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RESUMO

O PTEN (phosphatase and tensin homologue) é um gene supressor de tumor
localizado no braco curto do cromossomo 10. O gene regula negativamente a via
PI3K/Akt, estimulando a apoptose e bloqueando a proliferacdo e o0 crescimento
celular. A expressao diminuida da proteina PTEN gera niveis aumentados de Akt e
inibicdo da apoptose e dos mecanismos de controle celular.

Apesar das mutacbes de PTEN serem raras em carcinomas esporadicos da
tireoide, alguns autores acharam a expressdo diminuida da proteina PTEN em
carcinomas foliculares e, menos comumente, carcinomas papilares e comecaram a
especular a influéncia de mecanismos epigenéticos como a hipermetilagdo do DNA
na tumorigénese tireoideana, independentemente do tipo histolégico.

O objetivo desse estudo foi correlacionar, através de imunohistoquimica, a
expressdo da proteina PTEN as caracteristicas clinicas, histolégicas e ao
comportamento biolégico de carcinomas papilares esporadicos.

Foram avaliados 46 pacientes, submetidos a tireoidectomia total, com diagndstico
histopatolégico de carcinoma papilar de tireoide classico ou variante folicular.

Nés observamos notavel hipoexpressdo da proteina PTEN na maioria dos
tumores comparados ao tecido tireoideano normal, com significAncia estatistica.
Entretanto, ndo encontramos correlacdo entre a expressdo de PTEN e o tamanho do
tumor, o grau de agressividade tumoral ou o subtipo histologico (classico ou variante
folicular).

Nossos achados sugerem que o PTEN pode participar da oncogénese papilar,
mas nao confirmam seu papel como preditor de agressividade. Estudos moleculares
adicionais sdo necessarios para estabelecer o exato mecanismo de inativacdo do
PTEN.



ABSTRACT

PTEN (phosphatase and tensin homologue) is a tumor suppressor gene, located
on chromosome 10023.3. The gene negatively regulates the PI3K/Akt pathway,
stimulating apoptosis and blocking the cell proliferation and cell growth. Decreased
expression of PTEN protein leads to increased levels of Akt and inhibition of
apoptosis and cell control mechanisms..

Despite PTEN mutations and deletions being rare in sporadic thyroid cancer,
some authors found decreased expression of PTEN protein in sporadic follicular and,
less frequently, papillary carcinomas and starting speculate the influence of
epigenetic mechanisms like DNA hypermetilation in thyroid tumorigenesis,
independent of histological type.

The objective of this study was to correlate the PTEN protein expression with
clinical, histological characteristics and tumor biological in sporadic papillary
carcinomas, by immunohistochemical.

Forty six pacientes submitted to total thyroidectomy with papillary thyroid cancer
or folicular variant of papillary cancer were evaluated.

We observed a notable hypoexpression of PTEN protein in majority of tumors
compared to normal thyroid tissue, with statistic significance. However, we didn’t
found correlation between the expression of PTEN and tumor size, aggressiveness
or histological subtype (classic or follicular variant).

Our findings suggest that PTEN can participate of papillary oncogenesis, but
don’t confirm its role as predictor of aggressiveness. Additional molecular studies are
necessary to establish the exact mechanism of PTEN’s inactivation.
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1. ABREVIATURAS E SIGLAS:

PTEN: phosphatase and tensin homologue mutated on chromosome 10
PTHS: PTEN Hamartoma Tumor Syndrome

PIBK/AKT : phosphatidylinositol-3 kinase/ protein kinase B

MAPK: mitogen-activated protein kinase

CS: Cowden Syndrome

BRSS: Bannayan-Riley-Ruvalcaba Syndrome

PLS: Proteus-like Syndrome

CFT: carcinoma folicular da tireoide

CAT: carcinoma anaplasico da tireoide

CPT: carcinoma papilar da tireoide

VEGFR: vascular ephitelial growth factor receptor

PDGFR: platelet-derived growth factor receptor

EGFR: epidermal growth factor receptor

PI3K: phosphatidylinositol-3 kinase

PIP2: phosphatidylinositol-4,5- biphosphate

PIP3: phosphatidylinositol-3,4,5- trisphosphate

MTOR: mammalian target of rapamicin

Ras: rat sarcoma gene

RAFK: rapid accelerated fibrosarcoma kinase

CDT: carcinoma diferenciado da tireoide



FNMTC: carcinomas familiares da tireoide ndo medulares

BRAF: rapid accelerated fibrosarcoma kinase 3

RET: *rearranged during transfection”gene

RETAPTC: RETATC rearrangement

SDHXx: succinate desidrogenase gene

KLLN: kilin, p53 regulated DNA replication inhibitor gene

PIK3CA: phosphoinositide-3 kinase, catalytic, alpha polypeptide gene
PDPK: 3- phosphoinositide dependent protein kinase gene

IGF-IR: IGFreceptor

PAX8PPARYy : “paired box 8” and “peroxissome proliferator-activated receptor y”
ERK: extracellular signal-regulated kinase

TIMP3: TIMP metallopeptidade inhibitor 3 gene

SLC5A8: metalloproteinase 3, solute Carrier family number 8 gene
DAPK: death-associates protein kinase 1gene

NIS: sodium/iodide symporter gene

TSH-R: TSH receptor gene

RASSF1A: ras association domain family number 1gene

CASP8: caspase 8, apoptosis-related cysteine peptidase gene

psiPTEN: PTEN pseudogene
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2. INTRODUCAO

2.1- O GENE PTEN

O PTEN (phosphatase and tensin homologue deleted on chromossome 10),
também conhecido como MMACL1 (mutated in multiple advanced cancers) € um gene
supressor de tumor localizado no cromossomo 10g23.3, composto de 9 éxons, com
105 kb (1,2). Codifica uma fosfatase de 403 aminoacidos, distribuida no ndcleo e no
citoplasma, contendo um dominio proteico (aminoacidos 14-185) e um dominio
lipidico ligador da membrana (aminoécidos 190-350), ambos essenciais para a acao
de supressao tumoral. Também apresenta um dominio PDZ (aminoacidos 401-403)
e uma regido carboxiterminal (aminoacidos 351-403) que participam na estabilidade
e atividade da proteina (3).

Figura 1 — Representacdo esquematica da proteina PTEN: dominio fosfatase proteico,
dominio fosfatase lipidico C2, regido carboxiterminal e dominio ligante PDZ

Active site
amino acids 123-130 PDZ-binding domain
— ]

Phosphatase domain C2 domain C-terminal
region

FONTE: Nat Rev Cancer 2011;11:291

Os genes supressores de tumor codificam proteinas envolvidas no controle
negativo do ciclo celular, exercendo funcéo inibitéria ao desenvolvimento de cancer.
Atuam de forma recessiva, requerendo a inativacdo dos 2 alelos para sua perda

funcional (4).

Identificado em 1997 em mapeamento de tumores esporadicos cerebrais, de
mama e prostata, o PTEN foi posteriormente associado a mutagdes germinativas

descritas em sindromes hamartomatosas, como a Sindrome de Cowden (CS) (3,5).

O risco de cancer é elevado nesses pacientes. Mulheres portadoras de CS tém
25 a 50 % de chance de desenvolver cancer de mama. O risco estimado de tumores

ndo medulares da tireoide é de 10% e de cancer de endométrio de 5 a 10%.
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Também tem predisposicdo a carcinoma renal, melanoma e tumores gliais, em

menor grau (6,7).

As neoplasias habitualmente desenvolvem-se em pacientes mais jovens quando

comparadas aos tumores esporadicos e apresentam maior agressividade (8,9).

O reconhecimento dessas sindromes é extremamente relevante, por possibilitar
aconselhamento genético e rastreamento tumoral precoces, contribuindo para a

melhora da morbimortalidade por cancer nesse grupo (10).

Em relacdo as mutacdes, todos os éxons do PTEN podem sedia-las. O éxon 5
representa 20% da sequéncia codificadora e é a localizagcdo da maioria das

mutacdes (3,8).

Aproximadamente 60 a 85% dos portadores de CS carreiam mutacdes
intragénicas ou na regido do promotor (10). Cerca de 75% dessas mutagbes
resultam em proteinas truncadas, perda de proteinas ou proteinas disfuncionais,

com auséncia ou hipoexpressdo de PTEN (8). As delec¢des sdo incomuns.

MutacBes somaticas do PTEN sdo descritas em tumores esporadicos de
endométrio, cérebro, préstata e melanoma, mas sdo raras nos carcinomas
esporadicos da tireoide, acometendo cerca de 5% dos casos segundo Dahia e
colaboradores (11,12).

A perda de heterozigose é relativamente comum em até 1/4 dos os tumores
tireoideanos, e a metilacdo aberrante do PTEN tém sido descrita em cerca de 50%
dos tumores, particularmente em carcinomas foliculares (CFT) e carcinomas
anaplasicos (CAT) (3,13).

2.2- SINALIZACAO DA VIA PI3K/Akt E ACOES MOLECULARES DO PTEN

O PTEN é um importante controlador da via da Phosphatidylinositol-3 Kinase/
Protein Kinase B (PI3K/Akt), participando na regulagédo de multiplos processos

bioldgicos como a apoptose, proliferacdo, metabolismo e crescimento celular.
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A sinalizacdo na via PI3K/Akt (14) € iniciada por sinais extracelulares ativando
fatores de crescimento de membrana que contém receptores da tirosinoquinase
como o vascular ephitelial growth factor receptor (VEGFR) , o platelet-derived growth
factor receptor (PDGFR) e o epidermal growth factor receptor (EGFR).

Os receptores de tirosinoquinase ativados deflagram a ativacdo das
fosfatidilinositol-3 quinases (PI3K). Essas quinases sao compostas de heterodimeros
com uma subunidade regulatoria, comumente a p85 e uma das subunidades
cataliticas p110 tipo a (PIK3CA) ou tipo B (PIK3CB).

As subunidades cataliticas p110 fosforilam a fosfatidilinositol-4,5 bifosfato (PIP2)
em fosfatidilinositol-3,4,5 trifosfato (PIP3).

O PIP3 direciona a Akt a membrana celular, onde esta é fosforilada e ativada por
quinases fosfoinositol-dependentes (PDK), mais proeminentemente as PDK1,
também recrutadas pelo PI3P. A fosforilacdo e ativacdo da Akt também podem ser
induzidas por fatores de crescimento como a insulina e o IGF-1 (15,16).

A Akt € uma serina/treonina quinase e trés isoformas sdo encontrados em tecidos
humanos: Akt-1, Akt-2, Akt-3, codificadas em trés diferentes genes. Sua ativagao
resulta em fosforilagdo de efetores proteicos, dentre os quais o alvo da rapamicina
em mamiferos (MTOR), que tém funcdo estabelecida na progressdo da

carcinogénese humana.

Além da ativacao classica, a via PI3K/Akt também pode ser ativada pelo gene
Ras. Este gene tem papel predominante na sinalizacado da via da MAPK (Mitogen-
Activated Protein Kinase), interagindo com a RAF quinase. A interacéo direta do Ras
com as subunidades cataliticas p110 do PI3K, através de seus sitios ligadores de

Ras, também culminam com a ativacéo da Akt.

O PTEN regula a via PI3K/Akt impedindo a ativacdo da Akt. A fosfatase
codificada pelo gene promove a desfosforilacdo do fosfatidilinositol-3,4,5 trifosfato
(PI3P), indispensavel para a ativacao da Akt (17,18).
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Figura 2 — Acao do PTEN desfosforilando o PIP3
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Fonte: J Clin Oncol 2004;22(14):2957

A proteina PTEN distribuida no citoplasma esta envolvida na apoptose, modulada
por sua atividade proteica, através do downregulation da fosforilacdo e ativacao da

Akt. A atividade lipidica acarretaria um upregulation da p27 (19).

A parada de progressao do ciclo celular através da downregulation da ciclina D1
e prevencao da fosforilacdo da via da MAPKinase séo atribuidas a proteina PTEN
encontrada no nucleo. Especula-se a modulacédo positiva do p53 pela PTEN nuclear.

(15).

Consequentemente, a perda de fungdo do PTEN perpetua a ativagdo da Akt,
criando um mecanismo de auto-ativacdo ciclica, resultando numa escapada da
morte celular programada e da parada do ciclo celular em G1, propiciando o

crescimento tumoral.
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Figura 3 — Representacdo esquematica das vias de sinalizacdo da MAPK e PI3K/Akt
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FONTE: Thyroid 2010;20(7):698

2.3- SINDROMES RELACIONADAS AS MUTACOES DO PTEN

A Sindrome de Cowden (CS), Sindrome de Bannayan-Riley-Ruvalcaba (BRSS) e
a Sindrome Proteus-like (PLS) sao definidas por mutacdes germinativas de PTEN e
foram unificadas em uma entidade nosolégica denominada Sindrome de Tumores
Hamartomatosos relacionada ao PTEN (PTHS) (20). A CS é notoriamente a mais

conhecida.

Rachel Cowden foi a primeira paciente diagnosticada com a Sindrome de
Cowden, descrita por Lloyd e Dennis em 1963 (5). Esta sindrome de transmissao
autossdmica dominante (9) tem incidéncia de 1 para 200.000 casos, provavelmente
subestimada pela complexidade diagndstica. Apenas metade dos portadores relatam

historia familiar positiva (21).

Caracteriza-se por lesbes hamartomatosas que podem acometer multiplos
orgaos. As lesdes patognomonicas sao os triquilemonas, a ceratose palmo-plantar e
a papilomatose oral (9,20). A penetrancia é relacionada a idade, com manifestacao
fenotipica aos 20 anos em 90% dos casos (22). Os critérios diagndésticos da CS

foram revisados pelo National Comprehensive Cancer Network em 2009 (8,23).



Tabela 1 — Critérios diagndsticos de CS (NCCN 2009)

DIAGNOSTICO DEFINITIVO

Identificac@o da mutacdo do PTEN

CRITERIOS PATOGNOMONICOS
Doencga de Lhermitte-Duclos (LDD)
Lesbes mucocutaneas:
Trichelomomas faciais
Lesdes papilomatosas

Ceratose acral

CRITERIOS MAIORES

Adenocarcinoma de mama

Carcinoma da tireoide (papilar ou folicular)
Macrocefalia (= p 97)

Cancer de endométrio

Gangliocitoma displasico do cerebelo

CRITERIOS MENORES

QOutras lesdes tireoideanas (adenomas, bécio

multinodular)
Retardo mental (Ql< 75)
Pdlipos gastrointestinais hamartomatosos

Fibroadenomas de mamas ou doenca

fibrocistica
Lipomas
Fibromas mucocutaneos

Tumores genitourinérios (leiomiomas uterinos,

carcinoma de células renais)

MalformacgOes genitourinarias (Gtero bicorno,

rim em ferradura)

DIAGNOSTICO OPERACIONAL NO

INDIVIDUO (qualquer dos seguintes

achados)

LESOES MUCOCUTANEAS
ISOLADAS

(1 leséo dentre as 4 lesbes abaixo):

Papulas fibrosas faciais (= 6), sendo pelo

menos 3 trichelomomas

Papulas cuténeas faciais e Papilomatose

da mucosa oral

Papilomatose da mucosa oral e Ceratose
acral

Ceratose palmo-plantar (6 ou mais)
ou
2 OU MAIS CRITERIOS MAIORES
(sendo um macrocefalia ou LDD)
Macrocefalia (> p 97)
Gangliocitoma displastico do cerebelo
Carcinoma folicular da tireoide
Adenocarcinoma de mama
Cancer de endométrio
ou

1 CRITERIO MAIOR E 3 CRITERIOS
MENORES

ou

4 OU MAIS CRITERIOS MENORES

DIAGNOSTICO OPERACIONAL EM
FAMILIAR DE PACIENTE COM CS

1 critérios patognomonico ou
1 critério maior ou
2 a 3 critérios menores ou

Histoéria pessoal de BRRS

15
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Para o diagnostico de BRRS, ainda ndo ha consenso internacional. E
caracterizada por macrocefalia, méculas pigmentadas no pénis, lipomas, lesbes
hamartomatosas e polipose intestinal hamartomatosa. Em criancas, geralmente
manifesta-se com déficit intelectual ou motor, alteracfes tireoideanas, malformacdes
linfaticas e/ou vasculares, palato arqueado, escoliose, convulsGes, miopatia por

deposito de lipides e hiperextensibilidade das articulacdes (8).

A sindrome Proteus € uma desordem de espectro variado, envolvendo hemi-
hipertrofia, malformac¢des congénitas, crescimento hamartomatoso de mdultiplos
tecidos, nevos conjuntivos e epidérmicos e hiperostose. Os pacientes que
apresentam achados sugestivos de diagnéstico da sindrome Proteus, mas que nao
preenchem os critérios diagndésticos sdo denominados portadores da sindrome
Proteus-like. (24).

Cerca de 5% dos casos de carcinomas de tireoide ndo medulares sao
caracterizados como familiares (FNMTC) (6).0 FNMTC pode ser subdividido em 2

grupos:

1- Sindrémico: minoria dos casos, com locus ja identificados, apresentam
predisposicdo a associacdo de outros tumores, como o exemplo da
Sindrome de Cowden.

2- Nao sindrébmico: maior parte dos tumores familiares, sem locus
identificados, geralmente mais agressivos que o0s tumores esporadicos.
Frequentemente acontecem em idades mais jovens, tendéncia a
multicentricidade, invasdo local, metastases linfonodais e recorréncias

frequentes.

Certos grupos tendem a preconizar tratamentos mais agressivos nos casos de
FNMTC, incluindo esvaziamento cervical profilatico do nivel VI, radioiodoterapia e
supressdo do TSH, independentemente do tamanho do tumor, mas ndo é um

consenso.

O rastreamento de neoplasias em portadores de PTHS deve ser iniciado aos 18

anos, com avaliacdo clinica anual direcionada a deteccdo de anormalidades

cutdneas, mamarias, tireoideanas e endometriais. Exames complementares anuais
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também devem ser considerados, sendo a mamografia obrigatéria aos 30 anos, a
ultrassonografia da tireoide a partir dos 18 anos e as ultrassonografias ginecolégicas
apos os 35 anos, inclusive com biopsias endometriais. Em casos de cancer
diagnosticado previamente na familia, o rastreamento deve iniciar-se 5 anos antes

da idade de diagnéstico do caso indice (20,22).

2.4- PTEN E TUMORIGENESE TIREOIDEANA PAPILAR

A via da MAPK ¢é a principal via tumorigénica dos tumores papilares da

tireoide, causando descontrole na proliferacao, invasao e apoptose celular (14,25).

Figura 4 — Alterag6es moleculares associadas a carcinogénese tireoideana. Via da MAPK e
via PI3K/AKkt.

TSH Receptor RET, NTRK1, MET
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FONTE: Endocrin Pathol 2002;13(4):273
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As anormalidades genéticas tipicamente descritas nesse tipo histologico sao
as mutacOes somaticas ativadoras dos genes BRAF, RAS e o rearranjo RET/PTC.
(17,26).

As mutacdes de BRAF e os rearranjos de RET/PTC estao presentes em mais
de 70% dos casos (26). As mutacBes somaticas do RAS sédo encontradas em cerca
de 10 % dos casos, ao contrario dos carcinomas foliculares e anaplasicos, que

comumente manifestam tais mutacdes (27).

Entretanto, significativa propor¢do de carcinomas papilares ndo apresenta
nenhuma dessas alteracdes genéticas, sugerindo que possa haver influéncia de

outras vias de sinalizagcéo favorecendo o surgimento desses tumores (28).

O envolvimento da via PI3K/Akt na tumorigénese tireoideana tém sido muito
estudado, principalmente em pacientes portadores de muta¢gdes do PTEN, gene que

regula negativamente essa via.

Entre as principais anormalidades genéticas encontradas, destacam-se o
ganho de copias do PI3KCA (27, 29) e as mutacdes germinativas do PTEN (5,9).
Estas alteracdes correlacionam-se classicamente aos carcinomas foliculares e
anaplasicos. Entretanto, mais recentemente, a histologia papilar foi encontrada em

algumas séries de portadores de PTHS (8,26).

Embora mutacbes germinativas e somaticas do PTEN sejam raras em
tumores papilares esporadicos, a ativacdo da via PISK/AKT foi confirmada pela alta
expressdo de Akt nesses tumores (30,31). Foi também observada uma
imunorreatividade reduzida da proteina PTEN em carcinomas papilares esporadicos
(13). A discrepancia entre alteracdes genéticas e ativacdo da via PI3K/Akt gerou

estudos para avaliacao de interferéncias epigenéticas na oncogénese tireoidiana.

O termo epigenético refere-se a alteracbes hereditarias na expressao génica,
sem alteracdes na sequencia de DNA. O processo epigenético regula a expressao
génica, distinta nos varios tecidos através da manutencdo ou ndo da condensacao
da cromatina. O termo epigenoma denomina a situacdo epigenética momentanea
gue explica como um Unico genoma eucariotico pode expressar-se distintamente em
células de diferentes tecidos ou em diferentes estagios de desenvolvimento em um

mesmo tecido (32).
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Os mecanismos epigenéticos mais comuns séo a as modificagcdes de histona,
a metilacdo do DNA e os microRNAs (32,33,34).

Figura 5 — Principais alteracdes epigenéticas em cancer: modifica¢cdes da histona e
metilacdo do DNA

H3K9ac,
H4K16ac

Histone tail

z
Nucleosome

DNA

Histone tail

H3K9%1me,
H3K27me

FONTE: Front Endocrinol 2012;3(40):3

As principais modificagbes da histona sdo a acetilacdo e a metilagdo, que
podem acarretar ativagcdo ou repressdao génica, dependendo dos residuos
modificados e do tipo dessas modificacdes. Afetam a conformacdo da cromatina e
influenciam a transcricdo génica. Poucos estudos foram conduzidos para investigar

seu papel carcinogénico na tireoide (32,33).

A metilacdo do DNA é caracterizada pela adicdo de um grupo metil no quinto
carbono de um residuo citosina num dinucleotideo CpG e resulta em remodelacao
da cromatina. Associa-se ao silenciamento do gene através do recrutamento de
repressores transcricionais ligadores do grupo metil do DNA ou do bloqueio de

fatores transcricionais ligantes do DNA (34,35).
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E um importante mecanismo de regulacido da expressdo génica,
principalmente durante a embriogénese. A metilacdo aberrante é frequentemente
observada em condicfes patoldégicas como 0 cancer e acomete genes supressores

de tumores (34).

Tumores benignos e malignos da tireoide podem sofrer metilacdo de genes
supressores tumorais. O acometimento de tumores benignos pressupde seu papel

inicial na tumorigénese tireoideana (36).

Os microRNAs séo pequenas moléculas de RNA nédo codificadoras que agem
como reguladores negativos da expressdo de genes codificadores de proteinas
envolvidos em processos como apoptose, proliferacdo celular, resposta imune e

hematopoiese (32).
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3. OBJETIVOS

3.1- Avaliar a expressao da proteina PTEN em tecido tireoideano normal e em

carcinomas papilares esporadicos da tireoide.

3.2- Correlacionar a expressdo imunohistoquimica da proteina PTEN as
caracteristicas clinicas, histoldgicas e ao comportamento biolégico dos carcinomas.
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4. MATERIAIS E METODOS

O estudo foi aprovado pelo comité de ética em pesquisa do Hospital Mario Penna

sob o parecer numero 074/2011.

Em coorte retrospectivo, foram selecionados consecutivamente 46 pacientes em
acompanhamento no ambulatorio de cancer de tireoide do Hospital Mario Penna
desde 2008, submetidos a tireoidectomia total, com diagndstico histopatolégico de

carcinoma papilar de tireoide classico ou variante folicular.

Apoés a assinatura do termo de consentimento livre e esclarecido (anexo 1) pelos
pacientes, foram  coletados dos prontuarios os seguintes dados: idade ao
diagnostico, sexo, histéria familiar, concomitancia de bdcio multinodular,
multicentricidade, estadiamento e risco de mortalidade de acordo com o TNM, estado
atual de atividade da doenca, bem como exames complementares como
tireoglobulina, anticorpo antitireoglobulina, ultrassonografia cervical, e na maioria dos

casos pesquisa de corpo inteiro com 1**! (anexo 2).

Os tumores foram randomizados de acordo com o tamanho, tipo histolégico e
agressividade tumoral. Os microcarcinomas mediam 1 cm oOu menos e 0S
macrocarcinomas mediam mais que 1 cm. Os tipos histoldgicos foram classificados
como carcinoma papilar classico e carcinoma papilar variante folicular. Os tumores
agressivos caracterizavam-se pela presenca de metastases linfonodais, invasao
angiovascular ou extensao extratireoideana e os indolentes pela auséncia de tais

caracteristicas. Nenhum paciente apresentava metastases a distancia.

Os blocos parafinados com as amostras cirargicas foram submetidos a cortes,
corados com hematoxilina e eosina e avaliados por uma Unica patologista do Servico

de Anatomia Patoldgica do Hospital das Clinicas da UFMG.

A avaliacdo histolégica foi realizada em microscopio Optico comum, sendo 0s
carcinomas papilares classificados de acordo com os critérios diagnosticos da OMS
(1988) (37).

Subsequentemente, foram confeccionadas laminas com cortes de 4 micras e

submetidas a imunohistoquimica (13,38).
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Os cortes das amostras foram desparafinizados em xilol e hidratados em série
decrescente de etanol.

Depois, foram tratados com solucdo de H202 a 3%, fundamental na inativacao

da peroxidase enddgena e novamente lavados em tampéao PBS.

A seguir, foram mergulhados em solugcéo de EDTA 1mM (pH 8,0), e aquecidos a

960° C em vaporizador steamer por 45 minutos, para a recuperacao antigénica.

Apos resfriamento e lavagem dos cortes em tampdo PBS, permaneceram em

repouso no leite por 15 minutos.

Nova lavagem com PBS foi feita para que, em seguida, os cortes fossem
incubados com o anticorpo primario anti-PTEN. Para controle negativo da
imunomarcacéao, foi utilizado apenas PBS.

Essa incubacgdo durou 30 minutos em camara Umida a 4° C. Apos lavagem em
PBS, as seccdes foram expostas a solucdo poés-priméria, kit NovoLinkTM Max

Polymer (Novocastra, Reino Unido).

Nova lavagem precedeu a exposicdo dos cortes ao polimero, kit NovoLinkTM

Max Polymer, imprescindivel para a amplificacdo da resposta.

A imuno-reacdo foi visualizada usando diaminobenzidina - DAB, kit Liquid DAB +
Substrate Chromogen System (DakoCytomation, Estados Unidos), que foi preparado

de acordo com as orientacdes do fabricante.

Ao final, os cortes foram contracorados com hematoxilina de Harris,

desidratados, diafanizados e montados.

Todos os cortes foram examinados em um microscopio de luz (Modelo KF2, Zeiz,
GE), sob o aumento de 400x e 1000 x para quantificar a intensidade de

imunoexpressao da proteina.

Multiplos campos de cada lesdo e de tireoide normal foram analisados pela
mesma patologista, considerando-se a coloragéo nuclear. A coloracdo para PTEN foi

avaliada de acordo com presenca de células positivas para as proteinas por campo.
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Foram consideradas positivas as células que apresentaram o nucleo com
coloragdo castanha, como resultado da precipitagio do cromdgeno
diaminobenzidina. De acordo com a literatura, a proteina PTEN se expressa
fortemente no epitélio folicular normal, particularmente no ndcleo e em menor grau
no citoplasma. Os adenomas foliculares apresentam coloragdo nuclear mais fraca e
coloracdo citoplasmética similar ao tecido normal. A coloragdo nuclear e
citoplasmatica muito reduzidas ou ausentes sdo encontradas nos carcinomas. Os
tumores indiferenciados normalmente ndo demonstram coloragcdo nuclear ou

citoplasmatica (13).

A classificacdo dos tecidos foi realizada de acordo com a intensidade da
coloracdo, graduada em cruzes (0), auséncia; (+), fracamente positivo; (++),
moderadamente positivo; (+++), fortemente positivo), comparativamente ao tecido
tireoideano normal adjacente. O controle negativo, visando excluir coloracéo

inespecifica, foi feito pela omissdo do anticorpo primario.

Os dados foram analisados através da estatistica descritiva e através dos testes
de Mann-Whitney e Kruskal Wallis para avaliar diferengas significativas entre os
grupos. O nivel de significancia foi considerado quando p < 0,05.
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5. RESULTADOS

A amostra observada é formada por 84,8% de pacientes do sexo feminino e

15,2% do sexo masculino.
Grafico 1 — Distribuicdo dos pacientes por sexo
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A idade média dos pacientes a época do diagnéstico de cancer foi 47,3 anos

com desvio-padrédo de 14,3. O paciente mais novo tinha 22 anos e o mais velho 81

anos.
Apenas 4,3% dos pacientes apresentavam histéria familiar positiva para

cancer de tireoide.
Tabela 2 — Distribui¢cdo dos pacientes por histérico familiar de cancer de tireoide

Historico Familiar Frequéncia Percentual
Sim 2 4,3
N&o 44 95,7
Total 46 100,0

A concomitancia de bécio multinodular foi descrita em 37% dos pacientes.

Tabela 3 — Distribui¢cdo dos pacientes por presenca de bocio multinodular

Bocio Multinodular Frequéncia Percentual
Sim 17 37,0
Né&o 29 63,0

Total 46 100,0
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O tumor foi classificado como multicéntrico em 26,1% dos casos.

Tabela 4 — Distribuicdo dos pacientes de acordo com multicentricidade do tumor

Multicéntrico Frequéncia Percentual
N&o 34 73,9
Sim 12 26,1
Total 46 100,0

O estadiamento dos tumores segundo o TNM pode ser observado no gréfico

3, sendo a maioria dos pacientes classificada nos estadios | e 11 (39,40).

Grafico 3 — Distribuicdo dos pacientes de acordo com o estadiamento do tumor (TNM)
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Estadiamento

O risco de mortalidade por cancer de tireoide, estimado pela classificacdo do

TNM foi muito baixo ou baixo em 84,7% pacientes e alto em 15,2 %.

Tabela 5 — Distribui¢cdo dos pacientes por risco de mortalidade

Risco de Mortalidade Frequéncia Percentual
Alto 7 15,2
Baixo 25 54,3
Muito Baixo 14 30,4
Total 46 100,0

A maioria dos pacientes apresentava-se sem evidéncias de doenga em atividade.
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Tabela 6 — Distribuicdo dos pacientes por estado atual da doenca

Estado da Doenga Frequéncia Percentual
Ativo 12 26,1
Livre 34 73,9
Total 46 100,0

Em relacédo a histologia, 56,5% foram diagnosticados com carcinoma papilar

classico e 43,5% com carcinoma papilar variante folicular.

Tabela 7 — Distribuigéo dos pacientes por histologia

Histologia Frequéncia Percentual
Papilar Classico 26 56,5
Papilar Variante Folicular 20 43,5
Total 46 100,0

De acordo com o tamanho e a agressividade tumoral, 32,6% eram
microcarcinomas indolentes, 26,1%  microcarcinomas agressivos, 26,%
macrocarcinomas indolentes e 15,2% macrocarcinomas agressivos.

Gréfico 4 — Distribuicdo dos pacientes de acordo com o tamanho e agressividade tumoral
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A expressao imunohistoquimica do gene PTEN foi analisada nesse estudo.
Conforme a metodologia relatada previamente, a expressdo de PTEN foi graduada

de 0 a +++, de acordo com a intensidade da coloracao nuclear das células.

Todos os 46 pacientes apresentaram graduacao fortemente positiva (+++) na
avaliacdo de expressdo de PTEN no tecido tireoideano normal. Nos carcinomas, a
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expressdo de PTEN foi quantificada como fracamente positiva (+) em 58,7% dos
pacientes, moderadamente positiva (++) em 37% dos pacientes e fortemente
positiva (+++) em apenas 2 pacientes ( 4,3%). Nenhum paciente deixou de

expressar a proteina.

Grafico 5 — Distribuicdo dos pacientes de acordo com os valores da Expressao de

PTEN nos carcinomas
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Na maioria dos casos, a proteina PTEN foi menos expressa no tecido tumoral
guando comparada ao tecido tireoideano normal.
Grafico 6 — Intensidade da expresséo de PTEN no tecido tumoral e no tecido tireoidiano

normal por paciente
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Os registros fotograficos demonstram a marcante hipoexpressdo da proteina

PTEN nos tecidos tumorais em comparacao aos tecidos tireoideanos normais.
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Figura 6 — Expresséo imunohistoquimica de PTEN no tecido tireoideano normal (400 X) em

amostra com expressao fortemente positiva (+++)

Figura 7 — Expressao imunohistoquimica de PTEN no carcinoma papilar (400 X) em amostra

com expressao fracamente positiva (+)
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Figura 8 — Expresséo imunohistoquimica de PTEN no tecido tireoideano normal (1000 X) em

amostra com expressao fortemente positiva (+++)

Figura 9 — Expresséo imunohistoquimica de PTEN no carcinoma papilar (1000 X) em

amostra com expressao fracamente positiva (+)
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Figura 10 — Expresséo imunohistoquimica de PTEN no carcinoma papilar com expresséo
fracamente positiva e tecido tireoideano normal com expresséo fortemente positiva (200X)
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A diferenca de intensidade da expresséo da proteina PTEN no tecido tumoral
e no tecido tireoideano normal alcancou significancia estatistica, com p< 0,000.

Gréfico 7- Distribuicdo dos pacientes de acordo com os valores da Expressédo de PTEN no

tumor e no tecido tireoideano normal
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N&o houve diferenca estatisticamente significativa entre a hipoexpressao do
PTEN nos carcinomas papilares classicos e nas variantes foliculares, com p=0,209.
Tabela 8 — Distribuicéo dos pacientes de acordo com valores da expressao de PTEN no

tecido tumoral, por Histologia

Histologia
Valor PTEN . Papilar
(em n° de cruzes) Pajpll.ar Variante Total p-valor
Classico .
Folicular
+ 17 10 27
++ 9 8 17
i - 2 2 0,209
Total 26 20 46

A expressdo do PTEN no tecido tumoral ndo diferiu entre os microcarcinomas
e 0s macrocarcinomas, com p = 0,206.
Tabela 9 — Distribui¢cdo dos pacientes de acordo com valores da expressdo de PTEN no

tecido tumoral, por tamanho

Valor PTEN Tamanho
. - Total p-valor
(em n°de cruzes) Micro Macro
+ 18 9 27
++ 8 9 17
4+ 1 1 2 0,206
Total 27 19 46

N&o houve diferenca estatistica na expressao de PTEN entre tumores
agressivos e indolentes, sendo o p=0,211.
Tabela 10 — Distribuigcdo dos pacientes de acordo com os valores de Expresséo de PTEN no

tecido tumoral e agressividade

Valor PTEN Agressividade

(em n° de cruzes) Indolente Agressivo Total p-valor
+ 14 13 27
++ 11 6 17
o 2 - 2 0,211

Total 27 19 46
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Considerando simultaneamente o tamanho e a agressividade tumoral,

também nao houve diferenca significativa entre os grupos, com p=0,401.

Gréfico 8 — Distribuicdo dos pacientes de acordo com os valores de Expressao de PTEN no
tecido tumoral, tamanho e agressividade
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Expressao do marcador PTEN no tecido tumoral

Tabela 11 — Distribuigcdo dos pacientes de acordo com os valores de Expresséo de

PTEN no tecido tumoral, tamanho e agressividade

Tamanho e Agressividade

(er;/ilgaepzlfu'\lzes) Macro Macro Micro Micro Total p-valor
Agressivo Indolente Agressivo Indolente
+ 4 5 9 9 27
++ 3 6 3 5 17
+++ - 1 - 1 2 0,401
Total 7 12 12 15 46

A expressao do PTEN néo se correlacionou estatisticamente com o estado

atual da doenca, com p=0,165.
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Tabela 12 — Distribuicdo dos pacientes de acordo com os valores de Expressédo de PTEN no
tecido tumoral e estado atual da doenca

Valor PTEN Estado atual da doencga

(em n° de cruzes) Livre Ativo Total p-valor
* 18 9 27
++ 14 3 17
o 2 - 2 0,165
Total 34 12 46

Os diferentes riscos de mortalidade por carcinoma da tireoide determinados
pelo TNM em relacdo a expressao do PTEN apresentaram p=0,925, ndo sendo

significativos.

Tabela 13 — Distribuicdo dos pacientes de acordo com os valores de Expressédo de PTEN no

tecido tumoral e risco de mortalidade (TNM)

Valor PTEN Riscos de Mortalidade

- - - Total p-valor
(em n°decruzes)  Muito Baixo Baixo Alto
+ 9 14 4 27
++ 4 10 3 17
+++ 1 1 - 2 0,925

Total 14 25 7 46
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6. DISCUSSAO

Acredita-se que o processo de carcinogénese resulte do acimulo de multiplas
alteracdes génicas, levando a hiperexpressdo de um oncogene ou a perda de
funcdo de um gene supressor de tumor. De acordo com esse modelo, uma Unica
célula transformada ganha uma vantagem de replicacdo clonal devido a perda dos
mecanismos de regulacao da proliferagéo celular (4).

O papel dos proto-oncogenes na carcinogénese dos CPT estd amplamente
estudado. Mutacdo em ponto do gene BRAF e rearranjo do protooncogene RET
propiciam a ativacdo da via MAP-Kinase e sdo as alteracbes génicas mais

prevalentes no CPT (19).

Recentemente, o papel dos genes supressores de tumor passou a ser
também estudado. AlteracBes da expressdo de genes localizados em sitios frageis
cromossémicos (41,42) e anormalidades teloméricas vém sendo relatados em CPT

esporadicos e familiares (43).

O envolvimento tireoideano é frequentemente observado nos portadores de
mutacdes do PTEN, podendo inclusive preceder o diagnéstico. Uma metanalise
recente ressaltou a prevaléncia de 53% de doencas tireocideanas em portadores de
CS, com predominancia de patologias benignas, muitas vezes concomitantes (21). A
incidéncia de tumores malignos € estimada em 10 %, classicamente representados
por carcinomas de histologia folicular. Os carcinomas anaplasicos também séo

associados as mutacdes de PTEN (27).

Apesar de incaracteristico, o envolvimento do PTEN na carcinogénese papilar
tem sido reportado, com crescentes relatos de tumores relacionados a
anormalidades genéticas e, principalmente, epigenéticas, tanto em tumores

germinativos quanto em tumores esporadicos (12,44,45).

Harach e colaboradores destacaram os adenomas foliculares e os bocios
adenomatosos multiplos como as lesbes tireoideanas mais comuns em CS (46).
Laury et al confirmaram esses achados, citando também a ocorréncia de tireoidite

linfocitica e hiperplasia de células C (47), além dos carcinomas diferenciados.



36

Inesperadamente, demonstraram a incidéncia superior de CPT em relacdo ao CFT,
observados respectivamente em 60% e 45 % dos casos (8).

A pesquisa de Barletta et al em 8 pacientes portadores de CS também
demonstrou maior prevaléncia de carcinomas papilares (63%) do que de foliculares

(25%), sendo que metade dos tumores papilares eram microcarcinomas (10).

A representatividade do carcinoma papilar em criancas foi notavel num estudo
prospectivo, multicéntrico, com 2723 pacientes portadores de CS, estando este
presente em todos os pacientes com diagndstico de cancer de tireoide com idade
inferior a 18 anos. Os pacientes adultos tiveram predominio de carcinomas
foliculares (48). Smith e colaboradores também constataram o desenvolvimento de
carcinomas papilares e foliculares em criancas portadoras da mutacdo de PTEN
(49).

A associacao entre mutacBes germinativas do PTEN e o desenvolvimento de
tumores da tireoide em portadores de PTHS é bem estabelecida, entretanto, até
recentemente poucos estudos avaliaram a ocorréncia dessas mutacdes em tumores
esporadicos. O grupo de Nagy demonstrou a minima frequéncia de mutacdes
germinativas em 259 pacientes com tumores diferenciados esporadicos da tireoide,
com achado de mutacbes em apenas 2 casos (0,8%), ambos portadores de
carcinomas foliculares (23). Dahia e colaboradores detectaram apenas uma mutacao
num grupo de noventa e cinco pacientes com tumores tireoidianos esporadicos (39
papilares, 12 foliculares, 9 anaplasicos, 5 carcinomas de Hurthle, 21 adenomas

foliculares e 9 adenomas de Hurthle) em um carcinoma papilar (12).

O aumento do relato de tumores papilares esporadicos em detrimento a baixa
frequéncia de mutacdes nesses tumores justifica a analise da expressédo génica do
PTEN nos tecidos tumorais. A imunohistoquimica € a melhor ferramenta para avaliar
a perda de expressdo da proteina PTEN decorrente de alteracbes moleculares

genéticas ou epigéneticas.

A maioria dos estudos, inclusive 0 nosso, utiliza um escore de expressao
imunohistoquimica graduado em cruzes, de acordo com a intensidade da coloragéo

e/ou a porcentagem de células coradas. Criticamente, este critério pode apresentar
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variacdes de interpretacdo por examinadores diferentes, requerendo a padronizagéo
de critérios mais reprodutiveis (38).

Todos os tecidos acometidos nos pacientes portadores de PTHS demonstram
alteracdes de expressdo de PTEN. Zhou e colaboradores identificaram a auséncia
ou diminuicdo da expressdo de PTEN em gangliocitomas displasicos de pacientes
adultos com doenca de Lhermitte-Duclos do adulto (LDD) e Huang et al em pdlipos
hamartomatosos gastrointestinais (50).

Na tireoide, a hipoexpresséo de PTEN no tumor em relag&o ao tecido normal
€ descrita (13,50). Nosso estudo confirmou esse achado pois, a maioria dos
pacientes (95,7%) hipoexpressou a proteina PTEN nos carcinomas em comparagao
ao tecido tireoideano normal, com significancia estatistica (p<0,000). Conforme
esperado, a perda completa da expressdo de PTEN néo foi averiguada em nenhum
dos nossos casos, Vvisto tratar-se de caracteristica comum aos tumores
indiferenciados e anaplasicos, com baixa incidéncia em tumores diferenciados
(menos de 10%) (44).

Algumas séries reportam a expressdo reduzida de PTEN nos carcinomas
esporadicos, mesmo nha auséncia de mutacdes ou delecdes do gene, sugerindo a

participacdo na tumorigénese por vias epigenéticas (13,44).

Alvarez-Nunes et al, fundamentados por esta discrepancia, compararam a
frequéncia da hipermetilacdo do promotor do DNA do PTEN em tumores
esporadicos de tireoide comparados a tecidos normais. Houve metilacdo do
promotor em 59% dos tumores e nenhuma amostra de tecido normal foi afetada. A
frequéncia da metilacdo dessa série superou a presenca de mutacdes ou de perda
de heterozigose reportados previamente. A imunohistoquimica negativa para PTEN
foi significativamente associada a presenca da hipermetilacdo, especialmente nos
tumores foliculares. Embora o acometimento folicular tenha sido mais prevalente, a
hipermetilacdo do PTEN foi notada em 45,7% dos carcinomas papilares, cogitando a
participacdo do PTEN no desenvolvimento de tumores tireoideanos,

independentemente do tipo histolégico (44).

A inativacdo do PTEN é um dos mecanismos de ativacdo da via PI3K (51).

Sozopoulos e colaboradores verificaram a ativacéo da via PI3K/Akt em 83 pacientes
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gregos com carcinoma papilar de tireoide esporadicos (30). Essa ativacao também
foi constatada em carcinomas papilares da populacao do leste Europeu, mesmo na

auséncia de mutacodes (31).

Na maioria dos casos, alteracBes genéticas adicionais sdo indispensaveis
para que a via PI3K seja ativada (29). A maioria dos carcinomas indiferenciados e
anaplasicos da tireoide apresentam alteracdes genéticas nas vias da MAPK e PI3K,
sendo a ultima preferencialmente ativada nesses tumores (27,51). Estudos recentes
especulam o papel da ativacdo concomitante das duas vias na progressédo de

carcinoma diferenciado da tireoide em CAT e em CPT recorrentes (51).

Este modelo somatério fora previamente identificado em outros tipos tumorais
como o melanoma, ativado pela via PI3K/Akt mediante o silenciamento do PTEN e
pela via da MAPK, pela expressdo do BRAF mutante, gerando um tumor mais

agressivo (14).

Contudo, esse estudo nao estabeleceu correlacdo entre a agressividade
tumoral e a expressao da proteina PTEN. A agressividade tumoral foi caracterizada
pela presenca de metastases linfonodais, invasdo angiovascular ou extensao
extratireoideana. Os tumores indolentes e agressivos tiveram expressao de PTEN
semelhante, com expressao fraca ou moderada na maioria dos casos. Apesar de
considerados agressivos, grande parte dos pacientes foi classificada em estadio | e
I do TNM, com alto risco de mortalidade em apenas 15,3 % dos pacientes.
Paralelamente, mais de 70% dos casos ndo apresentam doenca em atividade,
sugerindo tratar-se de um grupo de pacientes de bom prognéstico, cursando com
evolucao tipica de pacientes de carcinomas diferenciados.

Em relacdo ao tamanho do tumor, mais da metade de nossa amostra foi
composta de microcarcinomas. Curiosamente, 44,4% dos microcarcinomas foram
considerados agressivos, contrariando o tipico carater indolente desses tumores
(25,52). Demonstrou-se padrdo similar de expressao entre 0S micro e

macrocarcinomas, independente do grau de agressividade.
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Considerando o carcinoma papilar variante folicular como um tumor de
caracteristicas clinicas e moleculares intermediarias entre os papilares e foliculares,
a probabilidade de maiores alteracdes de expressdo do PTEN nesse tipo histologico
seria esperada (53). Contudo, ndo demonstramos diferenca significativa entre a

expressdo de PTEN nos carcinomas papilares classicos e nas variantes foliculares.

Devido a abordagem exclusiva da expresséo proteica do PTEN, o mecanismo
de acdo na carcinogénese nao pode ser esclarecido nesse estudo. Presume-se que
haja predominancia dos eventos epigenéticos como a metilacdo do DNA, mediante
relatos de baixa frequéncia de mutacbes e delecbes em tumores papilares

esporadicos (12,44).

A metilacdo € um fendmeno tumorigénico reconhecido em varios tumores,

inclusive nos tireoideanos.

Figura 11: Principais modificacdes epigenéticas em cancer de tireoide
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trol of proliferation and ~ RASSF1A
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E-cadherin Graff etal. (1998), Wiseman

CITED1 S
Thyroid-specific genes  Na™/l- symport Xing (2007a), Xing (2007b)
TSH receptor
pendrin
SLeA8
TTR1 Kendo et al. (2009)
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Genes supressores de tumores como o TIMP3, SLC5A8 e o DAPK metilados
tém papel bem estabelecido na tumorigénese do CPT, associando-se a

comportamento agressivo, com invaséo extratireoideana, metastases linfonodais e
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multicentricidade (54). A metilacdo do NIS e do TSH-R comprometem a captacéo do

radioiodo, piorando o progndstico do CDT (33).

A metilacdo do PTEN e do RASSF1A (ras association domain family number 1)
predominam em CFT. Ambos sdo moduladores da via PI3K/AKT e participam

ativamente na tumorigénese nesse tipo histolégico (33).

Stephen ET AL, no intuito de identificar marcadores de metilacdo de DNA para
deteccdo precoce do cancer de tireoide, examinaram a metilacdo em 24 genes
supressores tumorais. Os genes mais frequentemente metilados foram o CASPS8, o
RASSF1 e o NIS (54).

Hou e colaboradores examinaram 143 tumores, incluindo 42 bocios
adenomatosos, 65 carcinomas foliculares e 36 carcinomas anaplasicos da tireoide.
Reportaram hipermetilacdo quantitativamente progressiva em adenomas, CFT e
CAT, corroborando a hipotese de progressdo tumoral dessas linhagens.
Concomitantemente, perceberam que anormalidades genéticas como ganho de
copias e mutacdes de PISBKCA e mutacBes de Ras também prevaleciam em CAT,
encontrando significativa associacao entre as principais alteragdes genéticas da via
PI3K/Akt e a metilacdo do PTEN, atribuindo relacdo causal entre as alteracdes

genéticas e epigenéticas.( 36).

A discrepéancia da frequéncia de mutagdes e dele¢cdes hemizigdticas no grupo
composto por adenomas foliculares, carcinomas foliculares e papilares (20 a 30%) e
no grupo de carcinomas anaplasicos (60%) em outro estudo também sugerem o

silenciamento epigenético do PTEN na progressao tumoral (26).

O conhecimento de novas vias tumorigénicas € fundamental para o
desenvolvimento de novos tratamentos com alvos moleculares distintos,
principalmente em pacientes que evoluem com tumores muito agressivos e

refratariedade ao tratamento convencional.

Vérios estudos experimentais tém sido conduzidos neste ambito, testando
drogas como inibidores de PI3K, de Akt, de receptores de tirosinoquinase e de
MTOR em células sem expressao de PTEN (16). A inibicdo farmacologica de mTOR

preveniu a formac&o de inimeros tumores em ratos Pten " (55).
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Dima et al desenvolveram linhagens celulares derivadas de carcinomas

pouco diferenciados de ratos duplos-mutantes Kras *?°/Pten ~

" e demonstraram que
o tratamento dessas células com inibidores de MEK1, PI3K ou mTOR resultou em
inibicdo parcial do crescimento celular, enquanto a inibicdo dupla promoveu a morte
celular (56) . Jin e colaboradores também realizaram estudos pré-clinicos com dupla
inibicdo de MAPK e mTOR, induzindo resposta citostatica superior ao uso isolado

de cada inibidor (57).

Os agentes demetilantes tém papel promissor nos tumores com alteracdes
epigenéticas. Agentes como a decitabina foram eficazes em restaurar a expressao
dos genes NIS e TSH-R em linhagens celulares de tumores de tireoide (58).
Encontra-se em andamento um estudo clinico em fase Il visando avaliar o potencial

|131

da decitabina em recuperar a capacidade de captacéo de em pacientes com

carcinomas de tireoide metastaticos ndo captantes (32).

Inibidores da histona deacetilase como a depsipeptida e vorinostat também
tem sido testados em carcinomas de tireoide, ainda em fases clinicas iniciais. O
acido valpréico demonstrou previamente a capacidade de expressao do NIS em
carcinomas indiferenciados de tireoide e seu efeito sinérgico a agentes citotoxicos no

tratamento desses tumores tem sido avaliado (32).

Em suma, o avango no conhecimento dos mecanismos moleculares
envolvidos na tumorigénese tireoideana implica em novas perspectivas para a
abordagem dos portadores de carcinomas, principalmente dos que evoluem de
maneira insatisfatoria. O desenvolvimento de novos estudos é fundamental para

sedimentar os conhecimentos atuais e para favorecer novas descobertas.
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7. CONCLUSAO

Os achados deste estudo sugerem a presenca de anormalidades funcionais
do PTEN, caracterizadas pela hipoexpressdo da proteina PTEN nos carcinomas
papilares esporadicos da tireoide em comparagdo ao tecido tireoideano normal,
demonstrando a possivel coparticipacdo da via PI3K/Akt na tumorigénese desse tipo

histoldgico.

N&o houve correlacdo entre a expressao de PTEN e as variantes sugestivas
de agressividade tumoral, impedindo a caracterizagdo do PTEN como preditor de

agressividade.

A metodologia do estudo ndo permite detectar o mecanismo de génese da
anormalidade do PTEN ou mesmo sua interferéncia em relacdo ao comportamento

biolégico do tumor, requerendo mais estudos para esclarecimento.
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ANEXO 1: TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

PROJETO: ANALISE DA EXPRESSAO DO GENE PTEN
EM CARCINOMA PAPILAR DE TIREOIDE

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

As causas de tumores da tireoide ainda sdo desconhecidas. A analise
genética desses tumores ajuda detectar a origem dos mesmos, para criar

novos tratamentos.

Alguns tumores da tireoide, mesmo de pequeno tamanho (< 1 cm), sao
muito malignos, com metastases em linfonodos ou em 6rgéos distantes, como

pulmdes e 0Sso0s.

Esta pesquisa propde a andlise de genes em tumores da tireoide, com
ou sem metastases em linfonodos ou a distancia, na tentativa de identificar se
algum desses genes contribuem para o surgimento de tumores mais

agressivos.
Gostaria de convida-lo para participar dessa pesquisa.

Para isso, é necessario unicamente que vocé permita que fagcamos
analises genéticas no tumor da tireoide que vocé ja operou, que se encontra
armazenado no setor de anatomia-patoldgica da Associacdo Mario Penna. Nao
ha necessidade de novas cirurgias, bidopsias ou outros tratamentos. Nado ha

nenhum risco.

Este estudo podera contribuir para a deteccéo de genes envolvidos nos
tumores mais agressivos e, futuramente, para o surgimento de medicacdes

para bloquear tais genes.

Os registros de sua participacdo neste estudo serdo mantidos
confidenciais. No entanto, os pesquisadores e, algumas vezes, o Comité de

Etica em Pesquisa, poderéo ter acesso aos dados.
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Os resultados da pesquisa serdo publicados em revistas cientificas e/ou
apresentados em encontros cientificos, sendo que, em qualquer publicacéo,

seu nome nao serarevelado.

Sua participacdo € voluntaria e se desejar, pode desligar-se dele a
gualquer momento, sem penalidade ou prejuizo. Nao havera nenhum custo ou

guaisquer compensacao financeira.

Vocé receberd uma coépia deste termo onde consta meu celular para

esclarecimentos sobre o projeto, a qualquer momento.

Juliana Rocha Costa Maria Marta Saques Soares
Pesquisadora Orientadora
(31) 8899-7578 (31) 92822405

Comité de Etica em Pesquisa da Associacdo Mario Penna: (31) 3299-9980

Declaro ter lido e compreendido este TERMO DE CONSENTIMENTO e
concordo voluntariamente em participar deste estudo, sendo que poderei
retirar 0 meu consentimento a qualquer momento, sem prejuizo ou perda de
qualquer beneficio que eu possa ter adquirido, ou do meu atendimento neste
servico, estando ciente dos propdésitos do estudo, dos procedimentos a serem
realizados, das garantias de confidencialidade e de acesso ao tratamento, além

de garantia de esclarecimentos permanentes.

Paciente

Belo Horizonte, de de
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ANEXO 2: DADOS DOS PACIENTES COM CARCINOMA PAPILAR DO

HOSPITAL MARIO PENNA (PARTE 1)

IDADE ESVAZI
PACIENTE ANATOMO SEXO HFAM RTX DIAGNOSTI ULTRA-SOM PAAF BMN CIRURGIA | AMEN | HISTOLOGIA
co TO

1'= 2937=08 FEM 0 SIM 31 BMN COLOIDE SIM TOTAL SIM PAPILAR CLASSICO

2 8985=10 MASC 0 0 38 NOD GRAU IV 0,8 LE PAPILAR NAO TOTAL SIM PAPILAR CLASSICO

3 6147=11 FEM 0 0 57 NOD GRAU 1110,9 LE PAPILAR NAO TOTAL SIM PAPILAR CLASSICO

4 2069=09 FEM 0 0 38 NOD GRAU IV 3,9 LE PAPILAR NAO TOTAL SIM PAPILAR VARIANTE FOLICULAR
5 4477=09 MASC 0 0 59 NOD GRAU Il 1 CM PAPILAR NAO TOTAL SIM PAPILAR VARIANTE FOLICULAR
6 7805=10 FEM 0 0 56 SZTSRAU V17LEE PAPILAR SIM TOTAL SIM PAPILAR CLASSICO

7 12105=11 FEM 0 0 56 ﬁigﬁl ILEO,5 CM+ PAPILAR NAO TOTAL SIM PAPILAR VARIANTE FOLICULAR
8 7682=10 MASC 0 0 52 NOD GRAU 1110,7 PAPILAR NAO TOTAL SIM PAPILAR VARIANTE FOLICULAR
9 068=08 FEM 0 0 81 EI\?ID GRAUNILDELE 1,5 PAPILAR SIM TOTAL SIM PAPILAR CLASSICO

10 6003=10 FEM 0 0 60 NOD GRAU 1112,6 LD PAPILAR NAO TOTAL SIM PAPILAR CLASSICO

11 3371=12 FEM 0 0 45 NOD GRAU Il LD 1,1 PAPILAR NAO TOTAL SIM PAPILAR CLASSICO

12 2377=11 FEM 0 0 58 NOD GRAU 1110,3 PAPILAR NAO TOTAL SIM PAPILAR VARIANTE FOLICULAR
13 6743=10 FEM 0 0 74 NOD GRAU X PAPILAR NAO TOTAL SIM PAPILAR VARIANTE FOLICULAR
14 1881=08 MASC 0 0 48 NAO TEM PAPILAR NAO TOTAL SIM PAPILAR CLASSICO

15 8262=10 FEM 0 0 42 3NODGRAUIIO>18 COLOIDE SIM TOTAL NAO  PAPILAR VARIANTE FOLICULAR
16 2886=10 FEM 0 0 28 NOD GRAU IV 1,2 LD FO’\Il_lIE(?UL SIM TOTAL SIM PAPILAR VARIANTE FOLICULAR
17 3166=10 FEM 0 0 49 NOD GRAU I13,2E0,6 PAPILAR SIM TOTAL SIM PAPILAR VARIANTE FOLICULAR
18 11606=11 FEM 0 0 50 NOD GRAU IV 0,95 LE PAPILAR NAO TOTAL SIM PAPILAR CLASSICO

19 10030=10 FEM 0 0 38 NOD GRAU IV 1,7 LD PAPILAR NAO TOTAL NAO  PAPILAR CLASSICO

20 0943=10 FEM 0 0 33 NOD GRAU IV 2,2 LE PAPILAR NAO TOTAL SIM PAPILAR VARIANTE FOLICULAR
21 0207=09 FEM 0 0 75 NOD GRAU 111 1,9 LD PAPILAR SIM TOTAL SIM PAPILAR CLASSICO

22 5001=08 FEM 0 0 53 NOD GRAU 13,4 LE PAPILAR NAO TOTAL SIM PAPILAR CLASSICO

23 3330=09 FEM 0 0 70 NOD GRAU 111 3,4 LE PAPILAR NAO TOTAL SIM PAPILAR VARIANTE FOLICULAR
24 218=11 FEM 0 0 67 BMN NOD GRAU Il COLOIDE SIM TOTAL NAO  PAPILAR CLASSICO

25 1421=09 FEM 0 0 44 BMN NAO SIM TOTAL SIM PAPILAR CLASSICO

26 1583=10 FEM 0 0 42 NOD GRAU Il LE NAO NAO TOTAL SIM PAPILAR CLASSICO

27 3591=10 FEM SIM 0 45 NOD GRAU IV 0,6 LD PAPILAR NAO TOTAL SIM PAPILAR CLASSICO

28 10512=11 FEM 0 0 48 NAO NAO NAO 2 TEMPOS SIM PAPILAR VARIANTE FOLICULAR
29 3224=10 FEM SIM 0 37 NOD GRAU IV 1,2 LD COLOIDE SIM TOTAL SIM PAPILAR CLASSICO

30 621=08 FEM 0 0 33 SEM NODULOS NAO NAO TOTAL SIM PAPILAR CLASSICO

31 6984=10 MASC 0 0 34 NOD GRAU IV 1 INSATIS NAO TOTAL SIM PAPILAR CLASSICO

32 1231=09 FEM 0 0 22 NODULOS PAPILAR SIM TOTAL SIM PAPILAR CLASSICO

33 8089=10 FEM 0 0 45 NOD GRAU Il ISTMO FOI\ILIIE((Z)UL NAO TOTAL SIM PAPILAR VARIANTE FOLICULAR
34 2450=09 MASC 0 0 25 NOD GRAU 111 3,2 LD COLOIDE NAO 2 TEMPOS SIM PAPILAR VARIANTE FOLICULAR
35 8131=09 FEM 0 0 34 NODLD 2 CM FOI\ILIIE((Z)UL NAO 2 TEMPOS SIM PAPILAR VARIANTE FOLICULAR
36 0199=09 FEM 0 0 35 NOD GRAU IV 1,5 PAPILAR NAO TOTAL SIM PAPILAR CLASSICO

37 10249=10 FEM 0 0 29 NOD GRAU IlI 4 LD FO’\lLlIE(?UL NAO TOTAL SIM PAPILAR VARIANTE FOLICULAR
38 3266=11 FEM 0 0 61 BMN P:T;I:FA'\;CI;E SIM TOTAL SIM PAPILAR VARIANTE FOLICULAR
39 1242=10 FEM 0 0 54 NOD GRAU 11 2,6 LD PAPILAR NAO TOTAL SIM PAPILAR CLASSICO

40 5153=08 MASC 0 0 35 NOD GRAU IV 1,3 LD PAPILAR NAO TOTAL SIM PAPILAR CLASSICO

NEO

41 437=08 FEM 0 0 58 BMN FOLICULAR SIM TOTAL SIM PAPILAR CLASSICO

42 5307=10 FEM 0 0 59 NOD GRAU IV 2,6 E1LD PAPILAR SIM TOTAL SIM PAPILAR VARIANTE FOLICULAR
43 13298=11 FEM 0 0 59 NOD GRAU IV 4,9 LD FO'\:_lIEé)UL SIM TOTAL SIM PAPILAR VARIANTE FOLICULAR
44 2958=10 FEM 0 0 56 NOD GRAU IV 1,1LD PAPILAR SIM TOTAL SIM PAPILAR CLASSICO

45 12012=11 FEM 0 0 32 NOD GRAU IV 4 LE PAPILAR SIM TOTAL SIM PAPILAR CLASSICO

46 0266=09 FEM 0 0 28 NOD GRAU 11 0,9 LE PAPILAR NAO TOTAL SIM PAPILAR VARIANTE FOLICULAR
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PO E AGRESSAO TUMOR | TIREOIDE | MULTI | T N M TNM ESTADIO |RISCOS| RADIOIODO PCI PCIFINAL [ TGNS | ANTITG TGS | ANTITG. US ATUAL ESTAD
INICIAL INICIAL ATUAL o
MICRO AGRESSIVO + +++ NAO | 1A 1A 0 T1A N1A MO | BAIXO 150 POS NEG 1,28 POS 0,1 NEG NEG LIVRE
MICRO AGRESSIVO ++ +++ SIM 1A 1A T1A N1A MO | BAIXO 350 POS POS 63,64 NEG 1,91 NEG NEG ATIVO
MICRO INDOLENTE + +++ NAO | 1A 0 0 T1ANO MO | MUITO NAO POS NAO 0,1 POS 0,1 NEG NEG LIVRE
BAIXO
MACRO INDOLENTE ++ +++ NAO 2 0 0 T2 NO MO | BAIXO 100 POS NAO 4,3 NEG 0,1 NEG NEG LIVRE
MICRO AGRESSIVO + +++ NAO 3 0 0 T3 NO MO I ALTO 150 POS NEG 0,19 NEG 0,1 NEG NEG LIVRE
MACRO AGRESSIVO ++ +++ SIM 3 0 0 T3 NO MO 1] ALTO 150 POS NEG 2,45 NEG 0,1 NEG NEG LIVRE
MICRO INDOLENTE + +++ NAO | 1A 0 0 T1ANO MO | MUITO NAO FEZ NAO NAO 0,1 NEG 0,1 NEG NEG LIVRE
BAIXO
MICRO INDOLENTE +H+ +++ NAO | 1A 0 0 T1ANO MO | MUITO NAO FEZ NAO NAO 0,5 NEG 0,1 NEG NEG LIVRE
BAIXO
MICRO INDOLENTE + +++ NAO | 1A 0 0 T1ANO MO | MUITO 100 POS NEG 1,07 NEG 0,1 NEG NEG LIVRE
BAIXO
MICRO INDOLENTE ++ +++ SIM 1 0 0 T1NO MO | BAIXO 150 POS NEG 0,2 POS 0,1 POS NEG LIVRE
MICRO AGRESSIVO + +++ NAO 3 0 0 T3 NO MO I ALTO AGUARDA  AGUARDA NAO 0,1 NEG X X NEG ATIVO
MICRO AGRESSIVO ++ +++ NAO 3 1A 0 T3 N1A MO 1] ALTO 150 POS NEG 1,82 NEG 0,1 NEG NEG LIVRE
MICRO INDOLENTE ++ +++ NAO | 1A 0 0 T1ANO MO | MUITO NAO FEZ NAO NAO 3,86 NEG 0,72 NEG NEG LIVRE
BAIXO sup
MACRO AGRESSIVO ++ +++ NAO | 4A 1A 0 T4A N1A MO IVA ALTO 200 POS NEG 0,62 NEG 0,1 NEG NEG LIVRE
MICRO INDOLENTE ++ +++ NAO | 1A 0 0 T1ANO MO | MUITO NAO FEZ NAO NAO 0,23 NEG 0,1 NEG NEG LIVRE
BAIXO
MACRO INDOLENTE ++ +++ NAO 1 0 0 T1NO MO | BAIXO 100 NEG NAO 0,1 NEG 0,1 NEG NEG LIVRE
MACRO INDOLENTE + +++ SIM 2 0 0 T2 NO MO Il BAIXO 100 POS NEG 1,94 NEG 0,1 NEG NEG LIVRE
MACRO INDOLENTE + +++ NAO 1 0 0 T1NO MO | BAIXO 100 NEG NAO 0,1 POS 0,1 POS NEG LIVRE
MICRO INDOLENTE + +++ NAO | 1A 0 0 T1ANO MO | MUITO NAO FEZ NAO NAO 0,48 NEG 0,1 NEG NEG LIVRE
BAIXO
MACRO AGRESSIVO ++ +++ NAO 3 1B 0 T3 N1B MO | BAIXO 150 POS NEG 3,98 NEG 0,66 NEG NEG LIVRE
MICRO INDOLENTE ++ +++ NAO | 1A 0 T1ANO MO | MUITO 100 POS NAO 1 NEG 0,1 NEG NEG LIVRE
BAIXO
MACRO INDOLENTE ++ +++ NAO 1 0 0 T1NO MO | BAIXO 100 POS NEG 0,1 POS 0,1 NEG NEG LIVRE
MACRO INDOLENTE +++ +++ SIM 1 0 0 T1NO MO | BAIXO 100 POS NAO 1,42 NEG 0,1 NEG NEG LIVRE
MICRO INDOLENTE ++ +++ SIM 1A 0 0 T1ANO MO | M 100 POS NAO 1,62 NEG 0,1 NEG NEG LIVRE
BAIXO
MICRO AGRESSIVO ++ +++ NAO | 1A 1A 0 T1A N1A MO | BAIXO AGUARDA NAO NAO 7,5 NEG 6 NEG POS ATIVO
MACRO AGRESSIVO + +++ NAO | 4A 1A 0 T4A N1A MO | BAIXO 300 POS POS 37 NEG 12 NEG NEG ATIVO
MICRO INDOLENTE + +++ NAO | 1A 0 0 T1ANO MO | MUITO 100 POS NAO 0,54 NEG 0,1 NEG NEG LIVRE
BAIXO
MICRO INDOLENTE + +++ NAO | 1A 0 0 T1ANO MO | MUITO AGUARDA  AGUARDA AGUARDA AGUAR AGUARDA AGUAR | AGUARDA AGUARDA ATIVO
BAIXO DA DAO
MICRO AGRESSIVO + +++ SIM 3 1A 0 T3 N1A MO | BAIXO 150 POS NEG 0,1 POS 0,1 POS NEG LIVRE
MICRO AGRESSIVO + +++ NAO 3 1A 0 T3 N1A MO | BAIXO 450 NEG NEG 90,6 NEG 20 NEG NEG ATIVO
MICRO AGRESSIVO + +++ SIM 1A 1A 0 T1AN1A MO | BAIXO 150 POS AGUARDA ' 44,5 NEG 2,61 NEG POS ATIVO
MICRO AGRESSIVO + +++ NAO 3 1A 0 T3 N1AMO | BAIXO 150 POS POS 25,85 NEG 18 NEG NEG ATIVO
MICRO AGRESSIVO + +++ NAO 3 0 0 T3 NO MO 1] ALTO 100 POS NEG 1,09 NEG 0,1 NEG NEG LIVRE
MICRO INDOLENTE + +++ NAO | 1A 0 0 T1ANO MO | MUITO 100 POS NEG 0,27 NEG 0,1 NEG NEG LIVRE
BAIXO
MACRO INDOLENTE + +++ SIM 1 0 0 T1NO MO | BAIXO 100 POS NAO 0,59 NEG 0,1 NEG NEG LIVRE
MACRO AGRESSIVO + +++ NAO 3 1A T3 N1AMO | BAIXO 300 POS NEG 23 NEG 0,16 NEG NEG LIVRE
MACRO INDOLENTE + +++ NAO 2 0 0 T2 NO MO | BAIXO 100 POS NAO 1,03 NEG 0,1 NEG NEG LIVRE
MACRO INDOLENTE
MACRO INDOLENTE ++ +++ NAO 1 0 0 T1NO MO | BAIXO 100 POS NAO 0,1 NEG 0,1 NEG NEG LIVRE
MACRO AGRESSIVO + +++ NAO | 4A 1A 0 T4A N1A MO IVA ALTO 150 POS NEG 2 NEG 2,42 NEG POS ATIVO
MACRO INDOLENTE + +++ NAO 1 0 0 T1NO MO | BAIXO 100 POS NEG 0,77 NEG 0,1 NEG NEG LIVRE
MICRO INDOLENTE + +++ NAO | 1A 0 0 T1ANO MO | MUITO 100 NEG NAO 0,1 NEG 0,1 NEG NEG LIVRE
BAIXO
MACRO INDOLENTE ++ +++ SIM 1 0 0 T1NO MO | BAIXO 100 POS NAO 2,4 NEG 0,1 NEG NEG LIVRE
MICRO INDOLENTE + +++ SIM 1A 0 T1A NO MO | MUITO AGUARDA  AGUARDA AGUARDA AGUAR AGUARDA AGUAR | AGUARDA AGUARDA ATIVO
BAIXO DA DA
MACRO INDOLENTE ++ +++ NAO 1 0 0 T1NO MO | BAIXO 100 POS NAO AGUAR AGUARDA AGUAR AGUARDA AGUARDA ATIVO
DA DA
MACRO AGRESSIVO + +++ SIM | 4A 1A 0 T4A N1A MO Il BAIXO 200 POS AINDA 74 POS 1 POS NEG ATIVO
NAO
MICRO AGRESSIVO + +++ NAO 3 0 0 T3 NO MO | BAIXO 100 NEG NAO 0,1 NEG 0,1 NEG NEG LIVRE
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ANEXO 3: METODOS ESTATISTICOS

Teste de Mann-Whitney

E o teste alternativo ao Teste t de Student para testar a média de duas amostras
independentes. Enquanto o teste t compara a média de duas amostras
independentes, o teste de Mann-Whitney compara o centro de localizagdo das duas
amostras, como forma de detectar diferencas entre as duas populacdes
correspondentes. Este teste € de utilizacdo preferivel ao t quando ha violacdo da
normalidade ou quando as variaveis de nivel ordinal com duas ou trés categorias. A
perda de eficiéncia do teste de Mann-Whitney quando comparado ao teste t, é

pequena.

Como o marcador PTEN € uma variavel categérica ordinal, neste trabalho, o teste de
Mann-Whitney foi utilizado para testar a diferenca entre os valores do marcador
PTEN.

AS hipéteses testadas séo:
Hgy: As duas populacfes sao iguais em tendéncia central;

Hy: As duas populacfes ndo sao iguais em tendéncia central,

A hipétese nula (19 permite testar a homogeneidade das duas populacdes, ou
seja, a igualdade de comportamentos dos dois grupos na populacdo. E, ao invés de
se basear em parametros da distribuicdo normal como a média e a variancia, o teste

de Mann-Whitney baseia-se na ordenacéo da variavel.
A expressao do teste é dada por:
U = minimoU,; U,)

My, +1)

U, =n,xnz + 2

R,

U; =ngxng, — U,

Onde: 11z dimensdo de menor amostra; nz: dimensdo da maior amostra e Ri:

Soma das ordenagdes de menor amostra;
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Kruskal Wallis

E a generalizacdo do teste Mann-Whitney para mais de 2 grupos. Consiste numa
alternativa ndo paramétrica ao teste Anova para um fator utilizado quando ndo se
encontram reunidos os pressupostos da normalidade ou da igualdade das variancias
ou quando as variaveis sdo de nivel ordinal com duas ou trés categorias. Este teste

é utilizado para testar a hipotese de igualdade em localizacao.

A partir de amostras aleatorias de k populacdes pretende-se testar a hipotese da
existéncia de um parametro de localizagdo comum a todas as populacdes contra a
hipotese alternativa, de que, pelo menos uma das popula¢cbes tende a apresentar

valores superiores (inferiores) as outras.
As hipéteses a testar séo:
H,: As k distribuicbes tém o mesmo parametro de localizacao

H,: Pelo menos uma das k populagbes tem um parametro de localizacdo superior

ou inferior ao das outras.

O teste de Kruskal-Wallis baseia-se na soma das ordens dos grupos combinados por
ordem crescente. A menor observacao tem o valor 1, a seguinte o valor 2 e assim

sucessivamente.

Caso existam observacdes com o mesmo valor (empates) atribui-se-lhes o valor
médio dado pela posicao sequencial das observacdes que lhe corresponderiam caso

ndo houvessem empates.

Caso haja apenas 3 grupos com dimensdo menor ou igual a 5, utilizam-se as tabelas
de Kruskal-Wallis para se calcular o valor do teste. Em todas as outras situacées faz-

se a aproximacao a distribuicdo do Qui-Quadrado com (k-1) graus de liberdade.
O teste € dado por:

12 kR_JZ' _ ~ :
H= v X Xj n 3x(n + 1), caso ndo haja empates,
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H
k.3
G -t
n3-n

Hp = caso haja empates.

Onde, n=dimensédo da amostra, k=nimero de grupos, R;= ordenacéo da categoria j ;

t;=numero de observacdes empatadas em cada categoria i.



