia desta condi¢do na populacdo. Embora os métodos
atualmente empregados, baseados na descricdo ultrasonogrifica e na citologia sejam
bastante eficazes, sdo métodos relativamente custosos e invasivos, ndo aplicdveis em nivel
de saude publica. Assim, impde-se a descoberta de novos métodos de rastreamento de
malignidade, cuja realizacdo seja facil e pratica. Marcadores séricos seriam ideais para esta

situacdo.

A identificacdo da mutacdo de BRAF poderia ser interessante. Nosso grupo
demonstrou que a maior expressdo de BRAF em tumores pode ser fator indicador de pior
prognostico. Infelizmente, ndo foi possivel identificar tal mutacio em DNA extraido de
leucdcitos, pois todos os pacientes apareciam com o genoétipo selvagem, ao contrdrio dos
relatos da literatura que demonstram a mutagdo em cerca de 40% dos carcinomas
papiliferos (86). Como a mutacdo € somadtica, optamos entdo, por analisar o cDNA do
sangue periférico destes pacientes. Assim, estariamos apenas analisando o RNA de células
que estdao expressando BRAF e, portanto, possuem maior chance de apresentar a mutacgao.
Ap6s andlise de 100 pacientes, ndo encontramos nenhum caso com mutagdo. Tal fato pode
ter ocorrido devido a sensibilidade pequena de nossa extragcdo de RNA que pode ndo estar
selecionando células tiroidianas em ndmero suficiente para terem seu RNA extraido ou
entdo pela técnica de PCR-RFLP que pode também nao estar sensivel suficientemente para
identificar a mutacdo. Ha referéncias em literatura de que a mutagdo VO60OE pode ser
detectada em DNA extraido de sangue periférico (87-88). O estudo de Chuang (87) refere
extracdo de DNA a partir do soro dos pacientes, técnica ndo utilizada neste estudo, e a

deteccdo da mutacdo foi realizada de outra forma (Reacdo em Cadeia da Gap-Ligase), o
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que pode ter influenciado na diferenca de resultados. J4 o estudo de Cradic (88), refere ter
realizado extracdo a partir de Kit pronto, porém, novamente a analise da mutacdo foi feita
de outra forma, tendo sido ultilizada PCR alelo-especifica. Esta técnica € mais proxima da
utilizada por nosso grupo, porém, ainda diferente, o que pode ter influenciado em nosso
insucesso na identificacdo das amostras. Embora a técnica utilizada tenha sido diferente,
como nossa técnica parece ser funcionante em tecidos tumorais, acreditamos que nao seja o
método de PCR-RFLP, mas a separacdo e a quantidade de células tiroidianas circulantes o

fator limitante do nosso estudo.

Também ndo fomos capazes de encontrar expressdo de TPO em RNAm de sangue
periférico de pacientes com CDT, nem nos com ndédulos benignos. Embora a literatura refira
ter encontrado expressdo deste gene em sangue periférico (37, 66), apds o teste com dois
diferentes ensaios certificados pela empresa comercializadora, ndo conseguimos demonstrar
expressdo deste gene em nossa populacdo. Roddiger et al (66) relataram ter encontrado a
expressao da TPO em sangue através da reacdo de RT-PCR. J4 Ishikawa et (37), em estudo
de 2008 demonstraram ter encontrado um maior ndmero de cOpias em pacientes com
maiores niveis de tiroglobulina sérica. Existe a possibilidade de que essa auséncia de
expressao possa ser causada, novamente, pelo nimero muito limitado de células que estdao
circulantes no CDT, o que teria feito com que a quantidade de material fosse muito
pequena/inadequada para a anélise.

Nossos dados sugerem que a dosagem de Galectina-3 sérica ndo é um bom teste
diagnéstico para o CDT embora consiga diferenciar portadores de CDT de controles. Sua
especificidade e sensibilidade, além do Valor Preditivo Positivo e o Valor Preditivo

Negativo sdo baixos para distinguir malignidade entre os nédulos. Tampouco foi possivel
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correlacionar os niveis de Galectina-3 ao progndstico dos pacientes, uma vez que estes nao
foram seguidos por tempo suficiente a partir do evento inicial para serem considerados
livres de doenca ou entdo recidivados. Nossos resultados estdo em consonancia parcial com
o estudo de Saussez (69), que mostrava que os niveis de Galectina-3 poderiam ajudar a
diferenciar CPs. Porém, diferentemente deste grupo, nossos resultados ndo demonstram uma
diferenciacdo na expressao de nédulos benignos quando comparados a malignos, que seria o
principal foco do diagnéstico diferencial, mas podemos diferenciar os CDT quando os
comparamos a controles. Além disso, no estudo de Isic (81),, os autores demonstraram que a
expressdo de Gal-3 era diferente em controles quando comparada a diversos tipos de
nédulos. Nossos dados confirmam parcialmente esses resultados, demonstrando que entre
controles e CDT temos diferencas de médias, porém, em relacdo aos outros grupos, a
expressao de Gal-3 ndo foi capaz de diferenciar nédulos. Por outro lado, nossos resultados
mostram correlagdo entre estado hormonal e os niveis de Gal-3 e encontramos, ainda. niveis
de Gal-3 menores em pacientes com CDT multifocal do que nos unifocais, o que € inédito
na literatura. Nao ha atualmente, descricdo em literatura de interagdes entre caracteristicas
da tir6ide Gal-3, o que sugere que sdo necessdrios mais estudos para o entendimento destas
correlacoes.

Nossos dados sugerem que a expressdo de VEGF pode diferenciar nédulos benignos
de nédulos malignos, o que pode vir a ser ttil como marcador de diagndstico niao invasivo
de lesdes tiroidianas. Ndo podemos, todavia, afirmar que este seria um bom exame
diagndstico, uma vez que a sensibilidade do ensaio € baixa. Estes dados corroboram os
estudos de Yu (89) que mostraram que a expressdo de VEGF pode ser um marcador de
malignidade em tumores tiroidianos, sendo que suas médias de expressio podem

discriminar individuos com CP de individuos com nédulos benignos. Nossos achados nao
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nos permitiram diferenciar grupos entre os tumores malignos (CP x CF). Porém, ndo
possuimos tempo de seguimento suficiente para afirmar se os valores desta proteina podem,
também, delinear o prognéstico do paciente com CDT. Embora tenhamos comparado os
fatores clinico-patologicos com as dosagens de VEGF, ndo encontramos correlacdo desta
proteina com estes dados, o que indica que VEGF pode ndo ser um bom marcador para

evolucdo dos pacientes com ndédulos de tirdide.

Em relacio a proteina VEGF-C, embora haja descricdo de que esta estd
diferencialmente expressa em pacientes com fendtipo mais agressivo da doenca (90) e
também que pode discriminar pacientes com CP de pacientes com nddulos benignos,
nossos resultados ndo demonstram que esta proteina poderia diferenciar pacientes com
CDT de pacientes com nddulos benignos. dados demonstram, apenas que tumores menores
estariam expressando mais VEGF-C. Este dado ndo era esperado, uma vez que essa
proteina € classicamente relacionada a tumores maiores. Porém, em termos de progressao
tumoral, estes tumores poderiam estar expressando a proteina justamente para progredir,
crescer e invadir outros lugares. Devido ao tempo de acompanhamento relativamente curto,
nao pudemos relacionar VEGF-C ao prognéstico dos pacientes e ao aparecimento de

metastases.

Em relacdo a andlise conjunta dos trés marcadores (Gal-3, VEGF e VEGF-C),
encontramos um teste com valor preditivo positivo bastante razodvel e que, inclusive, muito
se assemelha ao que se usa atualmente como “padrdo ouro” de diagnéstico do CDT, que
sdo o exame de ultrassom e a PAAF. Um estudo de Papini et al (91) sugere que o US ndo
deveria ser utilizado como método diagndstico, uma vez que esse exame nao permite fazer

a diferenciacdo de nédulos benignos e malignos com precisdo, jd que a identificacdo de
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estruturas que poderiam diferenciar malignidade, como a presenca de margens irregulares
ou de calcificagdes, apresenta baixa sensibilidade por este método, sendo 64% e 40%,
respectivamente (91). J4 em relacio a PAAF, o valor preditivo positivo do teste, por
exemplo, € de 75%, sendo que as lesdes de padrao folicular ainda permanecem indefinidas
com a utilizagdo deste teste (92). Desta forma, embora nossos marcadores nao apresentem
resultados e valores muito superiores (Valor Preditivo Positivo: 89,5%), poderiam ser
auxiliares no diagnéstico de malignidade tiroidiana. Para que isto acontecesse, seria
necessario, ainda, avaliar se o custo-beneficio deste teste € aplicdvel. No que diz respeito ao
conforto para o paciente, sem dividas a coleta de sangue periférico € mais confortavel do
que a realizacdo da PAAF. Porém, em relacdo aos custos destes testes, que ainda nio estao
disponiveis para compra em larga escala, apenas para pesquisa, talvez estes testes
chegassem ao mercado com precos altos demais, que ndo fossem aplicdveis ao servigo de
saude publica, por exemplo. Deve-se considerar, ainda, que o Valor Preditivo Negativo
deste teste foi baixo (27%), o que nos faz refletir se sua aplicabilidade clinica € vidvel, uma
vez que ndo estarfamos identificando de forma adequada os individuos com nddulos

benignos.
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6 - RESUMO DOS ACHADOS
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Dentre os marcadores de malignidade para nddulos da tirdide estudados,

observamos que:

1.

A identificacdo da mutacdo de BRAF em células tiroidianas circulantes nio €
possivel com a metodologia por ndés empregada. Nao conseguimos identificar a
mutacdo de BRAF em DNA extraido de leucdcitos embora tal mutacido estivesse

presente em 4 de 10 pacientes testados.

Nao encontramos expressdo de TPO em sangue periférico de pacientes com CDT

com os ensaios utilizados.

O nivel sérico de GAL-3 pode auxiliar na diferenciacdo de malginidade entre os
nédulos embora ndo tenha grande poder como marcador tnico

O nivel sérico de VEGF pode auxiliar na diferenciacdo de malginidade entre os
nodulos embora ndo tenha grande poder como marcador tnico.

O nivel sérico de VEGF-C néo foi util na diferenciacao de malignidade

Os niveis séricos de Gal-3, VEGF e VEGF-C parecem discriminar alguns grupos
em relagdo a varidveis clinico-patologicas, porem ndo hd indicacdo de que possam
ser usados como marcadores para o CDT, uma vez que seus poderes preditivos

positivo e negativo ndo sdo bons.

A combinagdo de Gal-3, VEGF e VEGF-C parece melhorar o Poder Preditivo

Positivo das dosagens, porém, ainda ndo parece ser vidvel para aplicacdo clinica.
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7 - CONCLUSAO
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Nao encontramos marcadores séricos patognomonicos para o CDT, embora algumas

proteinas parecam distinguir alguns grupos de pacientes.
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Comité de Etica em Pesquisa
CEP

Para: Dr. André Lopes Carvalho

De: Renato José Affonso Junior
Coordenador do Comité de Etica em Pesquisa

Data: 17/07/2009

Projeto de Pesquisa: 233/2009

Prezado (a) Senhor (a),

Venho, por meio desta, informar que o Comité de Etica em Pesquisa da Fundagéo
Pio Xl — Hospital do Cancer de Barretos analisou as pendéncias apontadas em
reunido, referentes ao projeto 233/2009 intitulado : “Avaliagao da utilidade pratica
de potenciais marcadores séricos para o cancer de tiredide” decidindo que o
mesmo encontra-se “Aprovado”.

Atenciosamente,

o

Dr. Renato José Affonso Junior
Coordenador do Comité de Etica em Pesquisa
Hospital de Céncer de Barretos

Rua Antenor Duarte Villela, 1331 — B. Dr. Paulo Prata — Barretos — SP CEP 14784-400 — CNPJ 49.150.352/0001-12
Tel. 17 33216600 R. 6894 — cep@hcancerbarretos.com.br
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FACULDADE DE CIENCIAS MEDICAS
COMITE DE ETICA EM PESQUISA

% www.fem.unicamp.br/pesquisa/etica/index.html

CEP, 06/11/08.
(Grupo III)

PARECER CEP: N° 705/2008 (Este n° deve ser citado nas correspondéncias referente a este projeto)
CAAE: 0565.0.146.000-08

1 - IDENTIFICACAO:

PROJETO: “ANALISE DE POSSIVEIS MARCADORES SERICOS DE DIAGNOSTICO
E PROGNOSTICO PARA O CANCER BEM DIFERENCIADO DA TIROIDE”.
PESQUISADOR RESPONSAVEL: Marjory Alana Marcello

INSTITUICAO: Hospital das Clinicas / UNICAMP

APRESENTACAO AO CEP: 09/09/2008

APRESENTAR RELATORIO EM: 06/11/09 (O formulario encontra-se no sife acima)

I1 - OBJETIVOS

Verificar a utilidade de diversos genes e proteinas como marcadores de diagnostico e/ou
progndstico para o cancer bem diferenciado da tiredide.

III - SUMARIO

Projeto de mestrado. Para avaliar os diferentes possiveis marcadores, serdo analisadas
amostras de sangue de 100 individuos com céncer de tiredide atendidos no ambulatdrio de
Cancer de Tiredide, 50 individuos com nddulos benignos, e 150 individuos controles. As
amostras de sangue dos pacientes (com clncer e nddulos benignos) serfo realizadas em
momentos em que eles necessitem realizar tais amostras para procedimentos relativos a seu
tratamento/diagnéstico.

IV - COMENTARIOS DOS RELATORES

Apés respostas as pendéncias, o projeto encontra-se adequadamente redigido e de acordo
com a Resolugdo CNS/MS 196/96 e suas complementares, bem como o Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido.

V - PARECER DO CEP

O Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Ciéncias Médicas da UNICAMP, apbs
acatar os pareceres dos membros-relatores previamente designados para o presente caso ¢
atendendo todos os dispositivos das Resolugdes 196/96 e complementares, resolve aprovar sem
restrigdes o Protocolo de Pesquisa, bem como ter aprovado o Termo do Consentimento Livre e
Esclarecido, assim como todos os anexos incluidos na Pesquisa supracitada.

O conteudo e as conclusdes aqui apresentados sdo de responsabilidade exclusiva do
CEP/FCM/UNICAMP e n#o representam a opinido da Universidade Estadual de Campinas nem
a comprometem.

Comité de Etica em Pesquisa - UNICAMP

Rua: Tessdlia Vieira de Camargo, 126 FONE (019) 3521-8936
Caixa Postaf 6111 FAX (019)3521-7187
13084-971 Campinas — SP cep@fem.unicamp.br
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® www.fom.unicamp.br/pesquisa/etica/index.html|

VI - INFORMACOES COMPLEMENTARES

O sujeito da pesquisa tem a liberdade de recusar-se a participar ou de retirar seu
consentimento em qualquer fase da pesquisa, sem penalizagdo alguma e sem prejuizo ao seu
cuidado (Res. CNS 196/96 — Item IV.1.f) e deve receber uma copia do Termo de Consentimento
Livre e Esclarecido, na integra, por ele assinado (Item IV.2.d).

Pesquisador deve desenvolver a pesquisa conforme delineada no protocolo aprovado e
descontinuar o estudo somente apds andlise das razbes da descontinuidade pelo CEP que o
aprovou (Res. CNS Item III.1.z), exceto quando perceber risco ou dano nfo previsto ao sujeito
participante ou quando constatar a superioridade do regime oferecido a um dos grupos de
pesquisa (Item V.3.). -

O CEP deve ser informado de todos os efeitos adversos ou fatos relevantes que alterem o
curso normal do estudo (Res. CNS Item V.4.). E papel do pesquisador assegurar medidas
imediatas adequadas frente a evento adverso grave ocorrido (mesmo que tenha sido em outro
centro) e enviar notificagdo ao CEP e & Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitdria — ANVISA —
junto com seu posicionamento.

Eventuais modificagdes ou emendas ao protocolo devem ser apresentadas ao CEP de
forma clara e sucinta, identificando a parte do protocolo a ser modificada e suas justificativas.
Em caso de projeto do Grupo I ou II apresentados anteriormente & ANVISA, o pesquisador ou
patrocinador deve envid-las também & mesma junto com o parecer aprovatério do CEP, para
serem juntadas ao protocolo inicial (Res. 251/97, Item II1.2.¢)

Relatérios parciais e final devem ser apresentados ao CEP, de acordo com os prazos
estabelecidos na Resolugdo CNS-MS 196/96.

VI-DATA DA REUNIAO

Homologado na IX Reunifio Ordinaria do CEP/FCM, em 23 de setembro de 2008.

Profa. Dra. Caﬂ?n Silvia Bertuzzo

PRESIDENTE DO COMITE DE ETICA EM PESQUISA
FCM/UNICAMP.
Comité de Etica em Pesquisa - UNICAMP
Rua: Tessdlia Vicira de Camargo, 126 FONE (019) 3521-8936
Caixa Postal 6111 FAX (019) 3521-7i87
13084-971 Campinas - SP cep@fem.unicamp.br
_2-
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TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Projeto de Pesquisa em Céncer de Tiredide
Pesquisadora: Prof” Dra Laura Sterian Ward
Prof* Dra Ligia Vera Montalli Assumpcio

Paciente ou Responsavel pelo paciente

Sr(a)

anos RG: HC:
Endereco:
Telefone: Data: I

Concordo em doar sangue e tecido para pesquisa de acidos nucléicos e proteinas que
podem estar envolvidas em doengas malignas ¢ benignas da tiredide. A pesquisa tem por
objetivo a melhor compreensdo dos fatores moleculares de diagndstico e progndstico. Tal
pesquisa justifica-se dada a importincia da compreensio destes fatores para o tratamento dos
pacientes. Sei que se trata de uma pesquisa cientifica e concordo em que os dados de meu caso,
registrados no meu prontudrio médico, sgjam utilizados na pesquisa, sabendo que meu nome
assim como meus dados clinicos e de laboratério nio serdo individualmente citados e que em
nenhum momento meu diagnodstico ou tratamento serdo prejudicados por tal doacdo. Meus
dados e o material biolégico advindo da coleta poderdo ser usados em nowvas pesquisas, caso
justificativa devida, sendo estas pesquisas aprovadas devidamente pelo CEP e, quando for o
caso. da Comissdo Nacional de Etica em Pesquisa-CONEP, submissas totalmente a devida
legislagdo. Tenho a garantia de sigilo de dados confidenciais ou que, de algum modo, possam
me provocar constrangimentos ou prejuizos, tornando anénimo o material ou dados obtidos.
Também sei que esta pesquisa pode trazer beneficios para a cura ou tratamento das doencas
tireoidianas no futuro, mesmo que eu nio me beneficie disso agora. Néo terei nenhuma forma
de reembolso, ja que nio terei nenhum gasto com a doagdo do meu material para esta pesquisa e
sei que poderei cancelar minha decisido e deixar de participar em qualquer momento. Também
ndo serei submetido a qualquer procedimento que nio faca parte da rotina de meu tratamento
normal, sob a orientacdo de meu médico habitual. Estou consciente da importinecia de minha
participacio da qual posso desistir em qualquer momento. Fui informado de que este projeto
esta aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa (CEP) e sei que poderei obter todas as
informagdes que desejar e necessitar no contato ao CEP (infracitado), bem como denunciar
quaisquer procedimentos que infrinjam as normas do CEP. Poderei obter esclarecimentos antes,
durante e depois da realizagio da pesquisa sobre a mesma, contatando a pesquisadora
responsavel Profa. Dra. Laura S. Ward no contato abaixo.

Autorizo a guarda do material bioldgico para fins de pesquisas futuras? () Sim () Nao

Assinatura do Paciente ou Responsavel pelo Paciente

Prof* Dra. Laura Sterian Ward: Coordenadora do GEMOCA- Clinica Médica/ FCM-
UNICAMP, CEP:13081-970, Campinas, SP. (19) 3521-8954, e-mail:ward@unicamp.br

CEP: Fone: (19) 3521-8938, Caixa Postal 6111, 13083-970 Campinas, SP,
e-mail: cep@fcm.unicamp.br
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