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RESUMO

Para investigar a utilidade clinica de dois genes supressores tumorais envolvidos no
controle da proliferacdo e sobrevivéncia celular, nés estudamos por imunoistoquimica as
proteinas ATM e PTEN em 272 pacientes diagnosticados carcinoma diferenciado da
tiredide (142 carcinomas papiliferos do tipo cldssico, 72 carcinomas papiliferos variante
folicular, 17 carcinomas papiliferos de células altas e 41 carcinomas foliculares);
106 amostras de tecido de pacientes diagnosticados com doencgas tiroidianas benignas
(55 adenomas foliculares e 51 com bdcio), 18 tecidos de tiréide normal extraidos de lobo

contra-lateral de individuos operados por adenoma folicular.

A expressdo quantitativa de ATM foi avaliada por Real-Time PCR em 87 CP. Ainda,
analisamos o perfil genotipico para trés polimorfismos de ATM (D1853N, S707P e S49C)
em 199 pacientes (164 carcinomas papiliferos e 35 carcinomas foliculares) e 219 individuos

controles.

Os pacientes foram seguidos por 53,8+41 meses utilizando-se um protocolo padrdo. 179
pacientes foram classificados como livre de doenca e 48 pacientes tiveram ma evolugdo

(recidivas e 12 mortes).

A andlise da regressao logistica multipla ajustada para sexo e faixa etdria mostrou que a
expressdo da proteina ATM foi mais freqiiente entre os pacientes que apresentavam
tumores menos agressivos (81%) e que evoluiam livres de doenga (63%) (p=0.016;
p=0.0276 respectivamente). Maior incidéncia de casos que expressavam a proteina PTEN
também foi observada em pacientes que ndo tiveram metdstase na evolug¢do (75%)

(p= 0.0437).

O alelo heterozigoto para o polimorfismo D1853N de ATM foi mais prevalente entre os

controles (64%) do que nos individuos com cancer (36%) (p=0.0364)

Estes dados indicam que ATM e PTEN podem ser tteis na identificacdo de agressividade e

na classifica¢do de progndstico do CDT.
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ABSTRACT

In order to investigate the clinical utility of two tumor-suppressing genes involved in the
control of cell proliferation and survival, we’ve studied proteins ATM and PTEN through
immunohistochemistry in 272 differentiated thyroid carcinoma diagnosed patients
(142 classical papillary thyroid carcinomas type, 72 papillary thyroid carcinomas follicular
variant, 17 papillary thyroid carcinomas tall cells variant and 41 follicular carcinomas),
106 tissue samples from patients diagnosed with benign thyroid diseases (55 follicular
thyroid adenomas and 51 with goiter), 18 normal thyroid tissue samples extracted from the

counter lateral lobe of individuals operated for follicular thyroid adenomas.

The quantitative expression of ATM gene was available for Real-Time PCR in 87 papillary
carcinomas. In order to analyze the genotypic profile, we’ve also studied three ATM
polymorphisms (D1853N, S707P e S49C) in 199 patients (164 papillary carcinomas and 35

follicular carcinomas) and 219 control individuals.

Patients were accompanied for 53,8+41 months, using a standard protocol. 179 patients

were tagged as disease-free and 48 patients had bad outcome (12 deaths).

The analysis of multiple logistic regression adjusted for gender and age has showed that the
ATM protein expression was more frequent among patients that didn’t have metastasis
when diagnosed (81%) and that were free of disease (63%) (p=0.016; p=0.0276
respectively). The major incidence of cases who expression PTEN protein, also was

observed in patients that didn’t have metastasis during follow- up (75%) (p= 0.0437).

The heterozygous alleles for D1853N polymorphism was more prevailing among the

controls (64%) than in individuals with cancer (36%) (p=0.0364).

Nevertheless these results demonstrated that ATM and PTEN protein expression can be
useful in identifying patients with aggressiveness and the classification of prognosis in

differentiated thyroid carcinoma.
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1.1- Cancer de Tireoide versus Nodulo de Tireoide

A tiredide ¢ uma pequena glandula situada na garganta, abaixo da laringe e ¢
responsavel pela produciao de dois hormoénios: tiroxina (T4) e triiodotironina (T3), que sdo

fundamentais para a manuten¢ao do equilibrio metabdlico do organismo.

O cancer diferenciado de tirdide (CDT) € responsavel por cerca de 3.2/100.000
de habitantes no Brasil, mas sua prevaléncia apresenta grande variagdo geografica. No
Japdo atinge apenas 1.4/100.000 habitantes e no Kuwait relata-se que acomete 10,5% das

mulheres (Costa et al 2001).

Age Stratification Rate (ASR) per 100,000 persons
Sao Paulo, Brazil, 1997-2003

»s
MELANOMA &SKIN 677 y
LUNG &BRONCHUS 340 S R ang
STOMACH 22 { 202 UTERRE
COLON ms 154 COLON
URINAKY BLADDER 162 5 128
- 122 STOMACH
17 LUNG & BRONCHUS
12 OWRY
21 RECTUM
78 NON-HODGION
LYMPHOMA

Mirra et al., Sao Paulo Cancer Registry, 2007

Embora o cancer seja relativamente raro, nédulos da tiréide sdo um problema
de saude publica. Estima-se que 10% da populagdo venha a desenvolver um nddulo
palpavel durante a vida (Ward et al, 2000; Costa et al, 2001). Considerando-se a presenca
de areas de caréncia de iodo, onde a prevaléncia de boécio pode atingir mais da metade da
populagdo local, estima-se que tenhamos no Brasil uma populagdo de cerca de 10 milhdes
de portadores de nddulos tiroidianos (Tomimori et al, 1995; Ward, 2000). No entanto,
apenas uma minoria destes nodulos serd maligna. Assim, a identificagdo correta dos

nédulos que merecem investigacao laboratorial mais completa e/ou cirurgia, ¢ fundamental

Introdugdo
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para o estabelecimento de estratégias que representem a melhor relagdo 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.

1.2- O Carcinoma Diferenciado da Tiroide (CDT)

A maior parte dos tumores que se desenvolvem a partir da célula folicular ¢ de
tumores bem diferenciados, tdo bem diferenciados que geralmente mantém sua capacidade
de captar iodo e de responder a estimulos fisiologicos como o TSH. Seu prognostico ¢
relativamente muito bom, se bem conduzidos, cerca de 95% dos pacientes com carcinomas
papiliferos (CP) e 70 a 85% dos carcinomas foliculares (CF) tém uma sobrevida
comparavel com a da populagdo normal, sem seqiielas ou grande alteracdo da sua qualidade

de vida (Ward, 2007).

Entretanto, de 5 a 30% dos pacientes evoluem com recorréncia € morrem
devido ao cancer num periodo de 20 anos (Haugen, 1999). Na busca de métodos de
identificacdo desses pacientes tem-se trabalhado intensamente em busca de parametros que
possam ao diagnostico, indicar uma abordagem cirirgica mais ou menos agressiva € que
permitam estabelecer risco maior ou menor de recorréncia ou recidiva para cada individuo,
0 que implicaria em maior atencdo e rigor no seguimento de alguns pacientes em relacao a

grande maioria dos casos (Mazaferri et al, 1994; Lin et al, 2005; Zidan et al, 2000).

Por outro lado, se ¢ de fundamental importidncia reconhecer o grupo de
pacientes com carcinomas diferenciados da tirdide que responderdo mal ao tratamento com
radioiodo, também nos preocupam os pacientes que, embora inicialmente responsivos,

. . 131
deixam de se beneficiar com o uso de

I ao apresentar recidivas e/ou metdstases
(Karavitaki et al, 2002). Estes pacientes, que podem chegar a 70% dos casos de recidivas,
poderiam se beneficiar de uma série de novas abordagens terapéuticas como o uso de
retinoides visando a rediferenciacdo celular; radiosensibilizadores; terapia génica com

reintroducdo de NIS ou bloqueadores de acetilagdo; etc (Haugen, 1999; Sarlis, 2001).

Introdugdo
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O avanco nas técnicas de terapéutica génica trouxe uma nova perspectiva de
tratamento para os portadores de tumores de tirdide pouco diferenciados e/ou de ma
evolucdo. Uma pesquisa simples no banco de publicagdes registradas no MEDLINE
online' mostra que 314 relatos podem ser encontrados a partir de “thyroid cancer genetic
therapy”. Torna-se fundamental encontrar meios para distinguir estes casos entre a maioria

dos pacientes que evoluem bem (Ringel, 2000).

1.2.1- Fatores Clinicos e Patologicos de Progndstico, sistemas de estadiamento

Entre os fatores associados a evolu¢ao do CDT, alguns sdo bem reconhecidos
(Hovens et al., 2007; Pacini., et al 2005; Mazzaferri & Kloos, 2001; Reynolds et al., 2005;
Gulcelik et al., 2008):

e Idade

e Sexo

Fatores relacionados ao tumor :

Fatores histopatoldgicos

- grau histopatologico

- tipos histolégicos do tumor

e Tamanho do tumor

e Multifocalidade e bilateralidade

e FExtensdo extra-tiroidiana

e Comprometimento de linfonodos

Metastase a distancia

! http://www.ncbi.nlm.nih.gov
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Entretanto, ¢ dificil avaliar o impacto de todos os fatores clinicos e patologicos
que, reconhecidamente, influem na sobrevida livre de doenca por causa do diagndstico

precoce e excelente sobrevida da maior parte dos pacientes com CDT.

Muitos sistemas de estadiamento sdo derivados de andlises multivariadas que
ndo consideram o efeito da terapia, algumas delas sem sequer considerar o indice de
recorréncia. Para complicar ainda mais a interpretagdo dos dados, existe o fato de que,
embora tenham excelente prognostico, crianga e pacientes jovens apresentam elevada

frequéncia de recorréncia (Mazzaferri & Kloos, 2001).

Brierly et al., 1997, comparou os varios sistemas de estadiamento e prognostico
atualmente propostos e concluiu que nenhuma delas mostra qualquer vantagem sobre o
classico sistema TNM proposto pelo American Joint Committe on Cancer (AJCC) e pela
International Union Against Cancer (IUAC). Por outro lado, o uso desses fatores clinicos e
patolégicos permite definir pacientes de baixo, elevado e intermediario risco (jovens com

menos de 45 anos de idade mas com tumores de elevado risco) (Shaha et al, 1998).

Tem-se buscado intensamente parametos que possam, com maior seguranga do
que os clinicos-patoldgicos, indicar ja ao diagndstico uma abordagem cirirgica mais ou
menos agressiva e que permitam estabelecer ricos maior ou menor de recorréncia ou
recidiva para cada individuo, o que implicaria em maior atengao e rigor no seguimento de
alguns pacientes em relacdo a grande maioria dos casos. O uso desses indicadores clinicos
poderia poupar a grande maioria dos pacientes de uma cirurgia mais radical ou dos
controles periddicos frequentes de Tg e PCI, mas ainda ndo se tem seguranca no uso dos
mesmos, por outro lado, seguramente, eles nos permitem aumentar a vigilancia sobre os

casos de maior risco.

1.3- O Gene ATM

Em estudos feitos a partir de pacientes que apresentavam a doenga autossomica
recessiva, ataxia-telangiectasia, descobriu-se o gene ATM (MIM#607585), de A-T mutado
(MIM# 208900) (Savitsky et al., 1995). A sindrome da AT ¢é caracterizada pela progressiva
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disfungao neuromotora, hipersensibilidade a radiacao e agentes indutores a quebra da dupla
fita, imunodeficiéncia, atrofia das gonodas e timo, instabilidade gendmica e suscetibilidade

ao cancer, principalmente em linfomas malignos (Shiloh, 2003).

O gene ATM localiza-se no cromossomo 11q22-23, possuindo 66 €xons (com
apenas 62 realmente codificantes), e ¢ responsavel pela formagdao de 3056 aminoacidos
ocupando 150kb de DNA. Pertencente a familia fosfatidilinositol-3 quinases (PI3K) que
responde aos danos de DNA fosforilando substratos chaves envolvidos no reparo e/ou no

controle do ciclo celular (Platzer et al, 1997; Savitsky et al, 1995).

A resposta aos danos no DNA ocorre pela ativagdo de complexas vias de reparo
que incluem a checagem do ciclo celular, a ativagdo de genes que estdo associados ao
reparo de DNA e, em algumas circunstancias, a apoptose celular. Caso ocorra algum erro
ou mau funcionamento destas vias de reparo, a instabilidade gendmica resultara em células

carcinogénicas (figura 1) (Shiloy, 2003; Lavin, 2004 ¢ 2008).
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Figura 1- ATM possui um papel central na ativagdo responsavel pela checagem do ciclo
celular em resposta a quebra de dupla fita. As indicacdes em azul mostram em
que determinada fase do ciclo celular ocorre a checagem; os sitios de
fosforilacdo estdo marcados com um P e os de desfosforilagio com um DEP; os
seus respectivos residuos estdo marcados por nimeros. Em geral, a maior parte
das respostas ao dano celular consiste de 2 importantes vias paralelas compostas
por sensores, transdutores e efetores. Nestes casos 2 fosfotidilinostol-3 quinases;
ATM e ATR (ATM-Rad3-related) que estdo localizadas no topo desta cascata de
sinalizacdo, cujo papel é fosforilar e ativar diversas moléculas que executam a

reparo ao dano celular (Shiloy, 2003).
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A quebra de dupla fita resultante da irradiagdo idnica e/ou da agdo de algumas
drogas quimioterapicas ativa a via de checagem do ciclo celular. Esta quebra primeiramente
¢ detectada por proteinas sensoras que reconhecem as regides lesionadas do DNA ou uma
possivel alteragao cromossomal (Shiloy, 2003). Estas quebras sdo reparadas nas células dos

mamiferos por 2 mecanismos (Czornak, 2008) (Figura 2):

- 0 primeiro ¢ a recombina¢do homologa (homologous recombination- HR), que
ocorre entre duas moléculas de DNA quebradas e correspondentes seqiiéncias
das cromatides irmas (crossing over) durante a fase S e G2 do ciclo celular. A
maquinaria de reparo consiste de varias proteinas como RADS51, RADS52,

RADS54, MREI1, BRCAI e BRCA2.

- o segundo ¢ a recombinacdo ndao homologa (nonhomologous and
Jjoining- NHE) que rapidamente para a extensao da fita, no local da quebra da
fita, criando um local de microdelecdo que sera reparado por um processo de

alta fidelidade baseado na recombinacao homoéloga (HR).

Estes processos dao inicio a ativacdo do reparo de muitos complexos protéicos
sendo que a primeira proteina traduzida neste caso sera ATM (Shiloy, 2003; Czornak,
2008). Os reparos sdo feitos durante todas as fases e envolvem proteinas como Ku70 e

Ku80, DNA PKcs, DNA liglV, XLF, XRCC4 ¢ PNK como representado na figura 2.
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Figura 2- Esquema representativo dos mecanismos de reparo do DNA: ATM se
autofosforila no residuo Ser 1981 induzida pela quebra de dupla fita causada
principalmente pela radia¢do ionizante. O complexo MRN (MREI1-RAD50-
NBSI) entdo interage com a proteina ATM que passa de sua forma inativa
dimérica para sua forma ativa mondmera. ATM fosforila os demais substratos
envolvidos nos mecanismos de reparo do DNA de 2 formas: pela

recombinagdo homologa (HR) e recombinagdo ndo homologa (NHEJ)
(Czornak K, 2008).
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ATM e DNA-PK (DNA dependente de proteina quinase) sao os genes que
respondem primeiramente a quebra de dupla fita, ATR e ATX ambos respondem aos danos
causados pela radiacdo ultravioleta (UV) e na quebra de dupla fita, sendo que o primeiro

age bloqueando a forquilha de replicacao (Proud, 2002; Dennis &Thomas, 2002).

Zhang et al, 2004 estudaram linhagens celulares de tumores gastricos humanos
depois da exposicdo a radiagdo i0Onica e detectaram expressdo de ATM variavel, mostrando
que o dano no DNA causado pela radiacdo idnica resultou em uma acumulagdo e
estabilizacdo de p53, indicando portanto que ATM possui um papel importante na
fosforilacdo desta via. Outros autores confirmaram que ATM possui um papel central na
sinalizagdo ao dano do DNA, na ativacdo da checagem do ciclo celular e indugdo a
apoptose (Offer, 2002; Siciliano, 1997). Alguns estudos sugerem que ATM também esta
implicado no sinal de transdugdo mitogenética, condensacdo cromossdmica, recombinagdo
cromossOmica e que a mutacdo em ATM acarreta um defeito na manutengdo do telomero

(Pandita, 2000; Smilenov,1997).

1.3.1- Polimorfimos do gene ATM

Os polimorfismos do gene ATM podem levar a uma mudanga na conformagao
protéica, inativacdo do dominio quinase ou mesmo alterar a sua estabilidade molecular

gerando diversas conseqiiéncias fenotipicas.

A grande maioria das alteragdes do gene ATM, cerca de 80% causam
truncamento da proteina, e cerca de 15% delas s3o do tipo missense (Lavin, 2004). Contudo
3 alteragdes de seqiiéncia do tipo missense sdo mais importantes e tem sido correlacionadas

com o suscetibilidade a diferentes tipos de cancer (National Cancer Institute online?):

1) ATM D1853N (rs1801516) - troca de um 4acido aspartdmico por uma
asparagina (G>A), no nucleotideo 5557 do éxon 39. Esta troca pode alterar a conformacao
protéica e esta regido (1853) da proteina, parece interagir com a proteina Rad 3, porem

pouco estudada (Kristensen et al, 2004). Alguns estudos mostram a correlagdo desta

2 http://snp500cancer.nci.nih.gov/snplist.cfm?gene_id=ATM
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variante a suscetibilidade ao cancer de mama, tiredide e bexiga (Wu et al, 2006;

Schrauder et al, 2008; Akulevich et al, 2009; Thorstenson, 2001).

2) ATM Ser49Cys (rs1800054) — troca de uma serina por uma cisteina (C>A)
no nucleotideo 146 do éxon 5. Esta regido (49) da proteina esta envolvida na ligacao da
cromatina e upregulation de p53 e, contudo esta mutacdo pode alterar os alvos especificos
de reparo ao dano no DNA. Observou-se que portadores do alelo heterozigoto possuem um
risco maior para o cancer de melanoma, mama, prostata e cavidade oral (Hannan , 2002;

Oakley , 2001; Dombernowsky et al, 2008).

3) ATM Ser707Pro (rs4986761), troca de uma serina por uma prolina (T>C) no
nucleotideo 2119 do éxon 15. Esta mutagdo parece interferir na estrutura secundaria e
terciaria da proteina removendo o grupo hidroxil que participa da ligagao de hidrogenos.
Portadores heterozigotos para esta mutacdo segundo alguns estudos, possuem um risco

maior na incidéncia de cancer de mama, tutero e tire6ide (Dombernowsky et al, 2008).

O gene ATM mutado levara a defeitos nos mecanismos de checagem do ciclo
celular, afetando principalmente as fases G1/S e G2/M, a um defeito na inibi¢do da
replicacdo e defeito na “upregulation” de p53 (Gueven et al.,2006). Com isso, ocorrera

instabilidade genomica e uma maior suscetibilidade ao cancer (Khanna & Jackson, 2001)

Devido ao importante papel do gene ATM no controle da integridade gendmica,
seu funcionamento erroneo levam a um grande risco para o desenvolvimento do cancer.
Recentes estudos mostram evidencias que alguns tipos de canceres estdo correlacionados a
variantes de ATM, incluindo o cancer de mama, leucemia, linfoma e cancer de colon. De
qualquer modo, ha poucas informagdes e estudos em alteragdes do gene ATM em outros

tumores s6lidos humanos, principalmente tire6ide (Gatti & Tward , 1999; Ejima, 2000).

Os individuos portadores dos alelos heterozigotos do gene ATM mostraram ter
riscos ainda maiores na predisposi¢do ao cancer (Gatti, 1999). Ja os individuos portadores
dos alelos homozigotos mostraram ter instabilidade cromossomica e a presenca de “gaps”,
quebras, translocagdes envolvendo receptores de células T, telomeros anormais e um
aumento da taxa de recombinag¢des cromossomais, chegando a ter 100 vezes mais o risco de

desenvolver cancer (Smilenov, 1997; Morrell, 1986).
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1.3.2- A Proteina ATM

A proteina ATM serina/treonina quinase possui 350kDa, ¢ membro da familia
fosfotilinositol 3-quinase (PI3-kinase), incluso no subgrupo de quinases que tem como
caracteristica o dominio PI3K na sua porc¢ao carboxi terminal. A regido C-terminal possui
os dominios FATC (1966-2566) e FAT que simultaneamente ativam o sitio PI3K e 3 sitios
de ligacdo, o ATP (residuos 2716 -2730) e dois substratos (Lavin et al, 2004, 2004)
(figura 3).

Em sua parte N-terminal encontra-se um ziper de leucina (residuos1218-1238) e

uma regido rica em prolina (residuos 1373-1382).
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Figura 3- Esquema representativo da proteina ATM. Estao indicados os 3056 aminoacidos
incluindo a por¢do N-terminal, um substrato de ligacdo, um ziper de leucina
(1218-1238) e uma regido rica em prolina (1373-1382). Em sua porcao
C-terminal, ATM apresenta dois dominios FAT (1966-2566) ¢ FATC
(3834-3056), PI3K ¢ o sitio de autofosforilagao, marcado com um P, no residuo

serina 1981 (Lavin et al, 2004, 2004).

A proteina ATM ¢ predominantemente nuclear, porém pode ser encontrada no
citoplasma (~10-20%) (Lavin, 2008). No nucleo, esta proteina interage com o complexo
MRN, recrutando as demais vias de reparo e checagem do ciclo celular. No citoplasma, ela
interage com os peroxissomos (organelas envolvidas na oxidagdo B e detoxificacdo) e
endossomos (responsavel pela endocitose), porém pouco se sabe sobre a sua importancia

(Lavin, 2008).
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1.4- O Gene PI3KCA

As fosfatidilinositol 3- quinases (PI3Ks) sdo agrupadas em 3 classes
enzimaticas: I, II e III, dependendo da sua unidade estrutural, sua regulacdo e seu substrato

(Kong D, 2008):

e (lasse I - contém um grupo de proteinas heterodimeras que sdo constituidas
de uma subunidade catalitica e regulatéria. In vitro, esta classe fosforila
fosfatidilinositol (PI), fosfatidilinositol 4-trifosfato (PIP), e fosfatidilinositol
4,5-trifosfato (PIP,), sendo in vivo, (em mamiferos) preferencialmente PIP,

gerando o PIP;.

e (lasse II- consiste de 3 membros, PI3KC2a, PI3KC2B e PI3KC2y ¢ in vitro

esta classe fosforila PI e PIP.

e C(lasse III- consiste de apenas um membro, Vps34, que fosforila apenas PI e

desempenha um importante papel na endocitose e trafego das vesiculas.

A via PTEN/PI3K/AKT constitui uma importante cascata de sinalizacdo na
carcinogenese da tiredide (Bruni, 2000; Weng, 2001; Dahia,1997; Halachmi, 1998;
Gimm, 2000). A proteina PI3KCA (classe 15 PI3K) ¢ ativada pelo receptor de
transmembrana tirosina kinase (RTK) formando heterodimeros que consistem de uma
subunidade regulatoria p85 e uma subunidade catalitica p110a. Dependendo da fosforilagao
no sitio carboidrato, as PIKs sdo classificadas em 3 familias: fosfadilininositol 3’ kinase
(PI3Ks), fosfadilininositol 4’ kinase (PPI4Ks) e fosfadilininositol 5° kinase (PPISKs)
(Samuels, 2006).

PIP; que ¢ fosforilada pela proteina PI3K, ativa outro receptor homologo de
serina/tirosina proteina kinase, PDK1 e AKT, que estdo localizados na membrana. Uma vez
na membrana, AKT ¢ ativada em parte pela fosforizacdo de PDKI; este, por sua vez, ¢
capaz de fosforilar inumeros alvos downstream, genes responsaveis pela proliferacio e
sobrevivéncia celular (Figura 4) (Sansal, 2004; Cantley, 1999; Frisk er al, 2002;
Ringel, 2001; Vasko, 2004).
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Figura 4- Representacdo simplificada da via PI3K/AKT. PIP3 intervém no recrutamento da
familia quinase AKT pela membrana desencadeando a ativacdo das demais
quinases, PDK1/PDK2 e do complexo mTOR. Depois de ativado, AKT pode
fosforilar e regular multiplos alvos dentro deste contexto dependente, levando a
diversos resultados celulares como crescimento, proliferacdo, sobrevivéncia e

migracdo celular e traducdo protéica (Chow, 2006).

A localizacdo de AKT na membrana, e, conseqiientemente, sua ativagdo, resulta
em graves problemas como na supressao da apoptose induzida por inimeras estimulacdes
como a retirada de fatores de crescimento, separagdo da matriz extracelular, irradiagdao UV,
desordem do ciclo celular e ativagdo da sinalizagdo (Hay, 2005) Sua hiperexpressao
também promove um crescimento celular descontrolado, possivelmente pela
down-regulation da quinase dependente de ciclina p27 assim como a up-regulation e
establilizagdo da ciclina D (Kandel,1999; Downward, 2004; Vivanco, 2002;
Blume —Jensen, 2001).

Introdugdo

30



1.5- O Gene PTEN

O gene PTEN (phosphate and tensin homolog deleted on chromosome 10),
também conhecido como MMAC (mutated in multiple advanced cancers), foi identificado
em 1997 por dois diferentes grupos (Li er al. 1997; Steck et al. 1997). Localizado na
sub-banda cromossomica 10g23.3, ¢ um gene supressor tumoral (Steck, P er al, 1997,

Myers MP et al,1997).

Mutagdes germinativas no gene PTEN foram descobertas a partir de uma
doenca autossdmica dominante, a sindrome de Cowden (SC,# MIM 158350), que tem
como caracteristica clinica multiplos harmatomas, lesdes mucocutaneas ¢ uma
predisposicdo ao desenvolvimento de canceres como, mama, Utero, prostata e
principalmente tiredide (Zedenius, 1996; Liaw et al ,1997, Marsh et al, 1997;
Halachmi er al, 1998; Kwabi-Addo et al, 2001). Outra sindrome, a Bannayan-Zonana
(BZS), possui caracteristicas clinicas muito semelhantes a SC, porém ndo ha predisposi¢ao

ao cancer (Eng, 2003).

PTEN regula negativamente a via PI3K/AKT, altos niveis protéicos de PTEN
levam a baixos niveis de Akt fosforilado, o que induz a célula a apoptose. Ao contrario, a
inativagdo de PTEN leva ao aumento da atividade de Akt e, conseqiientemente, a
sobrevivéncia celular (figura 5) (Myers et al, 1998, Stambolic et al 1998, Haas-Kogan
et al, 1998, Dahia et al,1999). O gene PTEN também pode afetar outras vias de sinalizacao,
como as vias de adesdo focal e a ativagdo da proteina quinase mitogenética

(Tamura et al 1998, Gu,1998).
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Figura 5- Esquema representativo da regulagdo de PTEN na via PI3K/AKT. Ligacdes no
receptor de membrana (representado em azul) ativam a PI3K e
conseqlientemente a PIP3 que por sua vez recruta a PDK1 na membrana celular.
PDK1 fosforila AKT ativando-a, que por sua vez serd responsavel pela
regulacdo de uma variedade de processos celulares (apoptose e proliferacao
celular). PTEN desfosforila o PI3P baixando seus niveis celulares e resultando

na dow-regulation de AKT (Waite, 2002).

1.5.1- A proteina PTEN

O gene PTEN codifica um polipeptideo de 403 amino 4cidos, tendo em sua
parte amino terminal um dominio fosfatase e outro dominio C2 que medeia a sinalizagdo
com demais proteinas de membrana. Em sua parte carboxi terminal aonde ocorre > 43%
das mutagdes, encontra-se uma seqii€ncia PEST responsavel pela regulacdo da estabilidade

protéica e um dominio PDZ (figura 6)
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Figura 6- Estrutura representativa da proteina PTEN. A parte amino terminal ¢ composta
pelo dominio fosfatase, com um residuo cisteina na posi¢ao 124 seguido de um
domino C2. Parte carboxi terminal ¢ caracterizada por uma seqiiéncia de
dominio PEST de residuos serina (S) e treonina (T) que ¢ fosforilada tanto in
vivo como in vitro, € uma seqliéncia PDZ. As seqiiéncias NLS sdo alvos de
interagdo com demais proteinas que medeiam o transporte desta proteina para o

nucleo (Chow, 2006)

O maior substrato para PTEN ¢ o fosfatidilinositol-3,4,5-trifosfato (PIP3), um
produto direto da atividade da fosfadinositol-3-quinase (PI3K) (Gimm et al, 2000). A
atividade intrinseca da extremidade tirosina fosfatase ¢ responsavel pela fun¢do supressora
tumoral da proteina codificada por PTEN (Li et al, 1997). No entanto, a proteina PTEN
também pode induzir a morte celular independentemente de sua atividade fosfatase
(Weng et al, 2001). O PIP3 intervém na a ativacdo do fator de crescimento induzido na via
de sinalizagdo intracelular, principalmente através da serina-treonina quinase Akt, que ¢

conhecida por promover o crescimento e a sobrevivéncia celular (figura 7).
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Figura 7- Atividade catalitica da proteina PTEN. PTEN catalisa a desfosforilagdo do
fosfatidilinositol 3,4,5-trifosfato (PIP3) na posicdo D3 resultando em
fosfatidilinositol 4,5-bifosfato (PIP2). Por este motivo, PTEN contrapde
receptores de tirosina quinase (R7TK) estimulando atividade fosfatidilinositol 3
quinase, que cataliza a produgdo de PIP3. Este fosfolipidio medeia o
recrutamento de moléculas sinalizando a membrana através do dominio
homoélogo pleckstrin (PH), como as fosfatidilinositol-dependentes quinases

(PDK1) e membros da familia AKT (Chow et al, 2006).

1.5.2- Relagao de PTEN com o cancer de tireoide

Ainda ndo se conhecem todos os mecanismos envolvidos da via PI3K/AKT na
tumorigénese tiroidiana, sabe-se que sua ativagdo inibe a apoptose celular e induz diversos

fatores a sobrevivéncia celular (Bruni ef al, 2000; Downward et al, 1998).

Estudos analisando a expressao protéica de PTEN realizada a partir da técnica
de imunoistoquimica em diferentes tecidos malignos e normais demonstraram que a
proteina localiza-se tanto no citoplasma como no nucleo. Sabe-se que sua localizagdo
nuclear estaria envolvida na fase G1 do ciclo celular, responsavel pelo crescimento celular,

e no citoplasma na fase S, responsavel pela replicagdo celular (Chow, 2006; Chung , 2005;
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Ginn-Pease, 2003). A proteina responsavel que medeia o transporte de PTEN ¢ a MVP
(major vault protein) (Chung, 2005).

Estudos do gene PTEN em tumores tiroidianos humanos primarios
demonstraram mutacao estrutural monoalélica, dele¢ao heterozigoética ou mutagdo somatica

intragénica de ponto (Gimm et al, 2000).

Um estudo feito em camundongos knock-out heterozigotos para o gene PTEN
(PTEN+/-) mostrou que estes desenvolveram carcinomas tiroididanos papiliferos como
resultado a esta haploinsuficiéncia (Di Cristofano, et al, 1998; Podsypanina, et al, 1999).
Outro estudo sugere que a haploinsuficiéncia e a inativagdo de PTEN sdo eventos tardios na
progressao tumoral, podendo emergir como uma populagdo clonal at¢ mesmo em
carcinomas avangados. Mutacdes somaticas do gene PTEN em neoplasmas esporadicos

também podem ocorrer tardiamente (Halachmi et al, 1998).

Estudos in vitro demonstraram que a inducdo da expressao do gene PTEN em
células tiroidianas suprime o crescimento ¢ a formagdo de colonias. Entretanto, re-
expressao do gene PTEN ndo induz a apoptose, mas bloqueia a progressdo tumoral
impedindo a entrada do ciclo celular na fase S. (Bruni et al, 2000, Weng et al. 2001). Ha

A Kipl
evidéncias que p27"°

medeia, a0 menos em parte, os efeitos do gene PTEN na progressao
do ciclo celular. A expressao constitutiva do gene PTEN induz a up-regulation de p27kip !

em células tiroidianas cancerigenas (Bruni et al, 2000).
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2- OBJETIVOS
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e Investigar o papel:

- Dos polimorfimos do gene ATM

- Da expressao protéica de ATM e PTEN

- Da expressdo quantitativa de mRNA do gene ATM

Correlacionar todos os achados com os aspectos clinicos, anatomo-patolégicos

e de evolugdo dos pacientes com tumores da tiredide.

Objetivos
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3- CASUISTICA E METODOS
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Este trabalho que foi realizado no Laboratério de Genética Molecular do

Cancer (GEMOCA) em parceria com:

- O Departamento de Anatomia Patologica do Hospital AC Camargo, sob
coordenagdo do Prof. Dr. Fernando A. Soares que nos forneceu os casos de
tissue microarray utilizados na reagdo de imunoistoquimica e amostras de

RNA para quantificagdo relativa de mRNA por Real-Time PCR;

- O Departamento de Anatomia Patologica do Hospital das Clinicas da
Unicamp, sob coordenacdo do Prof. Dr. José Vassallo que foi responsavel

pela revisdo das laminas utilizadas neste trabalho;

- O Ambulatorio de Endocrinologia do Hospital das Clinicas da UNICAMP
liderado pela Dra. Ligia V. M Assumpg¢do, a qual nos forneceu sangue

periférico de pacientes atendidos neste ambulatdrio.

- O grupo de cirurgides do Departamento de Cabeca e Pescoco do Hospital
Centro Médico sob a cordenagdo do Dr. Alfio Tincani, que nos forneceu
tecidos tiroidianos normais adjacentes de tecidos benignos assim como
acesso aos dados dos pacientes para realizacdo da quantificacio de mRNA

pela técnica de Real-Time — PCR.

3.1- CASUISTICA

Todos os pacientes e individuos que participaram deste trabalho concordaram
em participar deste estudo e assinaram o termo de consentimento informado, conforme as

normas do Comité de Etica em Pesquisa da FCM/Unicamp e do Hospital AC Camargo.

Foram utilizadas amostras de tecido tiroidiano de 272 pacientes diagnosticados
carcinomas diferenciados da tiredide (CDT) (142 carcinomas papiliferos do tipo cldssico
(CPC), 72 carcinomas papiliferos variante folicular (CPVF), 17 carcinomas papiliferos
variante de cé€lulas altas (CPVA) e 41 carcinomas foliculares (CF)); 106 amostras de tecido

de pacientes diagnosticados com doencgas tiroidianas benignas (55 adenomas foliculares

Casuistica e Métodos

39



(AF) e 51 com bdcio), 27 tecidos de tirdide normal extraidos de lobo contra-lateral de

individuos operados por AF (tabela 1).

Nas amostras provenientes de sangue periférico utilizamos um total de 199
pacientes com CDT (164 CP e 35 CF) e 219 individuos controles diagnosticados como
sadios e sem qualquer alteragdo na tiredide (sendo 3 mulheres para cada 2 homens, para que

0 grupo seja comparavel com o da neoplasia tireoidiana).

Na casuistica de tecido tireoidiano para a realizacdo da extragdo de mRNA,
utilizamos 87 CP cléssico e 27 tecidos normais, coletados a partir dos tecidos adjacentes
dos adenomas foliculares. Todos os tecidos da tirdide utilizados neste trabalho foram

avaliados por patologistas.

Tabela 1- Casuistica usada no estudo do gene ATM.

IHQ Polimorfismos qRT-PCR
Pacientes Anatomo Patolégico
(n) (n) (n)
CPC 142 103 87
CPVF 72 40 0
. CPVA 17 14 0
Carcinomas
CP outros 0 28 0
CF 41 9 0
Total 272 195 0
Boécio 51 0 0
Benignos AF 55 0 0
Total 106 0 0
Normais Controles 18 219 27
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Tabela 2- Casuistica usada no estudo da proteina PTEN.

Pacientes Anatomo Patolégico I:;Il?
CP classico 118

CP Var Folicular 62

Carcinomas CP Cels Altas 14

CF 41

Total 235

Bocio 60

Benignos Adeno Folic 56
Total 134

Normais Controles 18

Os pacientes foram seguidos numa média de 53.8 (41 meses) e os prontudrios

foram obtidos pelos servicos (HC-Unicamp, AC Camargo e Centro Médico), dados que

incluiram;

- identificacdo: a idade ao diagnostico, sexo; cor; dados clinicos pré-cirurgicos,

tabagismo, historico de cancer na familia; histérico de segundo cancer ou de

cancer prévio.

- exames realizados: ultra-sonografia, citologia obtida através da biopsia

aspirativa.

- dados referentes a cirurgia e ao exame andtomo-patologico: tamanho do
tumor, tipo histoldgico; grau de diferenciacdo, presenga ou ndo de capsula,
presenga ou ndo de multiplos focos, presenga ou ndo de invasao (peritumoral,
capsular, vascular, extra tiroidiana), presen¢a ou nao de tireoidite

(peritumoral ou no restante da glandula), presenca de linfonodos acometidos

pelo tumor.
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Os pacientes incluidos neste estudo ndo apresentavam historico de exposicao
acidental ou médica a radiacdo ionizante ¢ foram, todos eles, submetidos a tiroidectomia

total ou quase total.

Depois de quatro a seis semanas da cirurgia e sem reposicao de levotiroxina, os
pacientes foram submetidos a pesquisa de corpo inteiro (PCI) com 5 mCi 31, para a
detec¢do de restos ou de metastase do carcinoma e dosagem de tireoglobulina (Tg). Todos
os pacientes receberam dose ablativa de 100 mCi de 311, apds a qual foi realizada nova
PCI. Um total de 99 pacientes teve necessidade de novas doses de radiodo, uma média de

doses acumuladas de 193 mCi chegando ao maximo de 780 mCi.

Estabelecido o resultado da PCI, foram prescritas doses supressivas de
levotiroxina. Os pacientes foram seguidos com exames perioddicos para a detecgdo precoce
de metastase, TSH sérico e Tg de acordo com um protocolo que inclui raios-X,
ultra-sonografia, tomografia computadorizada e outros eventuais métodos de imagem para

a deteccao de metastase a distancia (vide tabela 4).

Definiu-se a evolugdo como livre de doenca naqueles individuos que
mantiveram os niveis de Tg estaveis ou em decréscimo e abaixo de 2 ng/dL, e que nao
possuiam qualquer evidéncia de recorréncia (clinica ou por método de imagem), enquanto
os pacientes com recorréncia foram divididos naqueles com recorréncia local (quando
detectada recidiva no leito tiroidiano ou em linfonodos cervicais) e/ou com a presenca de

metastases a distancia.

Para fins de analise estatistica, os pacientes que evoluiram com recidiva local, a
distancia ou que morreram durante o acompanhamento, ¢ decorréncia da doenga, foram

classificados como de ma evolucao.

O sistema TNM foi utilizado para se classificar cada paciente enquanto que o
estadio utilizado foi o do consenso brasileiro de nodulos e cancer diferenciado de tirdide

publicado em 2007 (Maia, et al, 2007).
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3.2- Métodos
3.2.1- Imunoistoquimica

Regides representativas de 235 tumores foram identificadas e marcadas nas
laminas coradas com Hematoxilina-Eosina e respectivamente identificadas nos blocos
correspondentes. Estes tecidos foram examinados por patologistas que selecionaram areas
representativas de cada tumor, cortando em formato de cilindro com 1 pm de didmetro

tecidos que foram entdo agrupados em laminas de tissue micro array (TMA).

As laminas de TMA foram desparafinadas em banho de xilol a 110°C e
subseqiientes banhos de xilol a temperatura ambiente. Logo ap6s este processo, as laminas
foram hidratadas em alcool etilico nas concentragdes decrescentes de 100, 80 e 50% e
lavadas em 4gua destilada. A atividade da peroxidase enddgena foi bloqueada apos

3 lavagens de H,O, e posteriormente lavada em solucdo PBS (sol. Salina tamponada com

fosfato ph 7.4 a 7.6).

Para a recuperagao antigénica as laminas foram submersas em um tampao de
citrato de sodio a 95°C por 30 min. Apds a lavagem em agua corrente as laminas foram

incubadas nos seus respectivos anticorpos primdrias em cdmara imida a 4°C overnight.

Os anticorpos primarios utilizados foram: PTEN (anticorpo anti-PTEN,
monoclonal Novocastra, vide anexol) e ATM (anticorpo monoclonal anti-ATM, Epitomics,
vide anexo 2), nas diluigdes: 1:200 e 1:250 respectivamente. As diluicdes dos anticorpos
foram realizadas com soro de albumina bovina (BSA) e utilizamos como controle das
reagdes cancer de mama para a proteina ATM e tonsila para a proteina PTEN. Para o
controle negativo foram utilizadas as mesmas laminas usadas para o controle positivo sem a

adicdo do anticorpo primario.

Ap0s a incubagdo, as laminas foram lavadas em tampao PBS e incubadas no
anticorpo secundario Novolink Max Polymers® (Novocastra Laboratories LTD, New
Castle, UK), por 1 hora. As laminas foram novamente lavadas em solucdo PBS e

posteriormente reveladas com substrato cromédgeno DAB® (3-3'-diaminobenzidine
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tetrahydrochoride, SIGMA) diluido em uma solu¢ao com 1500ul de H,O; (10 vol) e 1 pl
DMSO (dimethylsofoxide) a 37°C por 5 min.

Os cortes foram desidratados em solugdes de alcool etilico em concentragdes
crescentes ¢ diafanizadas em trés solugdes de xilol ¢ finalmente montadas com laminulas

com resina Entellan® (Merk).

3.2.1.1- Leitura dos resultados

A leitura dos resultados foi realizada em microscopico Otico comum, no
aumento de 40 vezes e revista por um médico patologista (Dr. José Vassallo), de modo
semi-objetivo, examinando-se todos os campos os fragmentos de tumor. Foram
fotografados os campos das laminas onde se observou maior porcentagem de coloragdo,
“hot spot” (4 fotos de cada caso) com auxilio de uma camera motic modelo 2300 / série:
S001792M. O microscopio utilizado foi o modelo Axiophot da marca Zeiss em um

aumento de 40X (objetiva).

A localizagdo celular da imunocoloracdo e a porcentagem de células coradas

assim como sua intensidade (fraca, moderada e intensa) foram classificadas como:

Tabela 3- Classificagdo da imunocoloragao.

% de coloracao Classificacao Intensidade Classificacao
negativo 0 Negativo 0
1-25 1 Fraco |
25-50 2 Moderado 2
50-75 3 Intenso 3
75-100 4 Muito intenso 4

Para analise destes resultados de imunoistoquimica, utilizamos um score que se
baseia na somatdria da porcentagem de células coradas (positividade) com a intensidade de
coloracdo como acima descrito. Assim sendo, todas as reagdes de imunoistoquimica foram

classificadas de acordo com este score final, como exemplifica a tabela 6.
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Tabela 4- Score de analise final.

% de Intensidade de
Exemplo Total Score
coloracao coloracao
A 0 0 0 0
B 1 1 2 2
C 2 1 3 3
D 3 3 6 6
E 4 3 7 7

Determinou-se que os valores de score 0 e 2 seriam considerados como

negativos e os valores 3 a 7 como positivos.

Observamos que a imunocoloragdo tanto para o anticorpo de ATM quanto para

o anticorpo de PTEN evidenciava nucleos (figuras 8 ¢ 9).

3.2.2- Real-Time PCR

Primeiramente as amostras de tecido tiroidiano armazenadas em freezer -80°C
foram maceradas e extraimos RNA em sucessivas etapas com o reagente Trizol®
(Invitrogen), cloroformio e 4lcool isopropilico. Apds a extragdo, quantificamos a
absorbancia das nossas amostras usando o aparelho Gene Quant (Amersham Biosciences) e
produzimos cDNA usando a transcriptase reverse cDNA Super Script [I[I® (Invitrogen) de
acordo com as recomendagdes do fabricante. Apds a construgdo do cDNA utilizamos o
fluoroforo SYBR® Green qPCR Super Mix (Invitrogen) para a reacao da QPCR, para

ambos os genes alvo (ATM) e um controle endogeno da reacao (o gene GAPDH).

O fluoroforo intercala entre as fitas de DNA e emite um sinal de fluorescéncia
que ¢ captado pelo aparelho em tempo real formando assim curvas de expressdo, como

exemplifica a figura 8.
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Figura 8- Curvas de expressao dos genes ATM e GAPDH.

Para a reacdo de qPCR, foram utilizadas 30ng de cDNA, 12.5ul de Platinum
SYBR Green® gqPCR Super Mix e 10ul dos respectivos pares de primer, para uma solugdo
final de 25pl.

Os primers (MWG Oligo Synthesis Report, Miami, USA) utilizados para a
analise foram desenhados pelo programa Primer Express (Applied Biosystems), baseados
em sequéncias dos genes de interesse, disponiveis no banco de dados do GenBank

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank). Utilizamos as seguintes seqiiéncias de primers:

Tabela 5- Seqiiéncia de primers de GAPDH e ATM.

Primer Seqiiéncias
Sense: 5’"ACA ATT GAC TCT GGC CTT CC 3’
GAPDH
Anti-sense: 5’"CAG GTT ATA TCG AGA GGC TGC T 3’
Sense: 5" CCG ACG GGC CGA ATG T 3’
ATM

Anti-sense: 5’"AGC CGC AGA GCA CGG 3’

Os ciclos da reagdo da qPCR foram: 50°C por 2 min, 95°C por 10 min, 40

ciclos de 95°C por 15 min e anelamento e extensdo final de 60°C por 1 min.
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O aparelho usado para a reagdo foi Applied Biosystems 7500 qPCR System
(Applied Biosystems Lincoln Centre Drive, Foster City, USA) e os resultados analisados
pelo programa 7500 System SDS Software que baseia-se no numero de ciclos necessarios
(Cross Threshold-Treshold cycle) para que a fluorescéncia emitida atinja a fase

24Ty tendo como base uma amostra

exponencial. Os valores de RQ foram calculados (
que foi utilizada como calibrador da nossa reagdo, neste caso um tecido normal da tirdide,
demonstrado graficamente na placa de andlise o quanto aquela amostra ¢ mais ou menos

expressa em relagdo ao calibrador.

3.2.3- PCR ¢ RFLP

Foram extraidas DNA de sangue periférico de 199 casos e 219 controles a partir
do kit de extragdo DNA Isolation Kit for Mammalian Blood® (Roche Applied Science,
USA) seguindo as recomendagdes do fabricante. As amostras foram entdo identificadas e

armazenas no freezer a -20°C.

Para a andlise das alteracdes de seqiiéncia do gene ATM utilizamos os seguintes

pares de primers:

Tabela 6- Seqiiéncia de primers para os polimorfismos do gene ATM.

Primer Sequéncia
ATM D1853N sense 5'-GAT TCA TGA TAT TTT ACT CTA A -3°
(rs1801516) anti-sense 5’-AAG ACA GCT GGT GAA AAATC-3"
ATM S707P sense 5'-GCCTGATTCGAGATCCTGAAACAAT-3
(rs1800054) anti-sense ‘5'-GAATACCTAAAAACAGCATCCCAATTCAA-3
ATM $49C sense ‘5'-TAAGGCAAAGCATTAGGTACTTG-3
rs4986761 anti-sense 5'*-TTTCTCCTTCCTAACAGTTTACC-3

O mix inicial para a reagdo da PCR foi composto de 100ng de DNA, 10uM de
cada primer, 10mM Tris-HCL (ph 8.0), 20 mM de MgCl,, 0.1 mM de dNTPs e 0.5U Taq
DNA polimerase num volume final de 25ul. As condi¢des da PCR para a amplifica¢do dos

fragmentos de interesse foram:
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Tabela 7- Condi¢des de temperatura para a reagdo da PCR dos polimorfismos do gene

ATM.
Extensao e Numero de Temp
Polimorfismos Temp Inicial
Anelamento ciclos Final
94°C/45seg
72°C/10min
DI1853N 94°C/5min 56°C/45seg 35
4°C o0
72°C/45seg
94°C/45seg
72°C/10min
S49C 94°C/5min 64.3°C/45seg 35
4°C 0
72°C/45seg
94°C/45seg
. 72°C/10min
S707P 94°C/5min 59.4°C/45seg 35
4°C o0
72°C/45seg

Usando o produto da PCR, as amostras foram misturadas com azul de

bromofenol, os fragmentos menores (97 e 98 pb) foram submetidas a eletroforese em gel

de agarose 3% e os fragmentos maiores (351pb) em gel de 2%. Coramos com brometo de

etideo e analisamos o resultado através da luz UV. Em seguida, as amostras contendo a

seqiiéncia amplificada foram submetidas a restricdo enzimatica.

Tabela 8- Enzimas utilizadas na reacdo de PCR-RFLP dos respectivos polimorfismos do

gene ATM.
Sitio de
Polimorfismos Enzima Temperatura Fragmento
restricao
S49C Hpych4v 97pb
by TG/CA 37°C P
Ser—Cys New England 52 e45pb
S707P BSU 351pb
CC/TN 37°C
Ser—Pro New England 277 e 74pb
D1853N Ddel 88pb
) C/TNAG 37°C
Asp—Asn Invitrogen 69 ¢ 19pb
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3.3- Analise estatisitca

Os dados foram tabulados em planilhas para analise descritiva em tabelas de
freqliéncias para varidveis categoricas e medidas de posicdo e dispersdo para variaveis
continuas. Para verificar associagdo ou comparar propor¢des foi usado o teste X° ou teste
exato de Fisher, quando necessario. Para identificar possiveis riscos para a conclusdao
clinica, invasdo e tiroidite foram utilizadas a andlise de regressdo logistica multipla. A
evolucdo do tempo livre de doenga foi estimada pela curva de Kaplan-Meier e as
comparagdes pelos testes de Breslow ou Long Rank, quando necessarios. Para a
comparagdo de medidas continuas ou ordenaveis entre dois grupos foi utilizado o teste de
Mann-Whitney e entre trés ou mais grupos o teste de Kruskal-Wallis. Para verificar

associa¢do linear entre as varidveis foi utilizado o coeficiente de Spearman.

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- Resultados de IHQ

Os pacientes foram seguidos por 53,8441 meses (mediana de 45 meses),
variando de um minimo de 12 meses até 298 meses (25 anos). Durante o periodo de
seguimento, 12 pacientes morreram de cancer de tiredide, sendo 12 metdstases a distancia.
Entre os individuos de estadio I, 64% evoluiram bem, ao passo que 32% dos individuos de
estddio IV evoluiram mal (X* p=0.0022). Os pacientes que tiveram metdstase ao
diagndstico evoluiram mal em 73% dos casos, enquanto os pacientes que nao tiveram

metastase ao diagndstico tiveram uma boa evolucdo em 69% (X% p<0.0001).

A tabela 9 demonstra os dados clinicos dos pacientes utilizados no estudo de
ambos os genes ATM e PTEN e os individuos controle. A tabela 10 resume os achados

anatomo-patoldégicos dos pacientes estudados.

Tabela 9- Andlise descritiva dos dados dos pacientes e controles.

Pacientes Controles
Dados
(n) (n)
. 232 127
(80.84%) (58%)
Sexo
55 92
M
(19.16%) (42%)
151 152
B
) (87.28%) (85%)
Etnia
22 26
NB
(12.72%) (15%)
145 91
<45
) (50.52%) (41%)
Faixa
142 128
>45
(49.48%) (59%)
99 56
F
) (66.89%) (35%)
Tabagismo
49 102
NF
(33.11%) (65%)
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Tabela 10- Andlise descritiva dos dados dos pacientes segundo AP.

Pacientes Pacientes
Dados Dados
(n) (n)
; 124
) 69 (61.39%)
Sim
(39.66%) 20
II
(9.90%)
Multifocal Estadiamento
26
111
105 (12.87%)
Nao
(60.34%) 32
v
(15.84%)
69 96
Sim Metastase Sim
(39.66%) (63.16%)
Encapsulado ao
105 ) ) 56
Nio Diagnéstico Nio
(60.34%) (36.84%)
57 48
Presente Metastase Sim
Invasdo (38.26%) 21.15%)
na
Extra tiroidiana 92 179
Ausente Evolucgdo Nio
(61.74%) (78.85%)
51 Livre de 179
Presente
o (33.77%) Conclusido doenga (78.85%)
Tiroidite ]
100 Clinica Ma evolucio 48
Ausente
(66.23%) (21.15%)

4.1.1- Imunoistoquimica para a proteina ATM

Houve clara distin¢do entre positividade para ATM (Figuras 8. C e F) e
auséncia da proteina (Figura 9 B e D). A expressdao de ATM foi identificada em 186/272
(68,4 %) dos pacientes com CDTs e foi negativa em 86/272 (34,6 %) dos casos, como

mostra a Tabela 11.
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Figura 9- Expressdo nuclear da proteina ATM: A. carcinoma da mama (controle positivo);
B. tecido normal negativo (-); C. adenoma folicular positivo (+); D. carcinoma
folicular negativo (-); E. carcinoma papilifero positivo (+) e F. carcinoma
folicular positivo (+) (figuras A,B, C e E aumento de 200X; D e F aumento de
100X).
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4.1.2- Tecidos normais e tumores benignos

Observamos a auséncia de expressao em 23/55 (42%) dos AF, 28/51 (55%) dos
bocios e 14/18 (78%) nos tecidos normais (tabela 11). Em relacdo a intensidade a
observamos uma prevaléncia de fracos entre: 4/18 (22,2%) nos tecidos normais, 16/32

(50%) nos AF e 17/23 (74%) nos bdcios.

A soma da positividade com a intensidade de coloracdo onde atribuimos o
score, destacou-se os tecidos normais em que hd auséncia de expressio em 100% dos

tecidos em relacdo ao grupo de benignos (p=0.0019) (grafico 1).

Tabela 11- Andlise descritiva dos resultados de imunoistoquimica mostrando a

porcentagem de coloragdo para a proteina ATM.

AP 0 1-25% 25-50% 50-75% 75-100% Total
Tec 14 4 0 0 0 18
Normal (77.78%) (22.23%)
AF 23 8 10 6 8 55
(41.81%) (14.54%) (18.18%) (10.90%) (14.54%)
Boécio 28 6 9 6 2 51
(54.90%) (11.76%) (17.64%) (11.76%) (3.92%)
CpPC 32 23 25 21 41 142
(22.54%) (16.20%) (17.61%) (14.79%) (28.87%)
CPVF 24 8 8 16 16 72
(33.33%) (11.11%) (11.11%) (22.22%) (22.22%)
CPVA 4 4 1 3 5 17
(23.53%) (23.53%) (5.88%) (17.65%) (29.41%)
CF 26 2 5 2 6 41
(63.41%) (4.88%) (12.20%) (4.88%) (14.63%)

A prevaléncia de porcentagem de coloracdo foi distribuida nos diferentes
tecidos da seguinte forma: 14/18 (77,78%) nos tecidos normais, 23/55 (41,9%) nos AF,
28/51 (55%) dos bocios, 24/72 (33,3%) nos CVPF e 26/41 (63,4%) nos CF, ndo tinham
expressdo da proteina ATM. Em 41/142 (28,9%) dos CPC, assim como 5/17 (29,4%) dos

CPVA tinham maior porcentagem de coloracio entre 75-100% das células.
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Tabela 12- Andlise descritiva dos resultados de imunoistoquimica mostrando a intensidade

de coloracdo para a proteina ATM.

AP Fraco Moderado Intenso Total
Tec 4 0 0 4
Normal (100%)
AF 16 6 10 32
(50%) (18.75%) (31.25%)
Bocio 17 6 0 23
(73.91%) (26.08%)
CPC 49 50 11 110
(44.54%) (45.45%) (10%)
CPVF 25 18 5 48
(52.08%) (37.5%) (10.41%)
CPVA 7 2 4 13
(53.84%) (15.38%) (30.76%)
CF 11 1 3 15
(73.4%) (6.7%) (20%)

A intensidade de coloragdo demonstrou ser fraca na maioria dos tecidos sendo:

4/4 (100%) nos tecidos normais, 16/32 (59%) nos AF, 17/23 (74%) nos bdcio, 25/48
(52,1%) nos CPVF, 7/13 (53,4%) nos CPVA e 11/15 (73,4%) nos CF. Apenas nos 50/110

(45,4%) dos CPC pudemos observar por uma diferenca muito pequena a intensidade

moderada.
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Epressdo de ATM

Tecido Normal Bdcio AF

O Positivo M Negativo

Grafico 1- Andlise do score de expressdao dos tecidos benignos e tecido normal para a

proteina ATM.

4.1.3- Tumores malignos

Apresentaram expressdo da proteina ATM: 110/142 (77,5 %) dos CPC; 48/72
(66,7 %) dos CPVF; 13/17 (76,5 %) dos CPVA e 15/41 CF (36,6 %), porém a maioria dos
CF nao mostrou expressdao de ATM 26/41 (63,4%) (tabela 11). A intensidade da coloragdo
mostrou que 50/110 CPC (45,4%) eram moderados e 25/48 CPVF (52,1%), 7/13 CPVA
(53,8%) e 11/15 (73,4%) eram em sua maioria fracos (tabela 12).

Analisando o score (positividade + intensidade) observamos que nos diferentes
grupos sao em sua maioria positivos: CPC com 63%; CPVF com 57% e CPVA com 53%.
A auséncia de expressdo € significante nos carcinomas foliculares (69%) em relacdo as

demais varidveis de carcinomas (p=0.0030) (gréfico 2).
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Grifico 2- Andlise do score de expressao dos tecidos malignos para a proteina ATM.

Tabela 13- Andlise entre o score de malignos versus benignos para a proteina ATM.

AP Positivo Negativo Total
3-7 0-2)
Maligno 153 120 273
(56%) (44%)
Benigno 64 42 106
(60%) (40%)

Nao ha diferenca significante entre a expressao da proteina ATM entre tecidos

malignos (56%) e os benignos (60%) (p=0.4883).
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Tabela 14- Andlise entre o score de expressao da proteina ATM dos CP versus CF.

AP Positivo Negativo Total
37 (0-2)
Ccp 140 91 231
(61%) (39%)
CF 13 29 42
(31%) (70%)

Observamos que a expressao protéica de ATM € mais freqiiente entre os CP

(61%) do que nos CF (31%) (p=0.0006; OR=3.432; 95% CI: 1.695-6.950).

Tabela 15- Andlise entre o score de expressdo da proteina ATM dos CPC versus CP

variantes.
AP Positivo Negativo Total
(3-7) (0-2)
CPC 90 52 142
(63%) (37%)
CP 50 39 89
Variantes (56%) (44%)

A expressdo foi observada em ambos os grupos, 63% dos CPC e 56% dos CP

variantes, nao havendo, portanto diferenca significante (p=0.3329).
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Embora pacientes classificados como no estadio II sejam positivos para ATM
em 71% dos casos, ndo encontramos diferenca entre diferentes estadios em relacdo a

positividade para ATM (p=0.5002) como mostra o grafico3.

Score do Estadiamento
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Grafico 3- Andlise descritiva do score dos pacientes segundo o estadiamento para a

proteina ATM.
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A andlise da regressdo logistica multipla ajustada para sexo e faixa etdria
demonstrou que a expressao da proteina ATM foi mais freqiiente entre os pacientes que nao
tinham metdstase ao diagndstico (81%) quando comparado com a com os pacientes que
tiveram metdstase ao diagnoéstico (55%) ( p=0.016; OR=2.904; 95%IC= 1.219-6.919) como

mostra o grafico 4.
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Griafico 4- Andlise descritiva do score dos pacientes com metdstase ao diagnéstico para a

proteina ATM.

Resultados

60



Da mesma forma, andlise de regressao logistica multipla ajustada para sexo e
faixa etaria mostrou que a expressdo da proteina ATM foi mais freqiiente entre os pacientes
que nao tinham metdstase na evolucdo (63%) do que nos pacientes que tiveram metéstase

na evolucdo (46%) (p=0.0276; OR=2.936; 95%IC 1.126-7.657) como mostra o grafico 5.

Metastase durante a Evolugao
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Grafico 5- Andlise descritiva do score dos pacientes com metastase durante a evolucio

para a proteina ATM.
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Obviamente, também observamos uma maior freqiiéncia de expressao da
proteina ATM nos pacientes que evoluiram livres de doenca (63%) quando comparados
com os pacientes que tiveram pior evolucdo (46%), segundo regressdo logistica multipla
ajustada para sexo e faixa etdria (p=0.0276; OR=2.936; 95% IC 1.126-7.657) como mostra

o grafico 6.
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Grafico 6- Andlise descritiva do score dos pacientes segundo a conclusdo clinica para a

proteina ATM.
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Figura 10- Curva de Kaplan-Meier para a probabilidade livre de doenc¢a considerando-se a

expressdo de e ATM (score positivo ou negativo).

A expressdo de ATM ndo se correlaciona com a probabilidade livre de doenga

como mostra a curva de Kaplan-Meier (teste de Breslow, p=0.587).
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Figura 11- Anadlise do total (score) da expressdo de ATM pelo griafico de Box plot em

relacdo a dosagem acumulada de radiodo.

Os pacientes que tomavam sucessivas doses de radiodo mais frequentemente

ndo expressavam a proteina ATM (p=0.0453).

4.1.4- Imunoistoquimica para a proteina PTEN

Houve clara distin¢c@o entre positividade para PTEN (Figuras 12. B e C) e
auséncia da proteina (Figura 12. D). A expressdo de PTEN foi identificada em 185/235
(78,7%) dos pacientes com CDTs e foi negativa em 50/235 (21,3 %) dos casos, como

mostra a Tabela 16.
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Figura 12- Expressdo nuclear da proteina PTEN em: A. tonsila (controle positivo);
B. carcinoma folicular positivo (+); C. carcinoma papilifero positivo (+);

D. carcinoma papilifero negativo (-) (figura A, aumento de 400X; B,C e D

aumento de 200X).

4.1.5- Tecidos normais e tecidos benignos

A expressdao de PTEN foi identificada em 14/18 (77,8%) dos tecidos normais,
39/56 (69,6%) dos AF e 49/60 (81,7%) dos bdécios como mostra na tabela 16. J4 em relacio
a intensidade, 6/14 (42,8%) dos tecidos normais e 16/39 (41%) dos AF eram intensos e

20/49 (40,8%) dos bdcios eram fracos (tabela 17).
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Tabela 16- Andlise descritiva da porcentagem de coloracdo das células para a proteina

PTEN.

AP 0 1-25% 25-50% 50-75% 75-100% Total
Tecido 4 11 2 1 0 18
normal (22.23%) (61.12%) (11.12%) (5.56%)

AF 17 9 9 10 11 56

(30.35%) (16.07%) (16.07%) (17.85%) (19.64%)
Bécio 11 20 17 9 3 60
(18.34%) (33.34%) (28.34%) (15%) (5%)
CPC 26 10 14 16 52 118
(22.03%) (8.47%) (11.86%) (13.56%) (44.07%)
CPVF 16 5 11 8 22 62
(25.81%) (8.06%) (17.74%) (12.90%) (35.48%)
CPVA 2 0 3 1 5 14
(14.29%) (21.43%) (28.57%) (35.71%)
CF 6 3 4 8 20 41
(14.63%) (7.32%) (9.76%) (19.51%) (48.78%)

A prevaléncia de porcentagem de coloragdo foi distribuida nos diferentes
tecidos da seguinte forma: 11/18 (61%) dos tecidos normais e 20/60 (33.3%) dos bécios
eram em sua maioria (1-25%) das células coradas; 17/56 (30.35%) dos AF eram negativos;
52/118 (44%) dos CPC, 22/62 (35.5%) dos CPVF, 5/14 (35.7%) dos CPVA e 20/41

(48.8%) eram em sua maioria (75-100%) das células coradas.
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Tabela 17- Andlise descritiva da intensidade de coloracdo para a proteina PTEN.

AP Fraco Moderado Intenso Total

Tecido normal 5 3 6 18
(27.78%) (16.67%) (33.34%)

AF 5 18 16 56
(8.92%) (32.14%) (28.57%)

Bécio 20 15 14 60
(33.34%) (25%) (23.34%)

CPC 22 20 50 118
(18.64%) (16.95%) (42.37%)

CPVF 10 12 24 62
(16.13%) (19.35%) (38.71%)

CPVA 4 2 6 14
(28.57%) (14.29%) (42.86%)

CF 7 13 15 41
(17.07%) (31.71%) (36.59%)

Observamos a prevaléncia da intensidade intensa em todas as varidveis sendo:
(33,3%) dos tecidos normais, (28,6%) nos AF, (23,3%) nos bdcios, (42,4%) nos CPC,
(38,7%) nos CPVF, (42,9%) nos CPVA ¢ (36,6%) nos CF.
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A soma da positividade com a intensidade de coloragao onde atribuimos o score
(p=0.2308), encontramos que os tecidos normais distribuiram-se de forma similar, enquanto

que 66% dos AF e 52% dos bdécios foram positivos, como mostra o grafico 7.

Expressao de PTEN
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O Positivo M Negativo

Grafico 7- Andlise do score da expressdo da proteina PTEN em relacdo aos tecidos

benignos e normais.

4.1.6- Tumores malignos

Apresentaram expressdo da proteina PTEN: 92/118 (78%) dos CPC; 46/62
(74,2 %) dos CPVF; 12/14 (85,7 %) dos CPVA e 35/41 CF (85,4%) como mostra a tabela
16. A intensidade da coloragdo mostrou que 50/92 CPC (54,3%), 24/46 CPVF (52,2%), e
6/12 CPVA (50%) e 15/35 CF (42,8%) eram em sua maioria intensos (tabela 17).

O score atribuido para estas varidveis (positividade e intensidade) nos tecidos
malignos mostra que em sua maioria sdo positivos: 69% dos CPC; 69% dos CPVF, 86%

dos CPVA e 83% dos CF como esta representada no grafico 8.
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Expressao de PTEN
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Grifico 8- Andlise descritiva do score de expressdo nos CDTs para a proteina PTEN.

A comparagdo entre diferentes subtipos histolégicos do CP mostra nimero de
células coradas similar (p=0.7392; tabela 16) e coloracdo de intensidade similar (p=0.6646;
tabela 17). O score confirma que a expressao de PTEN nao distingue as diferentes variantes

do CP nem o CP do CF (grafico 8).
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Tabela 18- Expressao protéica de PTEN segundo o score, entre malignos versus benignos.

AP Positivo Negativo Total
(3-7) (0-2)
Maligno 171 64 235
(73%) (27%)
Benigno 40 38 78
(51%) (49%)
Total 211 102 313
(67%) (33%)

Comparando a expressdao da proteina PTEN nos malignos versus benignos,
encontramos significancia na positividade em 73% nos malignos (p=0.007; OR= 2.538;

95% CI: 1.496-4.308).

Tabela 19- Andlise do score entre grupos de CP versus CF para a proteina PTEN.

AP Positivo Negativo Total
(3-7) (0-2)
CP 137 57 194
(71%) (29%) (83%)
CF 34 7 41
(83%) (17%) 21%)

Nao houve diferenca significativa na expressio de PTEN nos CP (71%

positivo) e CF (83% positivo) (p=0.1248).
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Tabela 20- Andlise do score entre grupos de CPC versus CP variantes para a proteina

PTEN.
AP Positivo Negativo Total
(3-7) (0-2)
CPC 82 36 118
(69%) (31%) (61%)
CP Variantes 55 21 76
(72%) (28%) (39%)

Também ndo houve diferenca significante entre os CPC (69% positivo) e CP de

formas histolégicas variantes (72% positivo) (p=0.7475).

A expressio de PTEN ocorre de forma similar em todos os estadios dos
pacientes com CDTs: I com 72%, II com 83%, Il com 71% e IV com 66% (p=0.6031)

como mostra o grafico 9.
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Grafico 9- Anilise descritiva do score de expressdo segundo o estadiamento dos pacientes

para a proteina PTEN.
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A expressdo de PTEN também foi similar em pacientes de tumores mais ou

menos agressivos ao diagndstico, como mostra o grafico 10 (p= 0.2779).

Metastase ao Diagnéstico
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Griafico 10- Andlise descritiva do score de expressao referente a metastase ao diagnéstico

dos pacientes com CDTs para a proteina PTEN.

Quando comparamos a expressao de PTEN tampouco distinguiu os pacientes
que ndo tiveram metdstase durante a evolucao dos que tiveram (p=0.1101), como mostra o
grificoll. No entanto, a regressao logistica multipla mostra maior expressdao de PTEN nos
pacientes que nao tiveram metdstase durante a evolugdo (p=0.0437). Por conseguinte, a
expressao de PTEN ¢é significativamente maior entre os pacientes livres de doenca

(p=0.0437 regressao logistica multipla), como mostra o grafico 12.
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Grafico 11- Andlise descritiva do score de expressdo para a proteina PTEN referente a

pacientes que tiveram ou nao metéstase durante a evolucao.
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Griafico 12- Andlise do score segundo a conclusdo clinica dos pacientes (livre de doenca

versus md evolucdo) para a proteina PTEN.
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4.2- Resultados de Real-Time PCR

Dos 87 casos de CP classicos estudados, 80 deles foram os mesmos casos
estudados em THQ e os restantes provenientes do centro médico. A média de tempo de
seguimento foi de 21,96 meses (+11,69). Havia 77 (88,5%) do sexo feminino e 10 (11,5%)

do sexo masculino, sendo a média de idade de 43,88 anos (£12,96)

Destas amostras houve apenas 1 caso de obito causada por metdstase de

linfonodo.

4.2.1- Anélise dos resultados de quantificacdo relativa de mRNA para o gene ATM
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Figura 13- Anidlise da expressdo relativa dos tecidos normais e carcinoma papilifero da

tireide para o gene ATM.

Observamos uma alta expressao de mRNA do gene ATM nos tecidos normais
em relagdo aos carcinomas como exemplifica a figura 16 que mostra resultados de uma

placa de analise do programa 7500 System SDS software.
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Figura 14- Andlise da expressao de todos os casos de mRNA de ATM em tecido normal e

CPC.

Os valores em log mostram que tanto a média (1.3) quanto a maxima (2.0) da
expressao relativa de mRNA € maior nos tecidos normais em relacdo aos CPC (0.1 e 0.5

respectivamente).

Tabela 21- Andlise da expressdao relativa de mRNA entre os diferentes grupos de

carcinoma papilifero para o gene ATM.

AP N Média Maxima p-valor
CPC 51 0.8 27.3 0.0091
CPVF 20 2.1 21.9
CPVA 1 0.8 0.8

Observamos que a média de expressdo de ATM no grupo dos CPVF é mais

elevada em relacdo aos demais tipos histoldgicos (p=0.0091 Mann-Whitney).
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4.3- Resultados dos polimorfismos estudados de ATM

Nos 199 pacientes com cancer estudados, 166 (83.4%) eram do sexo feminino e
33 (16,6%) do sexo masculino, sendo 162 (81,4%) de etnia branca e 37 (18,6%) nio
branco. A média de idade foi de 41,74 (£15,5) anos e a média do tempo de seguimentos dos

pacientes foi de 80,6 (£63,5) meses.

4.3.1- Polimorfismo D1853N

50pb

A/A G/G G/A

Homozigo Selvagem Heterozigotos

N

Figura 15- Gel de poliacrilamida 12% referente a variante D1853N demonstrando
individuos: selvagens (69 e 19pb), heretozigotos (88, 69 e 19pb) e
homozigotos (88pb). Neste caso a enzima usada somente cliva os alelos

selvagens
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Tabela 22- Andlise do polimorfismo D1853N entre os grupos controles e cancer.

D1853N Controles Cancer Total
Selvagem 163 173 336
G/G (49%) (51%) (84%)
Heterozigoto 37 21 58
G/A (64 %) (36%) (14%)
Homozigoto 1 1 2
A/A (50%) (50%) (2%)
Total 201 195 396

O alelo heterozigoto é mais prevalente entre os controles (64%) do que nos

individuos com céncer (36%) (p=0.0364; OR=0.5455, 95% CI:0.3094-0.9618), o que

demonstra ser um polimorfismo de protecdo dentro da populacio por nds estudada.

4.3.2- Polimorfismo S707P

100pb

T/C

Heterozigoto

T/T
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Figura 16- Gel de agarose 2% referente a variante S707P demonstrando individuos

selvagens (351pb) e heterozigotos (351, 277 e 74pb) tendo como referencia o

ladder de 100pb.
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Tabela 23- Andlise do polimorfismo S707P entre os grupos controles e cancer.

S707pP Controles Cancer Total
Selvagem 207 179 386
T/T (54%) (46%) (97%)
Heterozigoto 4 7 11
T/C (36%) (64%) (2%)
Homozigoto 0 0 0
C/C
Total 211 186 397

Nao encontramos diferenca significante dos alelos alterados no grupo controle
e cancer (p=0.258). Nao encontramos em nossas amostras nenhum individuo portador do
alelo homozigoto e apenas 11 individuos portadores do alelo heterozigoto sendo 4/211

(36%) nos controles e 7/186 (64%) nos canceres.

4.3.3- Polimorfismo S49C
50pb

C/C C/G

Selvagem Heterozigoto

Figura 17- Gel de poliacrilamida 12% referente a variante S49C demonstrando individuos
selvagens (97pb) e heretozigotos (97, 52 e 45pb), tendo como referencia o

ladder de 50pb.
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Tabela 24- Andlise do polimorfismo S49C entre os grupos controles e cincer.

S49C Controles Céancer Total
Selvagem 216 195 411
C/C (52%) (47%) (98%)
Heterozigoto 3 4 7
C/G (43%) (57%) (2%)
Homozigoto 0 0 0
G/G
Total 219 199 418

Nao encontramos diferenca significante dos alelos alterados no grupo controle e
cancer (p=0.7132). Nao encontramos em nossas amostras nenhum individuo portador do
alelo homozigoto e apenas 7 individuos portadores do alelo heterozigoto sendo 3/219

(43%) nos controles e 4/199 (57%) nos canceres.

Todas as outras varidveis clinicas e andtomopatoldgicas (multifocalidade,
tireoidite, invasao, estadiamento, metastase a distincia, metastase tardia, dose ablativa e
conclusdo clinica) analisadas ndo mostraram correlacio com os polimorfismos estudados

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

tais medidas (Mazzaferri & Jhiang, 1994; Zidan, 2000; Ward et al., 2003).

Os danos causados pela quebra de dupla fita de DNA sdo os danos mais
citotoxicos que uma célula humana pode sofrer, podendo desencadear o processo de
tumorigénese quando nao identificados e reparados corretamente. Genes envolvidos nos
reparos aos danos no DNA, checagem do ciclo celular, responsaveis pela proliferacao e
sobrevivéncia celular e que, portanto desempenham importantes papéis na manutencio da
estabilidade genomica sdo amplamente estudados em diferentes tipos de cancer. Para
elucidar a importancia das proteinas quinases ATM e PTEN nos carcinomas diferenciados
da tiredide estudamos a expressdo protéica de ambas, assim como a andlise da freqii€éncia

de trés polimorfismos do gene ATM e sua expressdo relativa de mRNA nos tumores.

Nossos achados inéditos em cancer de tire6ide demonstram que a auséncia de
expressdo protéica de ATM foi mais freqiiente nos CF em 70% (29/42) e que nos CP houve
uma maior expressdo em 61% (140/231) (p=0.0006; tabela 14). Apesar da diferenca na
expressdo dos diferentes carcinomas, ndo houve diferenca entre os tecidos benignos e

malignos assim como nos, CP cldssicos e variantes (tabela 13 e 15).

Em relacdo aos dados clinicos, observou-se uma positividade da proteina ATM
no estadio II (71%) e auséncia de expressio nos estidios III e IV (45 e 47%
respectivamente) assim como em pacientes com maior agressividade e pior progndstico,
como metdstase ao diagndstico (p=0.016) e metdstase durante a evolugdao (p=0.0276)

(graficos 3, 4 e 5). Outros estudos também demonstram esta correlagdo da baixa expressao
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de ATM a piores prognéstico, porém em outros tipos de tumores como: em cancer gastrico
de pior diferenciagdo, metastase de linfonodos e baixa sobrevida (p<0.05)
(Kang et al., 2008), infiltragio de ducto de mama e diferenciagdo celular
(Cuatrecasas, et al 2006), TNM mais avancados em cancer de prostata, pulmio e bexiga
(Fan et al, 2006) e expressdo reduzida ou ausente na maioria dos canceres de mama com

metastase (10/14) (Angele S et al., 2000).

Como o gene ATM esta no topo da cascata de ativacao das demais vias que sao
recrutadas para reparar o dano ao DNA, sua inativacdo influencia, portanto na progressao
tumoral e sobrevivéncia celular. Sua ativacdo mediante a induc¢do da quebra de dupla fita
causada pela radiac@o ionizante também demonstrou ter correlacdo com os nossos achados
entre o grupo dos pacientes que tinham a expressao protéica de ATM foram tratadas com
menos doses acumulativas de radiodo, ja que este estando ativo teoricamente repararia 0s

danos celulares e, contudo responderia melhor ao tratamento com radiodo.

A expressao relativa de mRNA do gene ATM foi menor em carcinomas em
relagdo aos tecidos normais o que ndo € observado na expressdo protéica. Esta diferenca
pode estar associada a mecanismos pOs-transcricionais ou mesmo na sua localizacdo
celular. Kang et al, 2008, estudou a expressao de mRNA, proteina e fosforilacdo de ATM
em tumores gastricos e observou uma baixa expressao de mRNA em tumores (30/40) e alta
expressdao protéica em tecidos normais (13/20). A imunocoloragdo encontrada, foi
citoplasmadtica e nuclear que como sabemos, dependendo da sua localizagcdo sua atividade
funcional € distinta. No citoplasma a proteina ATM interage com 0s peroxissomos, mas sua
importancia ainda € desconhecida, j& no nudcleo sua interagdo com o complexo MRN
promove a checagem do ciclo celular e reparo ao dano no DNA (Lavin et al, 2008). Em
nosso estudo observamos apenas localizacao nuclear da proteina ATM em todos os tecidos
analisados. A média na expressdo de mRNA nos diferentes carcinomas papiliferos (CPC,
CPVF e CPVA) foi maior entre as variantes foliculares (média de 2.1) (p=0.0091,
tabela 21).

Na andlise dos polimorfismos estudados, todos do tipo missense, encontramos
uma freqii€éncia maior do genétipo heterozigoto na variante D1853N em controles (37/201)

(tabela 22). A troca do aminoécido acido aspartamico por asparagina (SNP 557 G/A) desta
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variante afeta sua conformacao protéica e sua interacado com a proteina Rad 3. Ainda ndo se
sabe ao certo os mecanismos envolvidos desta interacdo e sua importincia, havendo a
necessidade de mais estudos para correlacionar o nosso achado que sugere ser uma variante

de protecdo ao cancer de tiredide (p=0.0364; OR=0.544).

Nos demais polimorfismos Ser49Cys e Ser707Pro encontramos poucos
genotipos heterozigotos tanto nos controles (3/219 e 4/211 respectivamente) como nos
individuos com cancer (4/199 e 7/186 respectivamente) € nenhum gendtipo homozigoto,
ndo apresentando, portanto significincia nenhuma com nossos dados clinicos ou
anatomo-patolégico. Contudo, mais de 300 alteracdes na seqii€éncia no gene ATM foram
descritas a partir de estudos feitos em pacientes portadores de A-T (Team Medicine
online®). Estima-se que 70% resultam em truncamento da proteina e 30% sdo do tipo
missense tendo correlacio com o risco de desenvolvimento de cancer (Khanna, 2000;

Telatar et al, 1998; Mitui et al, 2009 e Thompson et al, 2005).

Apesar de ndo encontrarmos uma freqii€ncia significativa nos demais
polimorfismos, outros estudos mostraram que o gendtipo heterozigoto para o polimorfismo
Ser49Cys foi mais freqiiente em pacientes com cancer de mama (5/75, p=0.006)
(Buchholz et al, 2004), assim como o gendtipo heterozigoto para o polimorfismo
Ser707Pro foi mais freqiiente em pacientes com cancer de tiredide (1/5, p=0.01)

(Dombernowsky et al, 2008).

O gene supressor tumoral PTEN, quando ndo funcional ou de maneira errobnea
(mutagdes e delecdes) predispde ao risco no desenvolvimento de cancer de mama e tiredide
(Bruni et al, 2000 e Di Cristofano et al, 1998). Estudos in vitro e in vivo demonstram que o
gene PTEN pode tanto induzir a célula a apoptose celular como a sobrevivéncia celular

(Furnari et al, 1997 e Cheney et al, 1999).

A expressdo protéica de PTEN foi mais prevalente entre os tecidos malignos
(171/235) do que em benignos (40/78) (p=0.007, tabela 18). Nao houve diferenca
significativa entre os CP e CF assim como entre os CP classico e CP variantes (tabela 19 e

tabela 20). Através da andlise de regressao logistica multipla, encontramos correlagdo da

3 http://www.vmmc.org/vmrc/atm.htm
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expressdo de PTEN em pacientes que nao tiveram metdstase durante a evolucdo e que

estavam livres de doenga (115/153, grafico 11 e 12).

A correlagdo da expressdo protéica de PTEN em diferentes tipos de cancer é
bastante contraditéria em virtude da analise dos resultados, numero insuficiente de
amostras, anticorpo inespecifico e localizacdio celular distinta da proteina.
Mutter et al, 2000 analisou apenas a intensidade de coloracdo da proteina em cancer
endometrial que localizava-se tanto em citoplasma como no nucleo e observou auséncia de
expressdao em 61% dos individuos com cancer. Ja outro estudo feito em cancer de tiredide
que também analisou apenas a intensidade de coloracdo, mas que considerou em sua anélise
a localizacdo celular citoplasmdtica e nuclear da proteina PTEN, demonstrou haver
diferenca na interpretacdo de seus resultados visto que no nucleo a intensidade € mais fraca

em CP (78%) em relacdo ao citoplasma (33%) (Gimm et al, 2000).

Outro estudo que adotou o mesmo parametro de andlise que o nosso,
porcentagem de coloracdo e intensidade das células coradas, em tumores de tiredide,
mostrou que a localizacdo da proteina PTEN € em sua maioria citoplasmatica
(Di Loreto et al, 2004). Chung et al, 2005 tentando compreender a diferenca na localizagdao
celular da proteina PTEN, descobriu em seu estudo que uma outra proteina, a Major Vault
Protein (MVP), € responsavel pelo transporte da proteina PTEN para o nicleo. A partir de
sua descoberta ele também pode confirmar que sua localizagdo nuclear é responsavel pelo

crescimento celular, ja no citoplasma, a proteina € responsavel pela replicagdo celular.

Em nossos achados a proteina PTEN foi predominantemente nuclear e sua
positividade maior entre os tecidos malignos em relagdo aos benignos, assim como em
pacientes que ndo tinham metdstase ao diagndstico sugere que sua atividade funcional
esteja combatendo a proliferacdo e sobrevivéncia celular, ou seja, o processo de

tumorigénese das células tireoidianas.
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Demonstramos em nossos achados que:

- a baixa expressdao da proteina ATM € prevalente no grupo de carcinomas
foliculares assim como em pacientes com pior progndsticos como metastase

ao diagnostico e na evolucdo;

- pacientes com alta expressdo da proteina ATM necessitaram de menores doses

acumulativas de radiodo;

- a expressdo quantitativa do gene ATM foi menor entre os carcinomas
papiliferos em relacdo aos tecidos normais e a média da expressdao entre os

carcinomas foi maior no grupo dos carcinomas papiliferos variante folicular;

- 0 gendtipo heterozigoto do polimorfismo D1853N foi mais prevalente entre os

controles;
- alta expressdo da proteina PTEN foi observada entre os tecidos malignos;

- baixa expressdo da proteina PTEN foi observada em pacientes com pior

progndstico como metdstase durante a evolucao.

Contudo sugerimos que estudos imunocitoquimicos das proteinas ATM e
PTEN possam auxiliar na avaliacdo clinica em pacientes com CDT, no entanto através da
curva de Kaplan-Meier ndo foi possivel determinar a probabilidade de pacientes livres da
doenca necessitando de um maior tempo de seguimento deste pacientes para atingir esta
correlagdo. A busca de marcadores moleculares de progndstico visa tragar um perfil de
pacientes que tenham maior ou menor risco de cura e uma andlise mais abrangente
envolvendo outros genes supressores tumorais ainda é necessdria para atingir resultados

mais siginificativos.
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ANEXO 1

ERPITUMICS

BETTER ANTIBODIES - BETTER SCIEMCE

ATM Rabbit Monoclonal Antibody
Product Data Sheet

Clone 10: ¥170 Lot #: plesse refer fo visl
Guantity: 100 pl

Type: Rabbit Monoclonal 1gG

Species Cross-reacfivity: # Human - Mouse - Rat
Applications: # WB #IHC #ICC - Flow Cytometry +IP
Muolecular Wi: 370 kDa

UniProt 1D: Q13315

Background: ATM is & nuclear Fﬂ'rnspl’m‘nteﬁ m'nM!-:In
Atavia-telangiectasia (A-T) an autosomal recessive disorder
characterized by cerebellar ataxia, immune deficiencies,

increased cancer predisposition, chromosomal instability and ]

radiation sensitivity (1-2). This lxgepmlan [mma‘:rs

meohved in me stability, celular responses to DMA

dana;;eahdgegl cycle mgul More than 100 mutations Mk mmal‘glrgwi Eﬁﬂ
hawve been identified so far and are expected fo inactivate o= [ mm?ﬂmmm
the ATM protein by truncation or large deletions (3). - (cat. #1549-1)
Defects in ATM contribute to various B cell and T cell dilutics 1-5.000.
Leukemia (4). L '
Specificity: A synthetic peptide commesponding fo residues

surrounding Serine 1981 of human ATM was used as 100-

Immunogen. =

Storage Conditions: Siore at -20 C. Buffer: 50 mM Tris-
Giycine (pH 7.4), 0.15 M NaCl, 40% Glycerdl, 0.01% sodium
azide and 0.05% BS54, Stable for 12 months from date of

receipt.

Recommended Dilutions:

WE: 1:1,000 — 10,000 Figl

IHC: 1:100-250 Imammodistnchemical

ICC: 1:100-250 amalysis of paraffn-

IP: 1:50 embadded human
carcinoma using amti-ATh

Background References: FabMAL (rac # 1540-1)

1. Hamden, D.G. {1884 Int. J. Radiat Biol. 86, 513-518

2. Lawin. M.F. and Shilch, ¥. (1887) Ann. Rev. Immuncd. 15,

177202

3. Sawitsky, K., Sfez, 5., Tagle, DA, Zw, Y., Sartiel, A,
Colins, F.5., Shilch, . and Rotman, G. {1B25) Hum. Mol
Gen. 4, 2025-2032.

4. Stankovic T., Weber P, Stewart G.. Bedenham T., Murray

JM?EIB:TJ Moss P.AH., Taylor &.M.F; Lancet 353:29- nin 0f 203 cell
4 anti-ATM BabhAbL
(cat # 1548-1).

Product QCd by _ = -.:;r-———"____
—

For research wse only. Not for mse in diagmostic or therapeutic applications.
This product was manyfhchred under U5 Panent No. 5,675,003 Fora complere Iist of prosocols and avaiable related products, please vist
WWWLEDITDTHICT. COR.

Epitomics, Inc., 863 Mitten Road, Swite 103 Burlingame, California $4016-1363

Bev. ANH03T5

Anexos

99



NOYO

LABORATORIES
- 4

ANEXO 2

Data Sheet
@5 PTEN

mouse monoclonal antibody NCL-PTEN
CASTRA

Specificity Human PTEN, also known as MMAC or TEP1.

Clone 28H6

Ig Class Ig31, kappa

Antigen used Prokaryotic recombinant protein corresponding to a 200 amino acid C-terminal region of the

for immunisations
Hybridoma partner

Preparation

Effective on frozen tissue

Effective on paraffin wax
embedded tissue

Recommendations on use

PTEN molecule,
Mouse myeloma (p3-N51-Agd-1).

Lyophilised tissue culture supernatant containing 15mM sodium azide.
Reconstitute with 1ml or 0.1ml of sterile distilled water as indicated on vial label.

No

Yes (using the high temperature antigen unmasking technique: see overleaf).

Immunchistochemistry:

Typical working dilution 1:100 - 1:200.

High temperature antigen unmasking technigue.
60 minutes primary antibody incubation at 25°C.
Standard ABC technique.

Western blotting:
Mot recommended.

Positive controls Tonsil

Staining pattern Nuclear

Storage and stability Store unopened lyophilised antibody at 4°C. Under these conditions, there is no significant loss in
product performance up to the expiry date indicated on the vial label. The reconstituted antibody is
stable for at least two months when stored at 4°C. For long term storage, it is recommended that
aliquots of the antibody are frozen at -20°C (frost-free freezers are not recommended). Repeated

freezing and thawing must be avoided. Prepare working dilutions on the day of use.

NCL-PTEN is recommended FOR RESEARCH USE ONLY.

Legal consideration

Application

PTEN also known as MMAGC1 or TEP1, is a tumour suppressor gene which encodes a multifunctional phosphatase which is expressed
almost ubiguitously and regulates the cell cycle, apoptosis and possibly cell adhesion. It is linked to cell cycle control through the
retinoblastoma gene protein. PTEN also interacts with the focal adhesion kinase (FAK) reducing FAK phosphorylation affecting cell
adhesion, spreading and recognition. In addition, FTEN may prevent resistance to apoptosis by dephosphorylating phosphatidylinositol 3,
4, b-triphosphate. Deletions and mutations to PTEN occur in a range of cancers including breast cancer, malignant melanoma, endometrial
carcinoma, bladder carcinoma, small cell lung carcinoma and endometrial ovarian cancer. Germline mutations of PTEN are found in
Cowden syndrome which leads to a predisposition for breast and thyroid cancers. Loss of PTEN expression occurs in both breast and
prostate cancer and in the latter it may be a marker of poor prognosis.
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