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RESUMO

Os tumores bem diferenciados da tire6ide representam mais de 95% das neoplasias
malignas da glandula. A identificacdo pré-operatoria dos carcinomas papiliferos esta
bem estabelecida através dos métodos de Puncdo aspirativa por Agulha fina e
Ultrassonografia , com quase 100% de acurécia, enquanto os tumores foliculares
significam um dilema para o cirurgido, visto que os métodos existentes nao
conseguem determinar com efici€ncia o diagndstico sendo que 60-80% dos casos
operados sdao benignos. Dessa forma, com o intuito de se analisar alteragdes
gendmicas do tipo variagdes no nimero de copias (CNVs) que possam diferenciar
esse tumor de outros tipos de doengas da tiredide, foram analisados 13 pacientes com
doenga tireoidiana (3 bocios, 2 hiperplasias , 4 adenomas foliculares e 4 carcinomas
foliculares ) mais 1 individuo sadio através do método de aCGH, para identificacio de
CNVs que pudessem determinar com eficiéncia a presenca de carcinoma folicular. Os
achados foram confrontados com dados de carcinomas papilifero classico (4
pacientes) e variante folicular (2 pacientes). Foram encontradas 725 CNVs na
amostra, 703 dos pacientes com patologia. Dentre estas foram selecionadas 18 regides
mais frequentes. Houve um padrao de amplificagdo maior em pacientes jovens com
adenomas e delecdo em pacientes mais velhos. Os pacientes com carcinoma
apresentaram taxas de CNVs muito proximas. Os carcinomas foliculares
apresentaram padrdes exclusivos de alteragdo nos cromossomos 8 e 12. Concluimos,
assim, que os carcinomas foliculares da tireoide sdo uma patologia com um padrao
exclusivo de alteragcdes, ndo havendo correlacdo de progressdo tumoral a partir de
adenomas foliculares, sendo que duas regides -8p22 e 12p13.32-p13.33, estdo
presentes em 100% e 75% das amostras respectivamente, podendo ser fortes
candidatos a marcadores desse tipo tumoral.

Palavras-chave : Carcinoma folicular ; aCGH ; marcador tumoral; CNVs
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ABSTRACT

More than 95% of thyroid gland malignancies are well-differentiated tumors.
Preoperative diagnosis accuracy for papillary carcinomas, based on FNAC (Fine
Needle Aspiration Cytology) and ultrasound screenings, has become nearly 100%.
Nevertheless, when follicular neoplasm diagnosis is concerned, this reality is quite
different. Using current preoperative screening tools, 60 — 80% of patients suspected
to present follicular thyroid cancer, when operated turn out to suffer from benign
disease. Therefore, in an effort to improve these results, genomic analysis of Copy
Number Variations (CNV) that may more precisely differentiate follicular tumor from
other thyroid conditions were carried out in 13 patients (3 bearing goiters, 2
hyperplasias, 4 follicular adenomas, 4 follicular carcinomas, 1 healthy individual).
CNVs were tracked through aCGH method in order to detect follicular carcinoma
most accurately. Results were compared with classic papillary carcinoma (4 subjects)
and follicular variant (2 subjects). Samples demonstrated 725 CNVs, 703 of which
belonging to patients with disease. Among these, 18 most frequent regions were
selected. Patterns of amplification were more frequent in younger patients, while
deletions were more frequent in the elder ones. Carcinoma patients presented very
close CNV rates. Also, exclusive patterns of chromosomes 8 and 12 alterations were
noticed in follicular carcinoma. Thus, it is possible to conclude that thyroid follicular
carcinoma is a condition comprehending exclusive patterns of alterations, and
progression of this disease is not related to follicular adenomas. Finally, regions -8p22
and 12p13.32-p12.33 were detected in 100% and 75% of samples respectively,

therefore, may be deemed as possible tumoral markers.

Key Words: Follicular Neoplasm; aCGH; tumoral markers; CNVs.



LINTRODUCAO
I.1. ASPECTOS GERAIS
I.1.1Tireoide

A tireoide ¢ uma glandula endécrina bilobulada localizada na regido anterior
do pescogo. E a maior glandula endécrina do corpo, com um peso de 15 a 20 gramas
em individuos normais ¢ com uma grande capacidade de crescimento, sendo
responsavel pela produg¢do dos hormoénios tireoideanos (T3 e T4), envolvidos com
diversos componentes da homeostase (funcdo cerebral, cardiovascular, intestinal,
metabolismo celular, produgdo de calor, etc). A palavra tireoide vem do grego sendo a
jun¢do dos termos thyreos (escudo) e oidés (forma de). A descoberta da tireoide
ocorreu em 1656, por Thomas Warton, que realizava uma pesquisa sobre glandulas.
Na época, ele acreditava que a fungdo da tireoide fosse apenas estética, servindo
simplesmente para modelar o pescogo. Somente no século XIX, foi possivel
confirmar sua importancia (Bianco e Kimura , 1999; Caria e Vanni, 2010).

Anatomicamente tem origem na linha média do assoalho da faringe primitiva
e também bilateralmente aos tecidos da 4" bolsa branquial, lateralmente. Ela é
formada pelos lobos direito e esquerdo, que sdo posicionados antero lateralmente a
laringe e a traquéia. Os dois lobos sdo unidos abaixo da cartilagem cricéide pelo istmo
que mede cerca de 12 a 15 mm. Ocasionalmente, o lobo piramidal esta localizado na
linha média, superior ao istmo e representa o remanescente do ducto tireoglosso, pela
descida da glandula tireoide primitiva da base da lingua até sua localizagdo definitiva
no pescog¢o durante o processo de desenvolvimento embrioldgico , representado pela

Figura 1(Bianco e Kimura, 1999; Caria ¢ Vanni,2010).
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Figura 1-Posi¢do anatomica da glandula tireoide. (Fonte:www.medscanbh.com.br).

Embriologicamente a glandula tireoide ¢ derivada a partir de duas linhas de
células predominantes (endoderme e as células da crista neural). A endoderme
comeca na regido da cabeca e migra para o local da tireoide. Essas células proliferam
e se tornam células foliculares. As células da crista neural combinam com as bolsas
do 4° e 5° arcos branquiais e formam as células C parafoliculares e as paratireoides. O
tecido tireoidiano €, portanto, constituido pelas células foliculares — o tiredcito , que
representa 2/3 das células, encarregado de captar o iodo da circulagdo sanguinea para
sintetizar os hormonios tireoidianos triiodotironina (T3) e tetraiodotironina (T4).
Intercaladas entre elas encontram-se as células parafoliculares (também conhecidas
como células claras ou células C), que secretam o hormonio calcitonina, encarregado
de controlar o metabolismo do calcio através da manutenciao do seu nivel sanguineo,

representado na Figura 2 (Pierotti et al., 1996).
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Figura 2- Aspecto histologico da tireoide (Fonte:histologiaufgd.blogspot.com.br).

Os hormonios tireoidianos atuam mediante sua unido a um receptor do
Hormoénio Tiredideo (TR), deste modo estimulam processos vitais em todo
organismo, intervindo na maturagdo ¢ desenvolvimento dos tecidos, na produgdo de
energia e calor, no metabolismo de nutrientes e nas fungdes mentais, cardiacas,
respiratérias, sexuais e reprodutoras. A glandula tireoide funciona de forma
semelhante ao restante das glandulas enddcrinas, através do eixo hipotalamico
hipofisario tireoidiano, dentro do conceito de feedback negativo. A principal fungdo
da glandula ¢ a producdo de hormodnios T3 e T4. Esta produgdo ¢ feita apds
estimulagdo dos tiredcitos pelo Hormonio Estimulador da Tireoide (TSH) liberado
pela hipofise. A tireoide ¢ a Unica glandula enddcrina que armazena o seu produto de

excrecao (Bianco e Kimura ,1999;Matsuo et al., 2003).



A sintese dos hormoénios da tireoide, biodisponobilizados em duas formas -
T4 e T3, requer a captagdo do iodo proveniente da dieta e sua posterior unido ao
aminoacido tirosina, proporcionado pela proteina Tiroglobulina (TG) (Gil 2006;
Meyer ,2007).

O TSH determina a taxa de secre¢dao de T3 e T4 ¢ estimula o crescimento e
divisdo das células foliculares. O hipotalamo libera hormoénio liberador de tireotropina
(TRH), que faz com que libere na regido anterior da hipofise o TSH. Por sua vez,
permite que o TSH liberte a tiroxina pela tireoide, T4 e T3. Perifericamente, T4 ¢
convertido em T3, que ¢ mais ativo (Figura 3). A regulacdo na secrecdo de T3 e T4 ¢
realizada tanto pelo estresse quanto pelo frio fazendo aumentar a taxa do metabolismo

basal. (Bianco e Kimura ,1999;Gil, 2006).
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Figura 3- Esquema de retroalimentacgao negativa da tireoide

(Fonte:www.enfermeiropsf.blogspot.com.br).



I.1.2.Doencas da Tireoide

As patologias que acometem a glandula tireoide podem provocar alteracdes
funcionais ou anatdmicas. Nas alteracdes que comprometam sua funcgdo, havera o
aumento ou a diminui¢do da producdo do horménio tireoidiano — hiper ou

hipotireoidismo , respectivamente.
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Figura 4 - Alteragdes hormonais da tireoide (Fonte: www.estimulacaoneurologica.com.br).

As patologias que causam mudanga no ritmo da sintese hormonal podem ser
agudas ou cronicas, provocadas por fatores intrinsecos (doengas autoimunes como
Hashimoto, Graves, Plummer) ou extrinsecas (dieta, radiacdo). Nestes casos, o
paciente pode apresentar sintomas clinicos descritos nas sindromes de hipotireoidismo
e hipertireoidismo, como também pode ndo apresentd-los, sendo classificados como
alteracdes subclinicas (sintomatologia leve e/ou discreta) ou até mesmo
assintomaticos (Gil, 2006).

As patologias causadoras de mudanca na forma da tireoide provocam o seu

aumento, denominado de bdcio, que pode ser difuso, levando ao aumento de todo



tecido tireoidiano homogeneamente, ou nodular, provocando a apari¢do de nddulos
e/ou cistos em um crescimento heterogéneo do tecido glandular através de lesdes
unicas ou multiplas; a hiperplasia da glandula ¢ a resposta ao estimulo para produgdo
hormonal levando ao aumento glandular (Pierotti et al., 1996). O ritmo de
crescimento da glandula nestes casos ¢ extremamente lento, levando muitas vezes
mais de 20, 40 anos para atingir volumes que venham a causar sintomatologia, ja que
devido a esse aumento lento e indolente, ha uma acomodacdo regional € mesmo a
compressdo causada em 6rgdos vizinhos, como traquéia e faringe, ¢ pouco perceptivel
pelo doente, ocasionando um atraso no diagnostico da patologia (Criado et al., 1995).
E possivel que um mesmo individuo apresente alteracdes funcionais e de forma
simultaneamente (Bianco e Kimura ,1999). Estas enfermidades predominam no sexo
feminino, numa propor¢do de 4 mulheres para 1 homem, entre a 4* e 6* décadas de
vida, ndo se sabendo quais os fatores relacionados a esta predominancia de género
(Gerhard et al., 2010).

O surgimento de nddulos dentro do tecido tireoidiano indica a necessidade de
investigacdo. Nas ultimas décadas, devido ao incremento dos métodos diagnosticos
por imagem, a incidéncia de nodulos tireoidianos detectados por ultrassonografia,
tomografia computadorizada e ressonancia nuclear magnética da regido cervical,
provocou o aumento estatistico significativo na incidéncia das patologias tireoidianas.
Existem relatos de que a realiza¢do aleatoria de exame de imagem da tireoide na
populacdo em geral evidenciaria nddulos da tireoide em 40% dos individuos
examinados (Matsuo et al., 2003; Ward et al., 2006; Caria e Vanni, 2010).

Os nodulos tireoideanos sdo uma patologia frequente na populagdo geral. A
estatistica mundial estima sua presenca entre 3,2 a 4,2%, se pesquisado por

palpagdo manual do pescogo por profissional médico experiente, ¢ 27 a 67% se for



considerado o diagndstico realizado através de técnicas de imagem como a
ultrassonografia (Pineda et al., 2003).

E importante ressaltar que a maioria dos nodulos tireoidianos é de natureza
benigna e apenas uma pequena porcentagem deles corresponde a tumores malignos (5
a 15%) (Bertram, 2000). De qualquer forma, todo nddulo tireoidiano deve ser
investigado para se descartar as formas neoplésicas. A apresentacdo cléssica do
cancer de tireoide ¢ um nédulo cervical (Moyano et al., 2004).

O cancer da tireoide ¢ o tipo de tumor maligno enddcrino mais comum (98%) ,
mas representa apenas 1% de todos os tipos de cancer, sendo o oitavo mais frequente
em mulheres. A propor¢do ¢ de 3 mulheres para cada homem, predominantemente
entre os 35 e 50 anos, e também nao ha estudos que determinem a causa desta
propor¢do. Sabe-se também, através de evidéncias estatisticas, que um individuo do
sexo masculino que apresente clinicamente, ou ao exame de imagem, ndédulo de
tireoide, tem 50% de chance de ter neoplasia maligna (Gerhard et al., 2010).

Assim, todo paciente submetido a exame de imagem da tireoide que evidencie
formagdes nodulares em seu tecido ¢ encaminhado para investigacdo da patologia que
possa ter promovido tal alteragdo. As sociedades médicas responsdveis pelo
tratamento de tais enfermidades tém lancado mao de protocolos que sdo estabelecidos
através de estudos estatisticos e da observacdo clinica de pacientes doentes e tratados,
visando padronizar a abordagem e o tratamento (Chagas et al. 2008).

O exame padrao ouro para diagnéstico de nddulos tireoidianos ¢ a PAAF.
Este exame consiste na coleta através de puncdo guiada por exame de imagem, do
ndédulo ou dos noédulos tireoidianos alterados (aqueles que apresentam formacgao
solida em seu interior)(Figura 5). Este material ¢ colocado sob lamina e examinado

através de microscopia, para identificacdo de caracteristicas citologicas que



confirmem o diagnoéstico. Este valioso recurso apresenta uma eficacia de 90% no

diagndstico das patologias tireoidianas ( Alvi et al., 2009).

.-

Figura 5 - Puncdo Aspirativa por Agulha Fina (PAAF) guiada por USG. (Fonte:

www.endocardio.med.br).

Para aqueles pacientes que ao exame de punc¢do forem diagnosticados como
maligno e ou suspeito de malignidade (proliferativo celular, folicular, hipercelular), é
indicado o tratamento cirirgico com ressec¢do total da glandula tireoide(Ward et
al.,2006; Chagas et al., 2008). As causas dos nodulos da tireoide tem sido
amplamente estudadas e debatidas. Os fatores mais claramente relacionados com a
formagdo de nodulos sdo a caréncia de lodo na dieta e o hipotireoidismo (elevacao do

TSH). H4, sem duvida, uma maior predisposicdo de se desenvolver nodulos



tireoidianos com o aumento da idade. Alguns estudos mostram que o consumo de
Iodo em excesso leva ao aparecimento do bocio, assim como a gravidez aumenta as
chances de aparecimento de nodulos (Maciel et al., 2005).

A alta prevaléncia de nddulos tire6ideos, sua baixa frequéncia de malignidade,
e considerando a morbidade e custos associados a tireoidectomia, torna indispensavel
a adicdo de técnicas de diagndstico diferencial que possuam altos valores de
sensibilidade e especificidade para detectar lesdes benignas e malignas e, assim

realizar um tratamento adequado em cada caso (Pineda et al., 2003).

1.2 CANCER
1.2.1 Aspectos Gerais

O termo cancer refere-se a uma variedade de patologias nas quais crescimento e
proliferacao celular estdo desregulados, levando a formag¢do de uma massa tumoral
que pode ser capaz de invadir e destruir tecidos vizinhos, disseminar-se para outros
orgaos do corpo por metéstases. Embora fatores ambientais e dietéticos contribuam
para sua génese, o cancer resulta de mudancas genéticas multiplas em uma populagio
de células, as quais o tornam a doenga genética mais frequente. Segundo a
Organiza¢ao Mundial de Saude (OMS) (Kleihues et al., 2002), mais de 11 milhdes de
pessoas sdo diagnosticadas com cancer todos os anos, sendo esta doenca responsavel
por 12,5% das mortes anuais no mundo. Considerando que o total de tumores
passiveis de prevencdo pode alcancar mais de 50% de todos os casos em paises
desenvolvidos e reconhecendo a importancia da citogenética e da biologia molecular

no diagndstico e prognostico de pacientes com cancer, varios estudos dessa natureza



10

tém sido realizados visando a prevencdo, deteccdo precoce e tratamento dessas
doengas malignas (Cai et al., 2000).

O cancer ¢ uma doenga genética multifatorial, na qual a célula perde o
controle sobre o seu ciclo celular, e passa a multiplicar-se descontroladamente. Esta
doenga ¢ ocasionada, pelo acimulo de mutagdes em genes importantes em muitas vias
de controle positivo ou negativo do ciclo (gatekeepers), ou em genes que atuam na
manutengdo da integridade do genoma celular (caretakers). Estas mutacdes podem
ocorrer de diversas maneiras,podem ser mutagdes na dupla fita de DNA, padroes
epigenéticos de metilagdo e acetilagdo, alteracdes na expressdo génica producio de
mRNA com erro de splicing, mRNAs degradados precocemente, proteinas ndo
funcionais, etc. Por tais motivos, sdo incontaveis as técnicas que estudam tais
alteracdes e que procuram entender os mecanismos pelos quais se formam e
desenvolvem os tecidos neoplasicos (Maciel et al., 2005) .

A instabilidade do genoma tem sido considerada como importante fator na
formagdo e progressdo da neoplasia. No curso da carcinogénese, as células
experimentam varias alteragdes genéticas (incluindo ganhos e delegdes de genes e
cromossomos) que estdo associadas com a transicdo de uma lesdo pré-neoplasica a
um tumor invasivo e dai sua metastase. Uma alta frequéncia de delecdes
cromossOmicas relacionadas com perda de heterozigose, ¢ considerada um marco em
instabilidade gendmica em cancer, hoje alvo de estudos através de varias ferramentas
de citogenética molecular (Qin, 2002).

A célula deve sofrer uma ou mais alteragdes no seu genoma, usualmente na
forma de mutacdes nos genes envolvidos no controle do ciclo celular, o que leva a um
relaxamento dos mecanismos de controle do crescimento e divisdo (Ward et al.,

2006). Células nas quais os mecanismos de controle foram alterados tém maior
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chance de desenvolver novas anormalidades genéticas, isto €, se tornam instaveis
(Breivik, 2005). Quando a célula sofre grandes danos, que sobrepujam a sua
capacidade de reparacdo, se torna sujeita a sofrer alteragdes cromossdmicas, como
translocagoes, delecdes, amplificagdes, duplicagdes ou inversdes de genes. Insercoes,
delegdes, duplicagdes e inversdes, geralmente ,resultam na produgdo de produtos
génicos truncados ou encurtados, enquanto que as trocas de bases alteram a sequéncia
de aminoacidos do produto génico ou também resultam em produto truncado.
Mutagdes externas a regido codificadora podem afetar a transcricdo, a tradugdo e o
splicing do RNA mensageiro e seu processamento.

Assim, existe uma relagdo entre o agente causador deste dano e o grau de
heterogeneidade do clone celular que se desenvolvera, o que, por sua vez, guarda
estreita relacdo com a capacidade de algumas destas células adquirirem resisténcia
terapéutica e, portanto, definirem pior progndstico ao tumor. Muitos genes
supressores tumorais foram identificados a partir da analise de mutagdes
cromossomicas, como o TP53, APC, DPC4 ¢ o PI6, envolvidos no processo

carcinogénico em diversos tecidos (Ouyang ef al., 2002).

1.2.2 Citogenética e Cancer

Os avangos na compreensdo da leucemogénese foram solidamente sustentados
pelo desenvolvimento metodologico na area de citogenética. Anormalidades
cromossOmicas especificas ndo aleatdrias frequentemente associadas com tipos de
doengas hematologicas, desempenham um papel importante no seu diagnostico e

foram demonstrados como indicadores de prognéstico independentes. Vias
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moleculares alteradas por proteinas quiméricas ou desreguladas como consequéncia
de anormalidades cromossdmicas ,também tém contribuido significativamente para o
desenvolvimento de terapias especificas e ensaios citogenéticos sdo importantes para
a selecdo de pacientes na avaliagdo dos resultados do tratamento e acompanhamento.
Nos tumores solidos, altos niveis de significativas anomalias cromossdmicas foram
detectados, mas distingdo entre a validade e eventos irrelevantes tem sido um grande
desafio (Mitelman, 2000). Por conseguinte, a aplicagdo de tecnologia citogenética
como ferramenta de diagnostico, prognostico ou terapéutica para essas malignidades
ainda ¢ muito subvalorizado.

O surgimento das técnicas de base molecular, tais como a andlise de banda de
alta resolucdo e a Hibridizacdo In Situ com Fluorescéncia (FISH) trouxe um
mecanismo tecnoldgico de grande valia aumentando a possibilidade de identificagdo
de alteragdes gendmicas . O aprimoramento tecnoldgico da hibridizacdo in situ deu
origem a multiplex FISH e a Hibridizagdo Gendmica Comparativa (Comparative

Genomic Hybridization-CGH), e mais recentemente ao a-CGH, idealizadas para

realizar andlises rapidas e precisas do genoma completo de tumores, em experimentos
unicos (Patel et al., 2000;Pinkel e Albertson, 2005a) .

Os métodos de citogenética molecular sdo necessarios para detectar defeitos
submicroscopicos, como microdelegdes e microduplicacdes (Patel er al., 2000;
(Pinkel e Albertson, 2005a). A aplicacdo de FISH em células interfasicas (iFISH)
permite andlise do aumento ou diminui¢do do niimero de cromossomos, através do
uso de sondas centroméricas ou sondas controle de cdpia Unica, e pode evidenciar
alteracdes cromossOmicas presentes em uma pequena porcentagem de células que
poderiam escapar da deteccdo, caso somente técnicas de bandeamento fossem

utilizadas (Tibiletti, 2004).
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A descoberta das técnicas citogenéticas foram particularmente uteis para
tumores solidos, e o espectro da sua aplicagdo esta se expandindo rapidamente para
melhorar a eficiéncia e sensibilidade na prevengdo do cancer (Varella-Garcia, 2003).
A instabilidade cromossdmica ¢ uma caracteristica comum das células cancerigenas.
Muitos mecanismos celulares levam a instabilidade cromossomica, envolvendo
rearranjos numéricos e estruturais nessas células, incluindo problemas de segregacao,
de pontos de checagem do ciclo, de estabilidade telomérica e de reparo de DNA. O
nimero de diferentes mecanismos relacionados a instabilidade cromossdmica vem
aumentando rapidamente com novas descobertas. Considerando-se que a instabilidade
cromossdmica ¢ uma das maiores causas de resisténcia de tumores a certos
tratamentos, o entendimento dos mecanismos que levam a essa instabilidade tem uma
grande importancia pratica (Gollin, 2005). Estima-se que desequilibrios no niumero de
cromossomos seja a modificacdo genética mais comumente encontrada nos tumores
solidos ja analisados (Mitelman et al., 1997a).

As aberragdes cromossdmicas numéricas sdo comumente observadas em
cancer humano. Trés linhas de evidéncia levam a crer que essas aneuplodias sdo
eventos discretos de mutacdes cromossdmicas que contribuem para o processo de
transformagdo maligna: primeiro, a andlise de aneuplodias por técnicas de
citogenética molecular revelaram que aneuploidias cromossomicas especificas sdo
relacionadas com tipos tumorais distintos; segundo, linhagens de células tumorais
aneuploides apresentaram uma elevada taxa de instabilidade cromossomica; e terceiro
€ mais importante, varios genes que controlam a segregagdo cromossdmica foram
encontrados mutados em células tumorais humanas, associando essas mutacdes a
inducdo de aneuplodiais em tumores (Goodison et al., 2005). H4 um aumento

crescente de estudos de anormalidades cromossdmicas em humanos, principalmente
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por estarem relacionadas etiologicamente a neoplasias, envolvendo oncogenes e genes
supressores de tumor, como produtos da instabilidade genética (French et al., 2003).

Uma divisao desigual dos cromossomos origina as aneuploidias. As
aneuploidias (perdas ou ganho de um ou mais cromossomos) vém sendo observadas
em varios tipos diferentes de neoplasias e, apesar disso, ndo se sabe exatamente seu
papel na carcinogénese (Dey, 2004) . Como esses rearranjos numéricos sao
consistentemente observados em todos os canceres, muitos trabalhos apoiam a
hipotese de que as aneuploidias sdo frequentemente causadas por um tipo particular
de instabilidade genética, chamada instabilidade cromossdmica, a qual pode refletir
defeitos na segregacdo mitotica (Rajagopalan e Lengauer, 2004).

Um principio fundamental na compreensdo de tumorigénese € que o cancer
surge a partir das aquisi¢cdes sequenciais de alteracdes cromossOmicas em genes
especificos (Gerhard et al,, 2010). Estas mudangas (mutagdes e amplificacdes)
ocorrem em células individuais, e cada mudancga atinge uma onda de expansao clonal,
sendo necessarios de 6 a 10 eventos clonais para se atingir matura¢ao neoplasica. Ao
contrario das células normais, que contém um numero regular de 46 cromossomos, as
células neoplésicas frequentemente apresentam um numero maior de cromossomos,
cerca de 60 a 90, e podem diferir em niimero e estruturas em células de um mesmo
tumor (Hanahan e Weinberg, 2000).

As bases genéticas de todo processo de aneuploidias precisam de mais
investigagdes. Entretanto, tetraploidizagdes vistas em lesdes pré-neoplasicas como o
esofago de Barret e colite ulcerativa; translocacdes balanceadas e teldmeros curtos
vistos em células telomerase negativas imortalizadas; e anormalidades em nimeros

(dobrados) de centromeros e mutacdes em genes responsaveis por pontos de
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checagem de fusos mitéticos podem ser as bases genéticas para as aneuploidias ou

instabilidades cromossdmicas (Dey, 2004; Kato e Fahey, 2009).

1.2.3 Relacao entre Rearranjos Cromossomicos e Genes Supressores Tumorais e
Proto oncogenes

As modificagcdes cromossdmicas que atuam na tumorigénese sdo diretamente
relacionadas com muitos proto oncogenes, genes supressores tumorais € outros genes
de controle de ciclo celular (Perissel et al., 2000; Gunter, 2001). No caso de delegdes,
o funcionamento normal desses genes € dos mecanismos que eles controlam sofrem
modifica¢des devido a uma haplo insuficiéncia ou desequilibrio da expressdo génica;
por essa via pode-se ativar os mecanismos iniciais da génese tumoral. Os exemplos
incluem a delecdo intersticial de 11p13, que contém o gene supressor de tumor WTI,
no tumor de Wilms; a delegdo da banda 13ql4, na qual se localiza o gene RB,
responsavel pelo retinoblastoma em criangas; e a dele¢dao do 17p13, onde encontra-se
o gene TP53, relacionado com os carcinomas gastrico, de mama, melanoma, de
pulmao, de ovario e de cdlon (Bertram, 2000; Mitelman, 2000; Gunter, 2001).

O gene TP53 esta bem reconhecido como guardido do genoma humano: ¢
importante notar que as dele¢des que comprometem os /ocis dos genes TP53 e do RB
desencadeiam o surgimento de diferentes tipos de tumores em mais de 50% dos casos
(Hollstein et al., 1991; Sandberg, 1994; Lopez et al., 2008). Por outro lado, as
translocagdes podem conduzir & transativagdo génica anormal desses genes, como
ocorre com o L-myc (1p32) em carcinoma de pulmdo, o N-ras (Ipll) em
neuroblastomas, APC (5g21) em polipose de colon, BRCAI (1p36 el7q21) em cancer

de mama e de ovério, e a super-expressdo do oncogene HER2/NEU em carcinoma de
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mama (Rabbitts, 1994; Mitelman et al., 1997b; Schwab, 1999; Obara et al., 2001). As
translocagdes também afetam a estrutura e fungdo de outros genes, como aqueles que
codificam fatores de crescimento (Shackney e Shankey, 1997). Da mesma forma, esse
tipo de rearranjo pode originar genes hibridos (genes fusionados) cujos produtos,
proteinas quiméricas, aumentam notoriamente a proliferacdo celular e ativam
mecanismos de génese tumoral e posterior metastase (Aman, 1999; Mitelman, 2000).
Conclui-se, dessa forma, que quaisquer modificagdes no niimero ou estrutura dos
cromossomos humanos que comprometam os loci de proto oncogenes e genes
supressores tumorais ativam os mecanismos de surgimento de neoplasias em

humanos.

1.3 CANCER DE TIREOIDE
1.3.1 Aspectos Gerais

A patologia nomeada como cancer de cabeca e pescogo compila uma extensa
lista de tumores que acometem tecidos da regido topografica da cabeca e do pescoco,
que compreendem o trato aerodigestivo superior (que inclui a boca, faringe, cavidade
nasal, nasofaringe, seios paranasais e laringe), seu arcabouco 6sseo e dentario, assim
como orgdos dos sentidos (olhos e regido orbitaria e ouvidos), glandulas salivares e
glandula tiredide (Guimaraes et al., 2009).

Os carcinomas de cabeca e pescogo representam o sexto cancer mais
frequente no mundo inteiro. O tipo histologico mais frequente dentro deste grupo de
patologias sdo 0s que se originam no epitélio escamoso, ¢ no minimo 90% dos

canceres de cabeca e pescogo sdo carcinomas de células escamosas. Para estes
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tumores, a frequéncia de pacientes com sobrevida média de cinco anos estd entre os
menores de todos os tipos (Bockmuhl ez al., 1998).

Dois fatores t€ém papel importante na formagdo de tumores no epitélio
escamoso que reveste as cavidades. O principal é o fumo, que aumenta a incidéncia
de aparecimento dos tumores de cabega e pescogo assim como os tumores de pulmao.
E em seguida, a ingestdo de dalcool também ¢ relacionada com o aumento da
incidéncia de tumores nesta regido (Guimaraes et al., 2009).

O cancer de tireoide ndo ¢ um cancer comum, representa 1 a 2% de todos os
canceres. Todavia, ¢ o tipo de cancer enddcrino mais frequente e ¢ um dos poucos
tipos de cancer que tem aumentado sua incidéncia com o tempo. Em parte, este
fendmeno ¢ explicado pelo aumento do diagnostico precoce através de exames de
tireoide por outros motivos (Bertram, 2000).

Estima-se que 18 em cada 100.000 mulheres desenvolvem cancer de tireoide
no Brasil anualmente. A propor¢do de incidéncia entre homens e mulheres ¢ 1:3
(Gerhard et al., 2010). A tipica apresentagdo deste tipo de cancer ¢ paciente do sexo
feminino de 30 a 50 anos com um nodulo palpavel cervical que representa um nédulo
tireoidiano ou um linfonodo cervical. Quando o diagnodstico ¢ feito, os nodulos
tireoidianos s3o habitualmente de 1 a 4 centimetros e apresentam metastases
linfonodais em um ter¢o, mas raras vezes metastases a distancia sdo encontradas. E
pouco frequente o cancer de tiredide causar rouquiddo ao ser descoberto (Ward et al.,
2006).

Classificam-se histologicamente em tumores derivados das células
foliculares (carcinomas papilifero, folicular e anapldsico) e das células C ou
parafoliculares (carcinoma medular) da tiredide (Tabela 1). O Carcinoma Papilifero

da Tireoide (PTC,do inglés papillary thyroid carcinoma) ¢ o mais freqiiente,
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abrangendo aproximadamente 80% dos casos, seguindo-se do Carcinoma Folicular da
Tireoide (FTC, do inglés follicular thyroid carcinoma) com 15% dos casos, do
Carcinoma Medular da Tireoide (MTC, do inglés medullary thyroid carcinoma) com
3% dos casos e do Carcinoma Anaplasico da Tiredide (ATC, do inglés anaplastic

thyroid carcinoma) com 2% dos casos (Maciel et al., 2005;Woodruffet a/.,2010).

TABELA 1: Incidéncia dos tumores da tireoide em porcentagem.

Papilifero Folicular Anaplasico Medular

Basicamente ,0 tratamento € cirtirgico e consiste em realizar a tireoidectomia
total. A cirurgia retira a glandula tireoide e resseca ganglios linfaticos adjacentes
acometidos pelo tumor, o que se chama de esvaziamento cervical. Apresenta indices
de complicagdes entre 0,2 a 6,9% dos casos, dependendo da extensdo da ressecgdo e
da experiéncia da equipe cirtrgica (Pineda et al., 2003). No pos-operatdrio faz-se a
supressao hormonal, que consiste em repor o hormdnio tireoidiano com uma dose 2-3
vezes superior a necessaria, no intuito de diminuir a produgao pela hipofise do TSH,
suprimindo sua produ¢do, um horménio que estimula o crescimento do cancer de
tireoide. O objetivo ¢ deixar os niveis de TSH em um valor inferior ao nivel normal
quase imperceptivel (Maciel et al.,2005).

Canceres de tireoide em estagios iniciais tem chance de cura maior que

90%. Diversos estudos revelam que pacientes submetidos a tratamento de cancer bem
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diferenciado de tireoide t€ém até 95% de chance de estar vivos apds 20 anos. Os
pacientes que ndo apresentam boa evolugdo normalmente recorrem precocemente.
Pacientes com metdstases cervicais ndo tem uma chance maior de morrer pela doenga
(Ward et al., 2000).

Os fatores que influenciam negativamente na evolucdo do cancer bem
diferenciado de tireoide sdo: pacientes com mais de 45 anos; tumores maiores que 4
cm; presenca de metastases a distancia; presenca de tumor que invade as estruturas
adjacentes e ndo ¢ totalmente ressecado; alguns tipos mais agressivos de tumor
(Matsuo et al., 2003).

Até um tergo dos canceres bem diferenciados de tireoide recidivam e retornam
principalmente em ganglios (linfonodos) cervicais. Podem se passar até 20 anos para
o cancer de tireoide reaparecer, por isso € necessario seu seguimento em longo prazo.
O paciente com cancer da tireoide ndo deve ter alta, ja que recidivas ainda podem
ocorrer décadas apds um tratamento aparentemente bem sucedido (Ward et al., 2006).
Este seguimento envolve o exame fisico cervical e exames laboratoriais como a
dosagem de tireoglobulina (marcador tumoral), TSH, USG cervical, cintilografia de
corpo inteiro, raio X e ressonancia magnética (Ward et al., 20006).

O cancer de tireoide pode ser fatal e normalmente acontece quando os fatores
negativos citados ocorrem. Aproximadamente 5 a 10% dos casos de cancer de tireoide
tem historia semelhante na familia, no entanto ndo existem estudos que demonstrem
ou evidenciem uma alteragdo genética hereditaria (Robenshtok et al., 2011).

A principal associagdo de cancer de tireoide esta em pacientes que receberam
radiagdo em sua tireoide. Anos apds o desastre de Chernobyl e a bomba de Hiroshima
houve uma incidéncia muito aumentada de cancer de tireoide, principalmente em

criangas (Zitzlsberger et al., 2011) .
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A evolugdo das técnicas de diagnostico e de sua interpretagdo reduziu o
nimero de cirurgias realizadas desnecessariamente em tumores benignos, no entanto,
estes diagnosticos ainda geram uns 20% de amostras consideradas indeterminadas
quanto a sua malignidade. Desta forma, marcadores moleculares (genéticos,
citogenéticos ou imunocitoquimicos) que auxiliem a identificagdo destas amostras em
benignas ou malignas, reduzirdo ainda mais o nimero de cirurgias realizadas

desnecessariamente (Miura ef al., 2003; Kato e Fahey, 2009).

1.3.2 Carcinoma Bem Diferenciado da Tireoide e Carcinoma Folicular

Apesar da sua simples organizacdo, a glandula tireoide pode dar origem a um
amplo espectro de neoplasias, desde inocuas até lesdes altamente malignas.
Aproximadamente 94% dos tumores malignos sdo representados por carcinoma bem
diferenciado da tireoide formados por células de origem folicular. Estas neoplasias
sdo divididas em duas categorias principais: carcinoma papilifero e carcinoma
folicular da tireoide. Apesar de sua origem no mesmo tipo de célula, as duas
neoplasias mostram comportamento biologico diferente e conjuntos distintos de
caracteristicas genéticas, incluindo padrdes especificos de citogenética (Castro et al.,
2005). O adenoma da tireoide € a contraparte benigna do carcinoma folicular. Nao ha
contrapartida benigna do carcinoma papilifero identificada.

De acordo com achados clinicos e critérios morfologicos (histoloégicos) bem
estabelecidos, os carcinomas tireoidianos derivados do epitélio folicular podem ser
classificados como carcinomas bem diferenciados (incluem os carcinomas papilifero e
folicular), pouco diferenciados e indiferenciados (ou anaplasicos). Evidéncias clinico-

patoldégicas sugerem uma progressdo tumoral do cancér de tireoide a partir de um
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carcinoma bem diferenciado e, finalmente, evoluindo para uma forma clinicamente
mais agressiva e histologicamente menos diferenciada, isto ¢é, o carcinoma
indiferenciado da tireoide. Alteragdes moleculares distintas ou prevalentes em um ou
outro destes tumores também suportam o modelo de progressao tumoral no cancer de
tireoide (Bertram, 2000).

O carcinoma papilifero da tireoide € a neoplasia maligna mais comum da
glandula tireoide e corresponde a cerca de 90% dos casos . Este tumor ¢ constituido
por células foliculares bem diferenciadas que apresentam alteragdes nucleares tipicas
(fendas e pseudo-inclusdes nucleares, cromatina em “vidro fosco” e irregularidade da
membrana nuclear), bem como padrdes arquitetonicos variados como a formacao de
papilas ( padrdo classico, o mais comum) ou foliculos (variante folicular) ou ainda,
aspectos citologicos diversos como a presenga de células oncociticas (variante
oncocitica) ou de células altas (variante de células altas). Os microcarcinomas
papiliferos sdo tumores menores de 1,0 cm na sua maior dimensdo, geralmente sdo
ocultos e podem ser encontrados em até 30% das glandulas tireoides examinadas em
necropsias. A maioria dos carcinomas papiliferos ocorre em adultos entre 20 ¢ 50
anos de idade, sendo mais comuns em mulheres (Gerhard et al., 2010). O diagndstico
de carcinoma papilifero tem critérios histoldgicos e citoldgicos caracteristicos, que
estabelecem sua identidade com valores preditivos positivos que se aproximam de
100%, em citologia, biopsia por agulha fina e tipo histolégico posterior, sem
dificuldades (Moyano et al 2004).

O carcinoma folicular de tireoide representa 10-25% dos tumores malignos
desta glandula, dependendo da populagdo estudada. Os tumores da tireoide aumentam
a sua freqiiéncia em regides com caréncia de iodo. Devido a sua baixa incidéncia e

evolucdo relativamente benigna e arrastada, estudos prospectivos randomizados sdo
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praticamente impossiveis de ser feitos. Ao contrario do que ocorre com o carcinoma
papilifero, existem poucos estudos na literatura abordando diagndstico, tratamento e
evolucdo do carcinoma folicular da tireoide. Este tipo de neoplasia ocorre em
pacientes de faixa etdria mais avangada e costuma ser mais agressivo que o carcinoma
papilifero (Alvi et al,2009).

Estes tumores sdo geralmente apresentados como nddulos solitdrios em
pacientes de meia-idade e idosos. No entanto, pode surgir em qualquer idade e
predominam nas mulheres. Os critérios diagnosticos para casos de carcinomas
foliculares definidos pela Organizacdo Mundial de Saude sdo: 1. Extensdo neoplasica
para o parénquima adjacente, 2. Invasdo dos vasos sanguineos dentro e fora da
capsula e 3. invasdo capsular. Este ultimo critério € controverso, uma vez que existem
discrepancias entre considerar a invasao, quando as c€lulas cancerigenas se espalham
dentro da cépsula, e ndo a ultrapassam completamente, ou se a considerar a invasao
somente quando a capsula é totalmente transgredida pelas células neoplésicas. Dai os
FTC foram classificadas em dois grupos principais: carcinoma minimamente invasivo
(CFMI) e carcinoma invasivo (CI). Em ambas as situagdes existe um potencial de
malignidade. No entanto, a presenga de crescimento invasivo ndo ¢ um indicador do
grau de malignidade do tumor e permite o prognostico, hd carcinomas foliculares
mostrando minima invasdo dos vasos sanguineos ou capsula associados com
metastase e, ao contrario, hd carcinomas com envolvimento vascular ou capsular
extenso com uma sobrevida prolongada sem metastases ou recidiva da doenca por
muitos anos ( Varella-Garcia,2003).

O diagndstico histologico de carcinoma folicular invasivo, na maioria das

vezes ¢ claro, no entanto, o desafio ¢ diferenciar o carcinoma minimamente invasivo



23

do adenoma folicular que requer o estudo completo da cépsula (Varella-Garcia,
2003).

As neoplasias de Hurtle merecem uma mengao especial, pois elas sdo um dos
temas mais polémicos, especialmente do ponto de vista do prognostico. Neoplasias de
Hurtle sdo aquelas formadas por mais de 75% oncoécitos ou células foliculares
oxifilicas. Correspondem a 2-3% dos carcinomas da tireoide e 20% dos carcinomas
foliculares. No entanto, carcinomas de células oxifilicas sdo considerados por alguns
pesquisadores como um subtipo de carcinoma folicular de tireoide e outros o
consideram mais agressivo. A sobrevivéncia dos carcinomas foliculares de Hurtle em
15 anos ¢ de 50-60%. Parece um carcinoma folicular ndo oxifilico com 0 mesmo grau
de invasdo e de tamanho (Maciel et al., 2005).

Por todo o exposto, a partir de um ponto de vista clinico, ¢ importante
esclarecer o diagnostico diferencial entre adenoma, CFMI, o CI e a variante folicular
do carcinoma papilifero. Este ultimo baseia-se unicamente sobre o reconhecimento de
critérios de citologia nuclear. Pun¢do com agulha fina tem se mostrado o teste de
escolha como uma primeira abordagem para o diagndstico. Os critérios para o
diagnostico de carcinoma papilifero permitem um valor proximo do valor preditivo
positivo de 100%. Em contraste, os intervalos de incerteza oscilam entre 7 ¢ 75%,
dependendo da experiéncia no método. O diagndstico de erros e testes inconclusivos
sdo produzidos, em especial pela presenca de critérios nucleares do carcinoma
folicular que ndo sdo unicos, cerca de 40% das lesdes sdo ndo-neoplasicas e da
incapacidade de distinguir entre adenoma folicular e carcinoma (Chiappetta et al.,
2002).

A literatura disponivel para o diagnostico e progndstico do carcinoma folicular

¢ extensa, no entanto, ainda ndo se conseguiu encontrar um teste que claramente ajude
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a determinar o comportamento bioldégico e o prognéstico da neoplasia folicular em

particular (Moyano et al., 2004).

1.3.3 Dados Citogenéticos e Moleculares em Céncer de Tireoide

Os cromossomos dos nodulos de tireoide vem sendo investigados desde 1965,
e os diferentes subgrupos citogenéticos tém sido reconhecidos, alguns dos quais
mostram rearranjos cromossdmicos estruturais (Varella-Garcia, 2003; Caria ¢ Vanni,
2010) . Atualmente, hd estudos de imunohistoquimica, marcadores de proliferagdo,
citometria de fluxo, andlise cromossdmica, citogenética, andlise da atividade
oncogenica, etc. e os diversos relatos de literatura descrevem alteracdes encontradas
pelos variados métodos conhecidos.

O incremento nas técnicas de identificagdo de alteracdes gendmicas trouxe um
avango importante para a detec¢do de areas afetadas do DNA, um grande exemplo
atual ¢ a técnica de a-CGH que ja ¢ empregada como “padrdo ouro” no diagndstico e
acompanhamento clinico de vérias enfermidades. A literatura mostra que o a-CGH
tem um poder de diagndstico em torno de 10 a 20 % em enfermidades como:
deficiéncia intelectual, malformacdes congénitas, distirbios de aprendizagem,
autismo e varios tipos de neoplasias., enquanto que em técnicas convencionais
somente 3-5% destas anormalidades seriam detectadas (Davies et al., 2005; Pinkel e
Albertson, 2005a).

Nas ultimas décadas ,perdas e ganhos gendmicos em cancer de tireoide foram
bastante analisados (Hemmer et al.,1998;Roque et a/.,2001;Brunaud et a/.,2003; Finn
et al.,2007; Ohori et al.,2010; Yip et al.,2010; liu ef al.,2013 ).

Diferentes subgrupos citogenéticos foram reconhecidos, alguns dos quais

mostram rearranjos cromossomicos estruturais. Estas mudancgas estruturais levam a
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formacao de genes de fusdo RET-PTC, TRK (-T), e AKAP9 BRAF, que se originam
como resultado de rearranjos intracromossdmicos ou intercromossdmicos € sao
encontrados em carcinoma papilifero da tireoide. A fusdo envolvendo PPARy ¢
causada principalmente por translocacdes e sdo caracteristicas do tecido neoplésico
folicular (French et al., 2003).

Exposicdo a radiagdo e o arranjo arquitetonico das regides em que a cromatina
dos genes ¢ afetada durante a interfase parecem favorecer a formacdo de genes de
fusdo em carcinoma papilifero da tireoide e, possivelmente, também no carcinoma
folicular (Caria e Vanni, 2010).Tumores da tireoide, que se originam de células do
epitélio folicular, constituem um amplo espectro de lesdes que vao desde hiperplasias
as neoplasias, divididos em adenomas e carcinomas, respectivamente. Carcinoma
papilifero ¢ o tipo mais comum entre os tumores compostos por células foliculares.
Alteragdes cromossdmicas nao aleatdrias foram encontradas em todos esses tipos de
tumores.

Hiperplasias e adenomas tém mostrado anormalidades clonais numéricas
envolvendo predominantemente cromossomas 5, 7, 9, 12, 14 e 16 em trissomias
(Belge et al., 1996; Herrmann, 2003; Castro et al., 2005), enquanto a estrutura do
cromossomo 19 ¢ freqiientemente alterada por translocacdes, com pontos de
interrupgdo no tempo ou braco curto. O carcinoma folicular ¢ caracterizado
citogeneticamente por rearranjos estruturais do braco curto do cromossomo 3, que
leva a perda de material. Andlises citogenéticas de carcinomas papiliferos da tireoide
revelaram alteragdes do cromossomo 10 e 22, incluindo inversdes paracéntricas e
translocagoes (Perissel ef al., 2000).

A variante folicular do carcinoma papilifero se comporta como carcinoma

papilar convencional, mas pouco se sabe sobre as caracteristicas citogenéticas desta
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entidade rara. O cromossomos 22 tem-se mostrado especialmente envolvido em
mudangas numéricas nas hiperplasias benignas da tireoide e adenomas, mais
freqlientemente consistindo de perda em vez de ganhos (Criado ef al., 1995; Perissel
et al., 2000).

Os tumores da tireoide sdo relevantes como um modelo para entendimento das
bases moleculares da carcinogénese no epitélio humano. Muta¢des nos genes do
TSHR e GS estao associadas com adenocarcinomas hiperfuncionantes da tireoide. A
ativagdo do RAS por mutagdes pontuais ¢ uma alteracdo genética precoce. Outras
alteracdes genéticas estdo associadas com progressdo genética, a mais relevante sendo
a inativacdo do gene 7TP53, supressor da funcdo tumoral que ¢ detectado quase
exclusivamente em carcinomas indiferenciados (Maciel et al., 2005). Por outro lado o
PTC bem diferenciado, que se acredita surgir sem lesdo benigna pré-existente, ¢é
caracterizado pela alta frequéncia de ativacdo dos genes RTK, proto oncogene RET e
NTRKI (Chiappetta et al., 2002).

Foi constatado que as mutagdes pontuais RAS sdo principalmente, se ndo
exclusivamente, encontrados em tumores do tipo folicular. O gene RET codifica um
receptor tirosinaquinase de fatores de crescimento pertencentes a familia GDNF (fator
neurotrofico derivado da glia). No cancer papilifero, a ativagdo deste gene acontece
mediante distintas reordenagdes que implicam na combinagdo do dominio quinase
com outros genes, gerando uma familia de oncogenes quiméricos denominados
RET/PTC, ja foram identificados até dez tipos de reordenagdes diferentes. O gene
RET (rearranged during transfection) codifica, no homem, um receptor
transmembrana da familia das tirosinoquinases (TK, do inglés tyrosine-kinase) para
uma familia de ligantes, da qual o paradigma ¢ o fator de crescimento neurotrofico

derivado de células da glia (GDNF, glial cell-derived neurotropic growth factor) . O
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gene RET estd envolvido na regulacdo, sobrevivéncia, diferenciacdo e migracao das
células derivadas da crista neural; esta localizado no cromossomo 10q11.2, contém 21
exons que ocupam mais de 60kb do DNA gendmico e € transcrito em pelo menos 10
isoformas alternativas. Ao contrario, rearranjos oncogénicos do RET e NTRKI e
superexpressdo do TEM, tudo levando a uma atividade enziméatica do 7K desregulado,
s6 sdo detectados em PTCs (Maciel et al., 2005).

Em um propor¢do significativa de tumores de tireoide ndo foram detectadas
alteracdes genéticas significativas. Em particular, carcinomas foliculares sem ativacao
do gene RAS ou tumores papilares sem rearranjo de gene 7K ou a superexpressiao
poderiam representar o modelo correto para se investigar novas alteracdes genéticas
nestes tumores. Além disso, as diferentes conseqiiéncias da ativagdo de RAS ou TK
sdo de alguma forma intrigantes. Parece, portanto, que os dois elementos genéticos
(RTK e RAS) pertencem, embora em fases diferentes, ao mesmo caminho. Em
qualquer caso, estes resultados podem fornecer ferramentas para um melhor
diagndstico diferencial entre os tipos histoldgicos diferentes e também contribuir para
uma melhor caracterizacdo da patogenia. Além disso, a elucidagdo bioquimica da via
de transducgdo de sinal, desencadeada pelas oncoproteinas ativadas, pode fornecer o
marco conceitual para a novela terapéutica das abordagens ,tanto para controlar o
crescimento de células tumorais como para restaurar as fungdes de diferenciagdo da
tireoide (Herrmann,2003).

Os FTC apresentaram aberragdes clonais com maior frequéncia e com mais
complexidade de rearranjos que os PTC. Com mais de 40 casos analisados, a
translocagdo t(2, 3) (ql3, p25) tomou o centro do palco, sendo até agora a unica
confirmada por diferentes grupos. A consequéncia molecular desse rearranjo foi

identificada como o rearranjo oncogénico PAXS8/PPAR, uma fusdo do fator de



28

transcri¢do da tireoide PAXS8 a PPAR. PAXS8/PPAR estava presente em cinco de oito
casos de FTCs no estudo original (French et al., 2003). Uma freqiiéncia semelhante
de 53% foi encontrado em anélise por PCR, que demonstrou fusdo em oito de 15
FTCs e dois adenomas foliculares com padrdo de crescimento trabecular (02/25) . A
maioria dos oito casos com uma fusdo PAXS8/PPAR foram relatadas como muito

invasivos (Herrmann,2003) (Figura 6).
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Figura 6: (A) Representacao da Translocacao entre os cromossomos 2 e 3, que resulta
na fusdo dos genes PAXS/ PPARYy ; (B) Representacao da proteina anormal resultante
do rearranjo (disponivel em http://atlasgeneticsoncology .org/Genes/GC_PAXS html).
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Curiosamente, ndo sO fusdes PAXS/PPAR foram descritas em tumores
trabeculares da tiroide, mas também ¢ freqiiente rearranjos RET (75%) (Chiappetta et
al., 2002). O rearranjo PAX8/PPAR nao estava presente em 35 papiliferos e 12
carcinomas de células de Hiirthle. No entanto, uma variante folicular do PTC foi
relatada com a t(2, 3) (q13, p25) assim como um PTC variante de células altas com a
t(3, 3) envolvendo 3p25. Se estas translocagdes envolvem PAXS/PPAR ou PPAR nio
¢ conhecido. PAX8/PPAR estava presente em 3 de 3 FTCs com exposi¢do a radiagdo.
Os pontos de interrupcao 2q13 e 3p25 tém sido implicados em outras translocagdes,
alguns deles ndo esclarecidos. Outros pontos de interrupcao recorrentes em FTCs
encontrados fora das regides centroméricas sdo 1p13, 3p13, 6q16, 7pl5, 8q24, 12q24,
e 19q13 (Herrmann, 2003).

A translocagdo t(7, 8) (pl5; q24) foi relatada em 2 FTCs amplamente
invasivos com metastases 0sseas e pulmonares. Outro caso com uma Unica anomalia
(del 11q) também era amplamente invasivo (Jenkins et al., 1990).

Além de translocagdes freqiientes, FTC ¢ reconhecido por perda de
cromossomos inteiros, com cariotipo haplotipico. Perdas cromossdmicas inteiras
envolvem geralmente os cromossomos 6, 8 € 11 e os acrocéntricos 13, 14, 15,17, 18 ¢
Y. Os cromossomos, que sdo menos envolvidos com a perda sdo 0 5, 7, 12, 16, 19 ¢
X (Caria e Vanni, 2010). Relatos de perda desses cromossomos sdo restritos a analise
citogenética de metastases para os linfonodos ou ossos. Monossomias 2, 5 ¢ 12 sdo
raros, mas foram detectados em doenca metastatica (Roque et al., 1998; Herrmann,
2003).

A andlise por CGH de 69 carcinomas de tireoide encontraram mudanga no
namero de copias do DNA, descrevendo poucas alteragdes em carcinomas papiliferos,

sendo que, quando presentes, todas eram de ganho. J& os carcinomas foliculares
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estudados apresentavam mudangas em 80% dos casos sendo delecdo a alteragdo mais
comum, houve também um achado de perda do cromossomo 22 em 3 de 4 pacientes
que morreram em decorréncia do tumor folicular. Os achados de delegdo também
ocorreram nos carcinomas medulares e anaplasicos estudados (Hemmer ef al., 1999).

Singh et al.,2000, avaliou por CGH 21 pacientes com carcinoma papilifero e
anormalidades citogenéticas foram detectadas em 10 deles, as mais recorrentes sendo
perdas nos cromossomos 1p, 9q, 17, 19 e 22, e ganho nos cromossomos 4, 6 ¢ 13. Ja
as andlises de Brunaud et al.,2003, que estudou por CGH pacientes com tumores da
tircoide ndo medulares familiares, na tentativa de demostrar alguma alteragdo
hereditaria, n3o encontraram aberragdes cromossOmicas relacionadas com
hereditariedade, mas foram encontrados em seus pacientes ganhos em 2q, 3q, 18p e
19 p.

A comparagdo da instabilidade genomica em pacientes portadores de cancer
de tireoide e de neoplasia coloretal para determinar alteragdes que explicassem o
excelente prognostico dos portadores de tumor de tireoide em detrimento daqueles
com carcinoma de célon, demonstrou que alteracdes gendmicas nos carcinomas
papiliferos da tireoide estudados, juntamente com as encontradas nos portadores de
polipos benignos de cdlon eram pequenos eventos; em contrapartida, pacientes com
carcinomas mais agressivos como tumores anaplasicos da tireoide e carcinomas
coloretais tinham muitos eventos detectados, demonstrando assim que as poucas
alteracdes podem explicar o melhor prognostico causando na célula tumoral
alteracdes fenotipicas minimas, sendo que os outros tumores com mais alteragdes tem
um comportamento biolodgico agressivo (Stoler et al., 2007).

A aplicacdo da técnica de aCGH para investigar alteracdes genéticas

adicionais em individuos adultos e criancas portadoras de carcinoma papilifero da
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tireoide pos Chernobyl, que também eram portadores ou nao do rearranjo RET/PTC
pesquisado pela técnica de FISH. Os pacientes com alteragdo RET/PTC positiva
apresentaram mais dele¢des, enquanto as amplificagcdes foram mais frequentes em
pacientes RET/PTC negativa. Aberragdes especificas discriminando os portadores de
RET/PTC dos nao portadores foram encontradas: aberragdes nos cromossomos 1p ,3q,
4p, 7p, 9p/q,10q,12q,13q e 21q. Os pacientes adultos e criangas com RET/PTC
positivo diferem significativamente para a delecdo da porcao distal do cromossomo
Ip.Em contraste, alteracdes nos tumores RET/PTC negativos indicaram rotas de
desenvolvimento tumoral alternativas (Unger et al., 2008).

Ja em um estudo de 39 pacientes portadores de patologia tireoidiana, pelo
método de aCGH, dentre eles 14 adenomas foliculares, 13 carcinomas papiliferos
variante folicular e 12 carcinomas papiliferos da tireoide, na tentativa de caracterizar
CNVs especificas de cada subtipo tumoral pra melhorar uma classificacao pré-
operatéria futura, foram encontradas amplificagdes do cromossomo 7 e 12 em
adenomas foliculares e delecdo do cromossomo 22 em papilifero cldssico e variante

folicular (Liu et al., 2013).
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1.4 OBJETIVOS
1.4.1 Objetivo Geral

Analisar a ocorréncia de Variagdes no Numero de Cdpias (CNVs) no genoma
de tumores bem diferenciados da tireoide, buscando identificar altera¢des recorrentes
nesses tumores que possam ser utilizadas como possiveis marcadores para sua

classificagao.

1.4.2 Objetivos Especificos

- Hibridizar amostras de tecido tireoidiano patolégico em microarranjos contendo
180.000 clones.

- Verificar a concordancia de perdas e ganhos recorrentes entre as amostras.

- Verificar a existéncia de perdas e ganhos que possam ser associadas ao tipo
histopatologico.

- Comparar os dados obtidos com aqueles da literatura ,para apoiar ou refutar padroes

gendmicos associados a carcinoma bem diferenciado do tipo folicular da tireoide.
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II .MATERIAL E METODOS

I1.1 ASPECTOS ETICOS

O projeto foi submetido e aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa em
Seres Humanos do Instituto Evandro Chagas . As amostras s6 foram coletadas de
casos em que o paciente ou seu responsavel assinou o Termo de Consentimento Livre

e Esclarecido (Anexo I).

I1.2 AMOSTRAS

As amostras foram obtidas apds procedimentos cirirgicos realizados nos
Hospitais Saude da Mulher e Ofir Loiola, no periodo de junho 2009 a junho 2013,
pelo médico responséavel pelo paciente (cirurgido de cabega e pescoco); ainda dentro
da sala cirargica a tireoide foi seccionada longitudinalmente imediatamente apo6s sua
retirada para identificagdo macroscopica de tecido tireoidiano com alteracdo
patoldgica, seguido de obtencdo de fragmento desta area que foi transportada em meio
de cultura RPMI para o Laboratorio de Cultura de Tecidos e Citogenética do Instituto
Evandro Chagas (LCTC-IEC). Em condi¢des adequadas, cada bidpsia foi dividida em
duas partes equivalentes, sendo uma para preservagdo e posterior extragdo de DNA e
a outra para cultivo celular. A identifica¢do histologica das amostras foi feita a partir
de dados do laudo histopatologico expedido posteriormente pelo departamento
responsavel.

Foi utilizado um protocolo padrdo para anamnese destes pacientes, no qual o
médico cirurgido apds entrevista e avaliagdo de exames laboratoriais relacionava os

seguintes achados: sexo, idade, cor, profissdo, antecedente de tratamento
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radioterapico ou quimioterapico, dosagem de hormonios tireoidianos, presenca de
doenga autoimune, antecedentes pessoais, antecedentes familiares, risco de exposicao
a agentes mutagénicos (tabagismo, etilismo, irradiagdo solar, elementos radioativos) e
resultado de pungao aspirativa por agulha fina.

Dentro da variedade de achados anatomopatologicos encontrados ,num total
de 110 amostras,foram selecionados quatro pacientes com carcinoma folicular
(Tabela 2) e quatro que apresentaram adenoma folicular como resultado definitivo de
patologia. Estes foram o foco do trabalho. Acrescentou-se também, como amostras
controle, trés pacientes com bdcio, dois pacientes com hiperplasia (Tabela 3) e uma
amostra de DNA obtida de pessoa com tireoide normal. A Tabela 2 apresenta um
resumo dos dados dos pacientes com carcinoma folicular. O total de amostras
analisadas foi 14.

Para fins de andlise global, aos dados obtidos, somaram-se aqueles obtidos por
SOUZA , 2014 em carcinomas papiliferos (6 pacientes com carcinoma papilifero,
sendo 4 com a forma classica e 2 com a variante folicular)ja que consistem e lesdes

malignas bem diferenciadas derivadas do mesmo tipo celular.

TABELA 2: Pacientes com carcinoma folicular

T8 T14 T52 T100
F F F M

52 84 48 24

P B P B

FOLICULAR  COLOIDE COLOIDE COLOIDE

Legenda: P=pardo ; B = branco ; F= feminino ; M = masculino
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TABELA 3: Pacientes com adenoma folicular, hiperplasia e bécio.

T13 T43 T78 T10 T54 T21 T38 T46 T55

F F F F F F F F F
30 51 39 58 62 27 21 39 51
B B P N P P P P B

Fol INS NAO NAO NAO INS COL COL Fol

Legenda: F = feminino; B = branco; P = pardo; N = negro; Fol = folicular ; INS =insuficiente;
COL = coloide

11.3 EXTRACAO DO DNA

Primeiramente as amostras de tecidos tumorais estocadas no refrigerador a —
86° foram retiradas, maceradas e posteriormente homogeneizadas em tampao de
extragdo e digeridas com proteinase K. Apds esta digestdo, o DNA foi extraido com
fenol/cloroféormio e precipitado com etanol, para entdo ser dissolvido com tampao TE
e conservado em refrigerador ( Sambrok et al,1989 ). As amostras foram
quantificadas e sua qualidade testada em gel de agarose (1% ) a fim de se observar a
integridade das mesmas . Somente amostras ndo fragmentadas foram utilizadas no

estudo.
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I1.4 HIBRIDIZACAO GENOMICA COMPARATIVA EM MATRIZ (aCGH)
Para o aCGH foi utilizada a matriz SurePrint G3 Human Genome CGH+SNP

Microarray Kit, 4x180K, da Agilent. Essa matriz contém cerca de 120.000 sondas de

aCGH, cobrindo o total de clones do consorcio ISCA (International Standards for

Cytogenomic Arrays , disponivel em http://isca.genetics.emory.edu).

I1.4.1 Digestao Enzimatica e Marcacio das Amostras

O DNA deve estar composto de fragmentos entre 200 a 500 pb aproximadamente,
o que foi obtido pela digestdo enzimatica. Para isso, 0 DNA extraido foi diluido na
propor¢ao de 1 pg/22 plL de agua ultra pura. O mesmo foi feito com o DNA de
referéncia (Human Reference DNA Male or Female da Agilent), disponibilizado no
kit. As amostras foram fragmentadas através de digestdo por enzimas de restricdo e
marcadas com Cy5-dUTP, enquanto o DNA de referéncia foi marcado com Cy3-
dUTP, utilizando-se o kit SureTag Complete DNA Labeling, seguindo-se as instrug¢des
do fabricante:

1. Em cada tubo contendo o DNA gendmico diluido, foram adicionados 5,8 uL
do Digestion Master Mix, composto de dgua ultra-pura, Tampao de Restri¢do
Enzimatica 10X, BSA ¢ das enzimas Alul e Rsal.

2. A mistura foi incubada em banho-maria a 370C por 2 horas, e logo em seguida
a 65°C, por 20 minutos.

Apos a fragmentacdo do DNA das amostras, o préximo passo foi a marcacao do

mesmo, também seguindo-se as instru¢des do fabricante:

1. 5 pL de um primer randdmico foram adicionados a mistura.
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2. Incubaram-se os tubos a 95°C por 3 minutos, € depois em gelo por 5 minutos.

3. Foram acrescentados 21 plL do Labeling Master Mix, composto por agua
ultrapura, tampao de reativacdo 5x, 10x dNTPs, Cy3-dUTP ou Cy5-dUTP e Exo-

Klenow.

4. Apds misturar, pipetou-se o material gentilmente, para ser em seguida incubado

a 37°C por duas horas ¢ depois a 65°C, por 10 minutos.

11.4.2 Purifica¢ao

Apoés a marcagdo, o material foi purificado. Para isto, acrescentaram-se 430
uL de 1xTE (pH 8.0) em cada amostra e transferiram-nas para colunas de purificacao
para serem centrifugadas a 1400x g por 10 minutos. O sobrenadante foi descartado, e
mais 480 pL de IxTE (pH 8.0) foram adicionados. Ap6s a segunda centrifugagdo, a
coluna foi invertida em tubo coletor novo de 2 mL e centrifugada a 1000 x g para
obtencao do material purificado. Este foi quantificado em Nanodrop para a medicao
das concentracdes do DNA e dos marcadores, que foram utilizados junto com a
medi¢do do volume final da amostra, para a estipulagdo dos valores de atividade
especifica dos marcadores e rendimento do processo de marcacdo. Estes valores
indicaram o funcionamento das etapas anteriores ¢ definiram a escolha dos pares de
amostras (DNA de referéncia e teste) a serem formadas (os valores entre estas devem

ser semelhantes).

11.4.3 Hibridizacao
Antes do processo de hibridizagdo, as amostras foram pré-tratadas, com a

adi¢do de 71 pL do Hybridization Master Mix (composto de tampao de hibridizacao,
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agente de bloqueio 10X concentrado ¢ Cot-1 DNA) em cada amostra (DNA de
referéncia + DNA da amostra a ser testada) e essa mistura foi incubada a 95°C por 3
minutos e imediatamente transferidas para um banho-maria a 37°C, por 30 minutos.
Apos essa etapa, o material foi centrifugado por 1 minuto a 6000 x g e entdo estava
pronto para a hibridizagao.

O processo de hibridizagdo seguiu as instrugdes do fabricante, a saber:
1. Em uma laminula especifica, despejaram-se 100 puL da solu¢do em cada um dos

POGOs.

2. A lamina com microarranjos foi encaixada sobre a laminula, e as duas unidades —

lamina e laminula — foram fixadas com uma base de fixac¢ao.

3. Manualmente foi ajustada uma bragadeira para manter o conjunto bem fixado.

4. O conjunto foi movido verticalmente para que o liquido espalhasse uniformemente

sobre cada arranjo e para que possiveis bolhas de ar nao se fixem nessa regido.

5. O conjunto foi colocado em uma camara de hibridizacdo e mantido a 65°C por 24

horas, com uma rota¢ao de 20 rpm.

11.4.4 Lavagem

A lavagem dos microarranjos foi feita em ambiente pobre em o0zo6nio (figura
6). Primeiramente, o conjunto “lamina+laminula” foi retirado da base de fixagdo e
mergulhadas em tampao de lavagem 1 (Wash Buffer 1) para ajudar na dissociagdo.
Apos isso, as laminas foram colocadas em uma cuba de vidro contendo novamente
tampao de lavagem 1 sob agitagdo com magneto, por cinco minutos. Tanto a

dissociacdo como a primeira lavagem foram feitas a temperatura ambiente. As



39

laminas foram entdo transferidas para uma terceira cuba contendo o tampao de
lavagem 2 (Wash Buffer 2), em agitagdo com magneto, a temperatura de 37°C.
Finalmente, as laminas foram cobertas com uma laminula protetora de ozonio e

encaixadas em um estojo para proceder para a proxima etapa (Figura 7).
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Figura 7- (A): Aplicagdo do material na lamina contendo os microarranjos; (B)
Bragadeira e laminula utilizadas para vedar a lamina durante o processo de

hibridizacdo .Fonte :http://www.mogene.com/img/contenido/Agilent.jpg

11.4.5 Escaneamento e Extracio de Dados

Os estojos com os microarranjos foram devidamente encaixados em cassetes
do scanner. O scanner tem a capacidade para até 48 estojos de cada vez. Apos o
encaixe e fechamento da tampa, o controle e obten¢ao das imagens do scanner foram
feitos com o uso do software Feature Extraction v10.10, que extrai imagens com a

extensdo .TIFF a partir dos microarranjos (Figura 8).
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Figura 8: Alguns aspectos do processo: A- scanner; B - lamina contendo arranjos
para quatro amostras; C — Andlise dos resultados, com segmentos verdes
representando delegies e vermelho amplificacGes
(http://www.mogene.com/img/contenido/Agilent jpg)

11.4.6 Obtenc¢ao dos Dados

As imagens obtidas pelo escaneamento, transformadas em arquivos de
imagem com extensdo .TIFF, foram analisadas com auxilio do software Agilent
CytoGenomics 2.7.8, no modo multiandlise, que permite uma andlise simultanea das

amostras.

I1.5 - ANALISES
I1.5.1 — Levantamento das Regides de Recorréncia

Na andlise das regides recorrentes, foram consideradas CNVs que
apresentaram-se comuns em pelo menos duas amostras, sem considerar a patologia
em questdo. As regides foram organizadas em tabelas, onde cada amostra afetada era

marcada, sendo vermelho para dele¢des e azul para amplificagdo (anexo 2).

I1.5.2 — Critério de Considera¢ao das CNVs como Patogénicas

Regides que apresentaram padrio de alteragdo nas amostras controles foram
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desconsideradas neste trabalho. Além disso, aquelas regides apontadas pelo software

como comuns na populagdo também foram desconsideradas.

I1.5.3 — Triagem de CNVs Relevantes ao Desenvolvimento de Carcinomas
Foliculares

Cada CNV identificada teve sua distribui¢do por tipos patologicos analisada.
Foram consideradas relevantes, CNVs que se manifestaram apenas em carcinomas
foliculares. CNVs observadas a partir de adenomas foliculares também foram
analisadas com aten¢do, visto que poderiam trazer informagdes sobre uma via

hipotética de desenvolvimento (adenomas foliculares = carcinomas foliculares).

I1.5.4 — Analise das Distribuicoes por Cromossomos de Amplificacoes e Delecdes
Apos registradas as CNVs de ocorréncia apenas em amostras patologicas,
delegdes e amplificagdes foram analisadas a parte. Dessa forma, todas as delegdes que
afetavam um mesmo cromossomo foram somadas (referindo-se aqui ao tamanho de
cada alteragdo, e nao ao numero delas). Os valores obtidos foram considerados como
percentagens do comprimento total de cada cromossomo (seguindo as informagdes
coletada do Emseble, que fornece o tamanho de cada cromossomo humano em pares

de bases). O mesmo raciocinio foi usado na andlise das amplificacdes.

I1.5.5 — Analise das Distribuicdes de Regioes de Interseccio por Cromossomo
Regides de interseccdo sdo aquelas regides de CNVs que foram comuns a

mais de uma amostra. Para analise das distribuicdes de cada uma delas por

cromossomo, foram utilizados os mesmos calculos do item anterior, com a diferenga

que desta vez a andlise foi feita por grupo. Assim, analisaram-se as regides de
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intersec¢do para amostras de adenomas foliculares e para as amostras de carcinomas

foliculares, separadamente.

HI-RESULTADOS
I.1 CARACTERIZACAO DA AMOSTRA

Treze pacientes com patologia e mais um caso de paciente sem doenga
diagnosticada da tireoide foram selecionados. Destes , 12 sdo do sexo feminino e 1
do sexo masculino . As idades dos pacientes com doenga tireoidiana estudados variam
de 21 a 84 anos , com média de 45,07 anos. Quanto a raga , 7 sdo pardos, 5 brancos e
1 negro. Nenhum paciente selecionado foi submetido a radio e/ou quimioterapias
prévios .

Quatro pacientes com diagnodstico de adenoma folicular da tireoide, todas do
sexo feminino, foram analisadas. A média de idade foi de 34,5 anos, com dosagem de
hormdnios e anticorpos tiroidianos normais, sem antecedentes pessoais de exposi¢ao a
agentes mutagénicos; a paciente T55 tem uma longa histéria familiar de pacientes
com neoplasia de mama e ¢ proveniente do Canada. Duas pacientes sdo donas de
casa, uma ¢ caixa de supermercado e outra secretaria. A descri¢do anatomopatologica
dos achados mostra em todos casos nédulo unico encapsulado bem delimitado.

Os quatro pacientes com carcinoma folicular da tireoide tinham idade que
variava de 24 a 84 anos com média de 52 anos, sendo trés mulheres € um homem. As
trés mulheres ndo realizavam atividades laborais, apenas o homem, que era gestor de
logistica. Todos os pacientes apresentavam dosagens de hormoénios e anticorpos
dentro da faixa de normalidade. A paciente T52 apresentava quadro atdpico, com uso
de anti-histaminicos. A paciente T14 foi tabagista por mais de 10 anos tendo

suspendido 5 anos antes da cirurgia. Nao houve relato de antecedentes familiares de
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doenga da tireoide ou neoplasia maligna. Ressalta-se o fato de 3 dos 4 pacientes
(75%) apresentarem como resultado material coloide ao exame de PAAF ,ou seja,
sem progndstico de carcinoma tireoidiano. Todos os quatro, ao exame fisico prévio
tinham tireoide aumentada de tamanho, as mulheres tinham aumento nodular bilateral
e a paciente T14 tinha linfonodos cervicais palpaveis a direita; o paciente do sexo
masculino apresentava aumento nodular do lobo direito.

A paciente T14 foi submetida a tireoidectomia total e resseccao de linfonodos
cervicais, apresentou em seu resultado anatomopatoldgico carcinoma folicular bem
diferenciado grau I, invasivo com invasdo vascular angiolinfatica, metastatico para
linfonodos. Esta paciente foi a Obito um ano apds o tratamento cirurgico por
consequéncia de metastase pulmonar, e seu filho apresentou tumor de tiredide ha um
ano.

O resultado anatomopatologico dos pacientes T8,T52 e T100 foi de tumor
folicular minimamente invasivo, nas mulheres ambos os tumores apresentavam 4 cm
de diametro. No entanto, a paciente T52 apresentou area metastatica na crista iliaca a
esquerda na captacdo do iodo poOs operatoria. O estadiamento foi T8 = T3NOMO
(Estadio III); T14 = T2N1bMO (Estadio IVA); T52 = T3NOMO (Estadio IIT ) e T100 =
T3NOMO (Estadio I ).

Todos os pacientes vivos mantém acompanhamento e seguimento oncologico

pos-cirurgico até a presente data.

I11.2 - DELECOES X AMPLIFICACOES
A Tabela 4 mostra o niimero de delecdes, amplificagdes e o total de CNVs
(soma de delecdes mais amplificacdes) em cada amostra analisada, considerando

apenas adenomas e carcinomas foliculares. Em adenomas, houve uma frequéncia
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maior de dele¢des do que amplificagdes em duas das quatro amostras (T46 e T55)
enquanto as outras duas (T21 e T38) mostraram um padrao inverso, maior frequéncia
de amplificagdes do que de delecdes. Ja4 os carcinomas foliculares mostraram
frequéncias de dele¢des e amplificacdes bem proximas, com excegdo da amostra T52,
onde houve uma maior taxa de amplificacdo. A amostra T100, de um paciente
masculino, mostrou uma taxa total de alteracdes maior do que das demais pacientes

do sexo feminino com carcinomas foliculares.

Tabela 4 - Valores absolutos de dele¢des e amplificagdes por amostras de adenomas de
carcinomas foliculares analisadas

‘AMOSTRA HISTOPATOLOGICO DELECOES AMPLIFICACOES TOTAL

T21 ADENOMAS 3 27 30
T38 FOLICULARES 74 153 227
T46 113 52 165
T55 66 28 94
T8 CARCINOMAS 48 45 93
T14 FOLICULARES 40 45 85
T52 8 58 66
T100 64 69 133

O total de regides recorrentes, ou seja, que apresentaram CNVs em pelo
menos duas amostras ,6 mostrado no Quadro 1.

Em adenomas, os cromossomos 10, 12 e 14 foram os maiores alvos de
amplificacdes, com ganhos totais para eles de 3,04 a 10,64%, 4,74 a 9,93% ¢ 3,08 a
24,16%, respectivamente. Quanto as delegdes, os cromossomos 7, 10, 15, 17 ,19 e 22
mostraram alta taxa de alteracdao em trés das quatro amostras, sendo 0s cromossomos
17 (com taxa de variagdo de 10,62 a 27,70%) e 19 (com taxa de variacdo de 19,53 a

80,31%) os mais alterados (Quadro 2).
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Em carcinomas, as amplificagcdes foram mais frequentes nos cromossomos 7 e
8, abrangendo 1,70 a 19,23% e 3,20 a 89,90% deles, respectivamente. O cromossomo
14 vem em seguida, com taxas que variaram de 1,23 a 15,50% entre as amostras. As
taxas de delecdo se mostraram mais baixas em carcinomas foliculares do que em
adenomas foliculares, sendo os cromossomos 11 e 22 os principais alvos delas. Os
valores variaram de 1,81 a 28,33% no cromossomo 11 ¢ 4,59 a 68,20% no

cromossomo 22 (Quadro 2).



Quadro 1: Lista de regifies relevantes para distingSo enftre adenomas folculares & carcinomas

folicusares da Srecide.

R T30  |T10 [v3¢ |T21|7v38|T4s|T35 |TE| T4 T2 T100| 25| 733|135t T4 | TS| Ti
Adenomas
normais | Hiperplasiss folicutares C_ Folicutar CPVF C. Papilfero
3F2131
30311
3031.2
7011.23
7013
2013.1
110233
12P1331
1403231
Q3233
i7gi2
17g21 31
17g923.1-023.2

(LEGENDA: RJ: Rego de IntersecSo; Azul = Ampificagiic; Vermeiho = Deleclo; Amareio =
RegiSo ampificads em adenoma & deletada em carcnoma folcular, Verde Claro = Regilo
aterads em adenoma, mas ndo em cartinoma folcutar; Verde Escuro = regio alterads em

cardnoma folcutar mas nSo em adenoma

46
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(LEGENDA: RJ: Rego de intersecSo; Azul = Ampificacso; Vermeiho = Deleco; Amareio =
Regio ampificads em adenoma & deletads &m carcnoma folcular, Verde Claro = Ragilo
aterads em adenoma, mas nio em cartinoma folcutar; Verde Esouro = regilo alterada em
cardnoma folcutar mas nfo em adenoma




i

-

i

(LEGENDA: R.J: Regio de intersecSo; Azul = Ampificacic; Vermeiho = Deleglo; Amareio =
RegiSo ampificads em adenoma & deletads em carcnoma folcuiar; Verde Claro = Regiio
aterada em adenoma, mas nio em cartinoma folcutar; Verde Escuro = regilo alterads em
cardnoma folcutar mas no em adenoma

48
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I11.3- REGIOES DE SOBREPOSICAO (REGIOES DE INTERSECCAO)

Ao todo, 725 CNVs comuns a duas ou mais amostras foram identificadas. Ao
excluir aquelas que foram observadas também na amostra normal, restaram 703
regides com variagdo. Em termos de porcentagem, isto significaria aproximadamente
97% das CNVs se apresentando apenas em amostras patologicas. O Quadro 3
apresenta a porcentagem de cada cromossomo afetada por elas, diferindo delegdes de
amplificagdes.

No Quadro 2, apresenta-se a comparagdo entre as distribuicdes de
amplificacdes e delegdes entre adenomas e carcinomas foliculares. A distribui¢ao ¢
feita por cromossomo e considera a soma de delegdes ou amplificagcdes em cada uma
destas organelas. A partir do quadro ¢ possivel observar que o cromossomo 19 é um
dos mais afetados em adenomas, sendo a principal alteracdo neste caso a delecao
(76,03% do cromossomo ¢ comprometido). J4 em carcinomas, 0s cromossomos 8 e 22
sdo os mais afetados (21,61% com amplificacio e 64,88% com delecdo,
respectivamente).

Agrupando-se os dados de acordo com os tipos tumorais ou tipo patoldgico
(no caso das hiperplasias) e tendo como foco aquelas alteragdes que possibilitem a
separagdo entre adenomas foliculares e carcinomas foliculares, foi possivel triar 388
regides do total de 703. Destas, 77 mostraram-se tanto em adenomas quanto
carcinomas, mas com alteracdo inversa (delecdo em um tipo tumoral, amplificacdo no
outro e vice-versa), 198 somente em carcinomas foliculares e 113 apenas em

adenomas. Uma anélise mais aprofundada, onde considerou-se as frequéncias de cada
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alteracdo, reduziu este numero para 104 regides, dos quais 18 serdo destacadas neste
trabalho (Quadro 4).

Das 18 regides, apenas duas (8p22 e 12p13.33-p13.32) mostraram
exclusividade para carcinomas foliculares. Outras duas (5q13.1 e 22q11.21-q11.22)
foram observadas em carcinomas bem diferenciados, mas nido em adenomas. Oito
pareceram seguir por uma linha de formagao tumoral especifica, indo de hiperplasia
para adenoma folicular ¢ de adenoma para carcinoma papilifero, mas nido para
carcinoma folicular. Por fim, seis regides apresentaram alteragdes inversas, com
amplificagdo em carcinomas foliculares e delecdo em adenomas, estes ultimos

também seguindo a linha para carcinomas papiliferos.

I11.4- REGIOES DE RELEVANCIA

Considerando a frequéncia de cada CNV em cada grupo de patologias ¢ a
distribuicdo de cada uma delas por estes grupo, foi possivel identificar 17 regides com
possivel relevancia para o desenvolvimento tumoral de carcinomas foliculares.

Duas destas regides se destacaram por mostrarem padrdes de amplificacdo
apenas em carcinomas foliculares: 8p22 e 12p13.32-p13.33, com 100% das amostras
(4/4) e 75% (3/4) mostrando este perfil, respectivamente. A amplificagdo em 5q13.1
também foi observada apenas em carcinomas (3/4 amostras), mas ndo em adenomas.
As demais regides, apresentadas no Quadro 4, foram caracterizadas por um perfil de
delegdo em bocios, hiperplasias e adenomas foliculares, mas auséncia deste tipo de

alteracdo ou perfil reverso (amplificacdo) em carcinomas foliculares.



52

IV- DISCUSSAO

Os carcinomas malignos da glandula tireoide correspondem a patologia de
glandula enddcrina mais comum (Maciel et al, 2005). Derivadas de dois tipos
celulares, tem uma prevaléncia em individuos do sexo feminino (Kimura , 2012). Os
tumores classificados como bem diferenciados representam mais de 95% dos casos
com um crescimento indolente e praticamente assintomatico (Gerhard et al., 2010).
Seu diagnostico ao longo das décadas tem aumentado significativamente pelo
incremento das técnicas de imagem , e com isso o numero de pacientes submetidos a
tratamento cirurgico cresceu paralelamente (Ward et al., 2006), acrescemos o longo
periodo de seguimento destes pacientes ja que recidivas tumorais sdo descritas até 20
anos apds o primeiro tratamento (Brassard et al., 2011).

Dentre os tumores bem diferenciados prevalece o tipo papilifero que tem na
PAAF um excelente recurso para diagnostico pré operatorio, ja que apresenta
alteracdes histoldgicas patognomodnicas que asseguram seu diagnostico preciso
(Moyano et al., 2004); em contrapartida o tipo folicular se confunde com as formas
benignas, pois ndo apresenta alteragdes citologicas especificas assim sendo todo
nddulo tireoidiano que evidencie alteragao folicular deve ser operado sendo o risco de
malignidade de 20-40% (Pineda et al., 2003; Gerhard et al., 2010). H4 também
pacientes que na avaliagdo pré-operatdria sdo classificados como portadores de
doencga benigna da tireoide sendo, por isso, submetidos a cirurgia parcial tornando
necessaria reabordagem cirurgica quando do diagnostico de malignidade (Pineda et
al.,2003; Chagas et al., 2008). Pelo exposto, a necessidade de métodos diagndsticos
mais eficazes se faz necessaria para a melhor indicagdo de tratamento cirurgico ¢ a

melhor conducdo dos casos de malignidade, prevencao e deteccdo dos candidatos a
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recidiva precoce e tardia, determinar os fatores responsaveis pela prevaléncia no sexo
feminino, agressividade no sexo masculino, hereditariedade dentre outros (Wang,
2002).

Um tumor completamente desenvolvido ¢ muito heterogéneo com a presenga
de subclones celulares e distintos padroes de expressdo . Os oncogenes, que sao uma
mutagdo que incrementa a atividade de certa proteina sdo caracterizados por
amplificacdes, em contrapartida os genes supressores se encontram inativados devido
a mutagdo de ambos alelos levando a delecdo de um deles no desenvolvimento
tumoral e consequente perda da expressao (Gil , 2006).

A variacdo no nimero de copias do DNA ¢ apontada como responsavel por
um grande nimero de alteracdes genéticas ja que levam a diferentes formas de
expressao do fendtipo. Grandes e/ou pequenas as delegdes ou amplificagdes podem
ser detectadas pelo estudo de aCGH uma poderosa ferramenta no estudo de diferentes
patologias (Freeman et al., 2006).

Estudos de citogenética em tecido tireoidiano tém demonstrado alteragdes no
material genético que tentam caracterizar as diferentes formas de tumor. O cancer
bem diferenciado de tireoide parece estar associado com anormalidades genéticas
especificas, as mais comumente descritas sendo dos genes BRAF, RAS e RET com
mutagoes e fusdes sendo observadas principalmente nos tumores bem diferenciados
da tireoide do tipo papilifero (Messina et al., 2012).

As etapas mais iniciais do desenvolvimento do cancer de tireoide parecem ser
devidas a ativagdo de protoncogenes (RAS ,RET ,NTRK ,MET ,GSP e receptor de
TSH), sua expressdo alterada se associa desde adenomas a carcinomas papilifero e
folicular. Os carcinomas indiferenciados, por sua vez apresentam mutagdes de genes

supressores como o 7P53, que surgem em etapas mais tardias (Gil, 2006).
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O presente estudo buscou caracterizar alteracdes citogenéticas estudadas pelo
método de aCGH: delecdes e amplificacdes ,que possam estar presentes em tumores
bem diferenciados da tireoide do tipo folicular identificando elementos especificos de
evolu¢do e/ou progressao da doenga .

Foram selecionados 13 pacientes com doenca tireoidiana submetidos a
tratamento cirargico ¢ um controle sadio. Tivemos na amostra uma prevaléncia do
sexo feminino (12 mulheres: 1 homem ), com uma média de idade de 45 anos, dados
compativeis com a literatura (Gerhard et al., 2010). Possivelmente, no nosso estudo
um achado trés vezes maior no sexo feminino provavelmente se deva ao fato da
escolha da amostra ser determinada pela qualidade do material de analise.

A distribuicdo dentre as racas foi igual entre pardos e brancos, nio
encontramos na literatura men¢do a predominio racial 0 que no nosso caso nao
pareceu relevante. Nenhum paciente recebeu tratamento radio e/ou quimioterapico
prévio que poderiam ocasionar alteracdes e instabilidade do material genético
promovendo carcinoma (Maciel et al., 2005; Unger et al., 2008).

Na avaliagdo citogenética da amostra, o numero de delegdes , amplificagdes e
o total de variagdes de nimero de copias estdo demonstrados na Tabela 4. Quando
consideramos apenas adenomas e carcinomas foliculares, observamos que nos
adenomas houve uma frequéncia maior de dele¢des do que amplificagcdes em duas das
quatro amostras, que sdo as duas pacientes com idades mais avangadas, enquanto nas
duas pacientes mais jovens ( T21 e T38), o padrdo ¢ inverso, com mais amplificagdes
do que delegdes, sugerindo que a faixa etaria possa interferir no padrdo de variacao
(Hemmer et al., 1999). Por outro lado, Liu em 2013 encontrou padrdo predominante
de amplificagdo em 14 pacientes com adenoma folicular estudados, porém nao ha

relato de alteragdo por faixa etéria, e a sua média de idade era de 52 anos (Liu et al.,
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2013), enquanto a média de nossas duas pacientes com um maior nimero de
amplifica¢des foi de 24 anos.

Nos carcinomas, as frequéncias de delegdes e amplificagdes sdo bem
proximas, concordante com os achados de Hemmer et al, (1999) que encontraram
taxas de 65% de delegdes e 50% de ganho em carcinomas foliculares. Os achados de
amplificacdes maiores que dele¢des da paciente T52 podem sugerir um padrao de
comportamento diferente para tumores minimamente invasivos com potencial
metastatico, j& que a mesma apresentava implante 6sseo precoce. No entanto, a
paciente T14 que foi a 6bito pela doenga metastatica ndo apresentou padrao diferente
da amostra afetada, mas sim idade avancada e carcinoma folicular invasivo, que
podem ser considerados como fatores de risco. Outro fato relevante ¢ o paciente
masculino mostrar taxa de alteracdes maior que as outras pacientes, demonstrando um
comportamento mais anarquico no sexo masculino.

Enquanto os adenomas parecem mostrar uma frequéncia maior de variagdes
com predominio de amplificacdes em pacientes mais jovens e delecdes nos mais
velhos, o que pode também demonstrar um perfil diferente de evolugdo, os
carcinomas tem uma frequéncia mais proéxima sem alteracdo com a faixa etdria,
discordante dos achados de Qureshi ef al. (2013), que ndo mostraram diferenca entre
ganhos e perdas nos adenomas e carcinomas estudados.

Em adenomas, os cromossomos 10, 12 e 14 foram os maiores alvos de
amplificacdes, com ganhos totais para eles de 3,04 a 10,64 %, 4,74 a 9,93% ¢ 3,08 a
24,16%, respectivamente. Liu et al. (2013), também encontrou amplificacdo do
cromossomos 7 ¢ 12 em adenomas foliculares. Quanto as dele¢des, os cromossomos
7, 10, 15, 19 e 22 mostraram alta taxa de alteragdes em trés das quatro amostras,

sendo os 17 ( com taxa de variagdo de 10,62 a 27,70%) e 19 (com taxa de variagdo de
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19,53 a 80,31% os mais alterados (Quadro 2), em parte concordante com estudos
anteriores (Hemmer et al., 1999; Qureshi et al., 2013). Sabe-se que p53 ¢ codificado
no cromossomo 17 podendo-se considerar pelo exposto como uma das alteracdes
iniciais pré-neoplasicas (Messina ef al., 2012), ja no cromossomo 19 encontramos 0s
genes codificadores das apolipoproteinas, responsaveis pelo metabolismo lipidico, e
os genes codificadores da proteina serina treonina quinase responsdveis pela
mediacdo do crescimento endotelial, fibroblastico e epitelial tendo papel fundamental
no processo de apoptose, proliferagdo celular, metabolismo do glicogénio,
neurotransmissao entre outros (fonte Pubmed .org).

Em carcinomas, as amplificacdes foram mais frequentes nos cromossomos 7
(Roque et al.,, 1998) e 8, abrangendo 1,70 a 19,23% e 3,20 a 89,90% deles,
respectivamente. Nas regides amplificadas do cromossomo 7 encontramos genes
responsaveis pelo pareamento cromossomico (STAG3L3), reparo do DNA (PMS2L2),
crescimento celular e diferenciagdo (LOC100093631), YWHAG (o aumento da sua
expressdo esta associado com progressdo tumoral e pior prognéstico) ,gene
codificador de BAZI1B (proteina multifuncional na transcrig¢do, reparo e replicagdo); e
o gene MIR4284- afeta a estabilidade e traducdo do mRNA. Ja nas regides
amplificadas do cromossomo §, encontramos genes que codificam a proteina
tirecoglobulina, os genes da modulagdo transcricional (C8orf44 ) e proteinas
responsaveis pela flexibilidade da expressdao dos genes (SNORD 87). Na regido 8p22,
regido com amplificacdes presente exclusivamente nos pacientes com carcinoma
folicular da nossa amostra ,encontramos os genes SLC7A42 ( responsavel pelo estresse
oxidativo), PDGFRL ( quando inativado tem importante papel no desenvolvimento de
carcinomas), NAT2 (pode estar associado a ativagdo de um ou mais pro-

carcinogenos), MUTSI (gene supressor tumoral e inibidor de crescimento), FGL1
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(presente em hepatocarcinomas), PCM1 (estudos mostram que os niveis de proteina
diminuem drasticamente e sua localizacdo esta alterada em tumores de tireoide ),
NATI, NAT2 e PSD3 ( estes apresentando alteragdes em tumores de mama, Sistema
Nervoso ventral (SNC) , ovario , figado e reto (www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed).

O cromossomo 14 vem em seguida, com taxas que variaram de 1,23 a 15,50%
entre as amostras, um cromossomo descrito em diversas patologias onde
invariavelmente sofre translocagdes, promovendo perda do controle sobre o
crescimento ¢ divisdo celular. Alteragdes do cromossomo 14 (delecdes) sdo
responsaveis pelo hipotireoidismo congénito onde hd mal formacdo ou agenesia da
glandula tiredide.

As taxas de dele¢do se mostraram mais baixas em carcinomas foliculares do
que em adenomas foliculares, sendo os cromossomos, 11 e 22 os principais alvos
delas. Os valores variaram de 1,81 a 28,33% no cromossomo 11 e 4,59 a 68,20% no
cromossomo 22 (Quadro 2). Dados concordantes com Hemmer et al., (1999) que tem
achados de delecdo em 65 % dos casos, sendo o cromossomo 22 o mais afetado
(Hemmer et al., 1999). Em amostras de carcinomas mimimamente invasivos, com
baixas taxas de delecdo, apenas o cromossomo 22 encontrava-se deletado (Hemmer et
al., 1999; Qureshi et al., 2013). O cromossomo 11 codifica muitos genes relacionados
a transcricdo (DDX6, CXCRS5, UPK2, FOXR1,CCDC84,RPS25, MIR3656 ,etc ) e o
cromossomo 22 codifica o0 PPARy (um conjunto de proteinas receptoras nucleares
que regulam a expressdo dos genes, a diferenciacdo celular, desenvolvimento e o
metabolismo). A proteina gerada pela fusdo do PPARy com o fator de transcrigdo
PAXS ¢ descrita como fator precursor de carcinoma da tireoide (French et al., 2003;

Caria e Vanni, 2010).
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Em nossa amostra encontramos um total de 725 CNVs comuns a duas ou mais
amostras, excluindo-se as observadas no individuo controle, restaram 703 regides
com variacdes, demonstradas no Quadro 2, aproximadamente 97% das CNVs se
apresentando em amostras patologicas, concordante com o estudo de Liu et al. (2013)
que encontrou 464 CNVs. No intuito de tentar encontrar fatores que expliquem
tamanha variagdo, encontramos a descri¢do do evento denominado cromotripsis, que
¢ o fenomeno pelo qual se produzem alteracdes e reordenamentos cromossdmicos
macicos, verdadeira quebra e posterior reordenamento do genoma apds um s6 evento
que explica a grande heterogeneidade gendmica nos diferentes tipos tumorais
(Meyerson e Pellman, 2011; Jones e Jallepalli, 2012), sendo que nesses pacientes 0s
tumores sdo mais agressivos. O gene 7P53 tem importante papel na corre¢do das
areas alteradas, assim se o individuo tiver alteragdo na expressdo do 7P53 terd
chances de desenvolver um padrdo mais agressivo (Molenaar et al., 2012; Pikor et al.,
2013). O que pudemos evidenciar foi a alta prevaléncia de delegdes no cromossomo
17 nas diversas patologias comparadas, no entanto nos pacientes com carcinoma
folicular apenas a paciente T14 ,que era portadora da forma mais agressiva do tumor,
tem alteragdes nesta com inversdo ,ou seja, taxas de amplificagdo do braco longo
cromossomo 17 (95,78% ) e ¢ a unica dentre os 4 pacientes com doenga folicular que
apresenta alteragdo nesta regido cromossomica .Alguns trabalhos apontam que ganhos
em 17q favorecem proto-oncogenes, como HER2 e ERBB2, em certos tipos de
canceres, como mama ¢ sistema nervoso, apresentando um quadro similar a perda de
17pe, consequentemente do TP53 (Abel ef al.,1999; Arslantas et al.,2003). Por outro
lado, a ocorréncia de delecdo de 17p nos outros pacientes pode ter propiciado a
ocorréncia da chromoptripsis pela inativagdo do TP53, fato associado a uma maior

instabilidade gendmica (Brusa et al.,2003; Wendel et al.,2006)Nestes pacientes com
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delegdes do braco curto do cromossomo 17 pode ter havido a perda do TP53
propiciando a chromotripsis.

No Quadro 3, que representa de forma comparativa as distribuicdes de
amplificacdes e delecdes entre adenomas e carcinomas foliculares, € possivel observar
que o cromossomo 19 ¢ um dos mais afetados em adenomas , sendo a dele¢do a maior
alteracdo (76,03% do cromossomo ¢ comprometido ,nas regides 19pl13.3 e
19q13.2).Alguns achados citogenéticos em hiperplasias benignas da tireodie,
envolviam translocagdes do cromossomo 19 com os cromossomos X ¢ 22 como
unicas alteracdes, e foi sugerido que a regido distal de 19q seria importante no
desenvolvimento de adenomas da tireoide (Belges et al.,1992;Dal Cin et al.,1992).

A relagdo de alteragcdes do cromossomo 19 com neoplasias pode ser também
via perturbagdes no controle do ciclo celular, visto que codifica a ciclina El
9CCNE]) esta localizado no 19q12.Alteragdes nesse gene foram observadas em 76%
de carcinomas papiliferos de tircoide, mas normalmente correspondem a
amplificacdes (Kondo et al.,2006).

Apesar de alteragdes de 19p13.3 representarem as alteracdes mais comuns em
tumores epiteliais , os mecanismos moleculares ligados a esse fato continuam
obscuros.Foi sugerido que essa alteracdo tenha algum tipo de relacdo com o estimulo
ao crescimento invasivo atribuido a alguns miRNAs do C19MC, a partir de um
fendomeno epigenético ( Bullerdiek e Flor, 2012; Flor e Bullerdiek,2012).

Uma andlise mais aprofundada dos dados obtidos no presente estudo
possibilitou destacar as alteragcdes mais frequentes em cada tipo patologico, reduzindo
as CNVs para 18. Nenhuma das alteracdes encontradas nos pacientes portadores de

patologia foi observada no paciente normal (controle).
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Das 18 regides , apenas duas , a 8p22 (ja descrita anteriormente ) e a
12p13.33-p13.32 (onde encontra-se o gene CCND?2 afetado que codifica a ciclina D2,
cuja atividade € necessaria para a transi¢ao do ciclo celular de G1/S), mostraram
exclusividade para carcinomas foliculares. Ressaltamos aqui o fato de ambas
alteracdes ndo estarem presentes nos pacientes analisados por a-CGH e descritos por
Souza (2014), que estudou pacientes com o tipo papilifero cldssico (4 pacientes ) e
variante folicular (4 pacientes) . Observamos que a alteracdo do cromossomo 8§ esteve
presente tanto na forma invasiva quanto na minimamente invasiva, ja a amplificagdo
do cromossomo 12 ndo estd presente no individuo T100, que ¢ do sexo masculino, o
que poderia demostrar um padrdo de apresentacdo diferente entre homens e
mulheres.Infelizmente,o pequeno nimero de amostras de pacientes do sexo masculino
dificulta esse tipo de comparagao.

Outras duas regides alteradas, 5q13.1 (onde encontram-se alteracdo do gene
PIK3RI responsavel pela coordenacdo de diversas funcdes celulares, incluindo
proliferacdo, sobrevivéncia , degranulacdo celular, trafico vesicular e migragdo
celular) e 22ql1.21-q11.22, foram observadas em carcinomas bem diferenciados,
mas ndo em adenomas e doengas benignas,podendo ser uma via na evolugdo tumoral.

Oito regides pareceram seguir por uma linha de formag¢ao tumoral especifica,
indo de hiperplasia para adenoma folicular e de adenoma para carcinoma papilifero,
mas ndo para carcinoma folicular, disconcordantes da proposta de Qureshi et al.
(2013), que procurou demonstrar uma sequéncia evolutiva iniciando com altera¢des
dos adenomas, progredindo para carcinoma folicular minimamente invasivo até
invasivo .

Por fim, seis regides apresentaram alteragdes inversas, com amplificagdes em

carcinomas foliculares e delecdo em adenomas, este tltimo também seguindo a linha
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para carcinoma papiliferos. Nesse ltimo caso ,novamente, temos a proposta de um
padrao de evolucao de adenoma para carcinoma papilifero.

Perante o exposto ,podemos sugerir que, apesar do grande numero de
alteracdes gendmicas encontradas, o que ja era esperado na andlise de células
neoplasicas devido a instabilidade gendmica que se instala, duas alteracdes que foram
exclusivas para o carcinoma folicular, nos cromossomos 8 ¢ 12,devem ser estudadas
mais profundamente como candidatas a marcadores desse tipo tumoral. O fato dessas
regides codificarem genes responsaveis pela transi¢do do ciclo celular de G1/S e
genes que exercem controle e checagem do material genético, além de genes
supressores a ativadores de procarcinégenos, nos leva a apontar estas duas regioes
como provaveis participantes do processo evolutivo de carcinomas foliculares.

Considerando as dificuldades de diagndstico deste tipo tumoral ,que chegam a
80% de falsos positivos ,a confirmagdo destes dois marcadores moleculares pode
tornar o tratamento das doencas malignas da tireoide mais eficiente € menos invasivo.
Assim, o desenvolvimento de sondas regido-especificas para essas duas alteragdes,
processo facilmente alcangavel pelo uso de BACs e aplicagdo das mesmas em
material obtido por PAAF de pacientes com essa doenga, deveria ser considerado
como o proximo passo para verificacdo e validacao dos achados no uso diagnostico,

em combina¢do com os métodos ja utilizados.
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V- CONCLUSAO

1- Utilizando-se o método a CGH, foram encontradas 17 regides com possivel
relevancia para o desenvolvimento tumoral de carcinomas foliculares, localizadas nos
cromossomos 3,5, 7,8, 11,12, 14,17, 18 e 19.

2- Os adenomas foliculares apresentam padrdo de amplificacdo maior em pacientes

mais jovens e delecdes em pacientes mais velhas, mostrando uma evolugdo da lesdo

com o aumento da idade.

3- As regides alteradas nos adenomas foliculares sdo aquelas que incluem genes
responsaveis pela codificagdo do TP53 e apolipoproteinas ,enquanto os do
carcinoma folicular s3o os responsaveis por todo aparato genético (tradugao,
transcri¢do, defesa), crescimento e morte celular.

4- Nos carcinomas as taxas de amplificacdo e dele¢do sdo muito semelhantes.

5- Os carcinomas foliculares da amostra apresentaram padrdo de amplificacao

exclusivas do cromossomo 8, na regido 8p22, e do cromossomo 12 ,na regido

12p13.33-p13.32, que podemos considerar como marcador tumoral.

6- O paciente masculino com carcinoma folicular ndo apresentou amplificacdo do

cromossomo 12 e também apresentou um padrdo de alteracdes, amplificagdo e

delegdes, maior que os outros pacientes, evidenciando um comportamento mais

anarquico do tumor e provavel via diferenciada daquela observada no sexo feminino.

7- Os resultados apontam para uma linha de formagdo tumoral evolutiva, indo da

hiperplasia para o adenoma folicular e, posteriormente, para carcinoma papilifero .

8- As regides que apresentam delegdes em adenomas foliculares seguem a linha para

carcinomas papiliferos ,mas tém padrdo inverso nos carcinomas foliculares , tornando
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possivel dizer que os carcinomas foliculares ndo sdo uma progressdo dos adenomas
foliculares.

9- Os carcinomas foliculares sdo uma patologia que apresenta uma linha evolutiva
diferente dos outros tumores da tireoide, com amplificacdes especificas que podem

surgir como marcadores tumorais .
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