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RESUMO

O diagnostico pré-operatorio de nddulos tireoidianos permanece, em alguns casos, um
desafio. Atualmente, a pung¢do biopsia por agulha fina, seguida da citologia, é o procedimento
de escolha, mas sua aplicagdo mostra limita¢des. Por isso, € extremamente instigante e
motivadora a ideia de identificar alteragdes moleculares que possam distinguir nédulos

tireoidianos benignos dos malignos.

Alteracdes epigenéticas, em especial as modificagdes poOs-traducionais de histonas,
desempenham um papel importante no controle da expressdao génica, e as células cancerosas
exibem mudancas nos padrdes dessas modificagdes. Poucas informagdes estdo disponiveis
sobre as modificagcdes de histonas presentes nas neoplasias da tiredide e sobre a relagdo entre

tais modificagdes e a agressividade do tumor.

Este estudo avalia o padrdo de expressdo e relevancia biologica das modificagdes de histonas
H4K12ac e H3K36me3, em tecidos de neoplasias tireoidianas e tiredide normal, através da
imuno-histoquimica. Nele evidencia-se que, reatividade para H4K12ac ¢ um evento
observado em todas as amostras de tiredide normal, adenomas e carcinomas de tireoide, ndo
sendo possivel sua utilizagdo como um marcador para essas neoplasias. A H3K36me3 mostra
maior marca¢do no tecido normal em comparacido as neoplasias, fato que aponta para um
possivel papel dessa marca de histona na tumorigénese tireoidiana. Diferente dos outros
tecidos, que mostram marca¢do nuclear, o carcinoma oncocitico apresenta marcagio
citoplasmatica, para ambas as moléculas, além de marca¢do mais intensa para H3K36me3. A
associagdo dessas histonas a membrana mitocondrial pode ser o evento que determina tais

diferencas.



ABSTRACT

The preoperative diagnosis of thyroid nodules remains, in some cases, a challenge. At present,
fine needle aspiration biopsy, followed by cytology, is the gold standard, but its application is
limited. It is therefore extremely motivating the idea to identify molecular changes that can

distinguish malignant from benign thyroid nodules.

Epigenetic alterations, particularly histone modifications, play an important role in control of
gene expression, and cancer cells exhibit alterations in these modifications patterns. Little
information about histone modifications in thyroid neoplasms and relationship between such

modifications and the tumor aggressiveness is at present available.

This study evaluates the expression pattern and biological relevance of histone modifications
H4K12ac and H3K36me3, in thyroid tumors and normal thyroid tissues, by
immunohistochemistry. Here it is evidenced that, reactivity to H4K12ac is an event observed
in all samples of normal thyroid, thyroid carcinomas and adenomas, so it is not possible use
this modification as a marker for these neoplasms. The H3K36me3 shows level of staining
higher in normal tissue as compared to neoplasms, a fact that suggests a possible role of this
histone mark on thyroid tumorigenesis. Unlike other tissues, that show nuclear staining,
carcinoma oncocytic exhibits cytoplasmic staining, to both molecules, as well as a higher
level for H3K36me3. Association between histones and mitochondrial membrane could be an

event that determines such differences.
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1 - INTRODUCAO

O diagnostico pré-operatorio de nddulos tireoidianos permanece, em alguns casos, um
desafio, pois os meios diagndsticos disponiveis sdo muitas vezes insuficientes. Atualmente, a
punc¢do aspirativa por agulha fina (PAAF), seguida da citologia, ¢ o procedimento de escolha
para essas circunstancias. Seu uso rotineiro reduziu as taxas de tireoidectomias desnecessarias
para pacientes com doengas benignas e tem indicado melhor os pacientes com carcinoma para
uma cirurgia apropriada. Antes dessa rotina, o percentual de neoplasias malignas entre os
nddulos operados era de 14% (HAMBERGER, 1982); atualmente esse valor ultrapassa os
50% (YASSA, 2007). Apesar dos beneficios da citologia, sua aplicagdo nos tumores
foliculares ou tumores de células de Hiirthle mostra limitagdes, uma vez que ndo distingue os
tumores benignos dos malignos em 3% a 6% de todas as pungdes (CIBAS e ALIL 2009).
Além disso, alguns resultados de citologia sugerem, mas ndo diagnosticam definitivamente, o

cancer papilar de tireoide, como ocorre nos resultados classificados como Bethesda V.

Por isso, ¢ extremamente instigante e motivadora a ideia de identificar alteragdes moleculares

que possam distinguir ndédulos tireoidianos benignos dos malignos (GROGAN, 2010).

Nesse campo, surge espaco para a pesquisa epigenética em tumores tireoidianos (GROGAN,
2010). Poucas informagdes estdo disponiveis sobre as modificagdes de histonas presentes nas
neoplasias da tireoide e sobre a relagdo entre tais modifica¢des e a agressividade do tumor
(CATALANQO, 2012). Recentemente, apenas um estudo descreveu a relevancia da acetilagio
de histonas nessas doengas (PUPPIN, 2011). Por isso, encontramos nesse cenario, um vasto
campo de trabalho especifico para a neoplasia da tireoide, o que da motivagdo e sentido ao

presente estudo.
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2 - REVISAO DA LITERATURA

2.1. A glandula tireoide e suas neoplasias

2.1.1. Anatomia

A tireoide € uma glandula endocrina uUnica, constituida por dois lobos unidos pelo istmo,
assumindo uma forma semelhante a da letra “H”. Esta localizada medianamente na regido
anterior do pescogo, na por¢do superior da traqueia, logo abaixo da cartilagem laringea. Seus
lobos estdo posicionados lateralmente em ambos os lados da traqueia e o istmo anteriormente
a mesma. No adulto pesa de 15 a 40g, com volume de 8 a 15 cm®* (GRAY, 1988). Por sua
localizag@o superficial pode ser palpada, especialmente em pessoas magras. Sua forma e
posi¢do deram origem a sua denominagdo - tireoide (do grego thyreds, “escudo”, e eidés,
“semelhante a”), muito embora tal denominagdo tenha sido primeiramente utilizada por

Galeno para descrever a cartilagem proxima a glandula (REZENDE, 2005).

Figura 1 — Glandula tire6ide em sua posi¢io
anatomica (fonte: www fapes.com br)
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Fonte: www.fapes.com.br

Cada um dos lobos tem um formato quase cénico, com o apice votado para cima e para tras €
a base dirigida para baixo e medialmente, sendo estes constituidos por muitos Iébulos, com
vascularizagdo propria. Os lébulos, por sua vez, sdo compostos por 20 a 40 foliculos, que sdo
as unidades primarias do epitélio secretor, em cujo interior ¢ armazenado seu produto para

liberag@o controlada na corrente sanguinea (CURIONI, 2007).

A tireoide ¢ uma glandula altamente vascularizada, irrigada por ramos das artérias cardtidas
(artérias tiredideas superiores) e ramos das subclavias (artérias tiredideas inferiores) de cada
lado. Sua drenagem venosa se da por trés pares principais de veias tireoidianas, mas que
podem ser multiplas ou até assumir a forma de plexos venosos, que drenam para as jugulares

internas e para os troncos venosos braquiocefalicos. A primeira estacdo de drenagem linfatica
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da tireoide € representada pelos linfonodos do compartimento central do pescogo, que se
compde dos linfonodos justatireoideos, pré-laringeos, pré e paratraqueais. As estagdes
subsequentes sdo as cadeias jugulares médias e baixas de cada lado, e os mediastinais

superiores. (CURIONI, 2007).

2.1.2. Histologia

A tireoide € caracterizada por dois tipos celulares, com fung¢des diferentes: as células
foliculares e as parafoliculares. As células foliculares se dispdem em camada unica
delimitando foliculos bem individualizados, com limem preenchido por coloide, cujo
principal componente ¢ a tireoglobulina. Nos foliculos sdo produzidos e armazenados os
horménios tiroxina (T4) e tri-iodotironina (T3). As células parafoliculares, também
conhecidas como células C, ocupam o espago interfolicular, junto com tecido conjuntivo,
vasos sanguineos e linfaticos. Essas células, que derivam da crista neural, produzem
calcitonina, hormonio que participa do metabolismo do célcio (JUNQUEIRA e CARNEIRO,
2008).

Toliculo da
tiredide

Figura 2 — Representagdo da histologia da
glandula tire6ide
(fonte: http://pt-br.aial317 wikia.com)

Células
foliculares

Capilares

2.1.3. Neoplasias

Os tumores da tireoide compdem um grupo heterogéneo de neoplasias, de caracteristicas
clinicas e patoldgicas distintas, que se originam das células foliculares, das células C, ou de
outros tipos celulares, cujo comportamento e prognostico variam de acordo com o tipo de

neoplasia (DELELLIS, 2006).

As neoplasias malignas da tireoide sdo relativamente comuns, com incidéncia anual estimada
em 0,5 a 10 novos casos por 100.000 pessoas, dependendo da regido. Nos Estados Unidos, a

American Cancer Society estimou que 60.220 novos casos de cancer de tireoide seriam
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diagnosticados durante o ano de 2013 e que aproximadamente 1.850 pessoas morreriam dessa
doenga naquele ano (SIEGEL, 2013). No Brasil, estima-se 9.200 casos novos desse tipo de
cancer para 2014, sendo que 87,5% atingirdo mulheres (BRASIL, 2013).

A maioria dos casos ¢ diagnosticada em adultos, entre 20 e 50 anos de idade, com relagdo de
4 a 5 mulheres para cada homem (DELELLIS, 2006). Sua incidéncia tem aumentado, no
decorrer dos ultimos anos, em ritmo maior do que qualquer outra malignidade, em ambos os
sexos e em todas as origens étnicas (RIES, 2005). Embora o aumento da incidéncia possa
refletir a detecg@o precoce da doenca subclinica (ou seja, pequenos tumores), analise do banco
de dados SEER do National Cancer Institute dos Estados Unidos mostrou aumento nas taxas
de cancer diferenciado da tireoide de todos os tamanhos, incluindo tumores maiores que 4 cm
(DAVIES, 2006). Além disso, contata-se que a taxa mortalidade estavel do cancer de tireoide
difere dos outros tumores solidos em adultos, onde as taxas de mortalidade tém diminuido,

nos ultimos anos (SIEGEL, 2013).

A apresentagdo clinica mais frequente da neoplasia tireoidiana ¢ de um nddulo palpavel na
tireoide descoberto pelo paciente ou por seu médico (FRATES, 2006). Nao obstante, tem
crescido o numero de pacientes com nodulos ndo palpaveis, descobertos incidentalmente por
exames de imagem ndo relacionados a tireoide. Em ambas as situagdes o diagnostico ¢
inferido apds puncdo aspirativa com agulha fina (PAAF) seguida por exame citopatoldgico do
material, que permanece sendo o procedimento de escolha para o diagnodstico pré-operatorio

(BONGIONANNI, 2012).

Em relagdo a etiologia do cancer papilifero da tireoide, o dado mais bem estabelecido € sua
associacdo com a radiagdo ionizante (LIVOLSI 2011). Nos ultimos 25 anos do século XX,
com a crescente utiliza¢do de radioterapia para neoplasias, sobreviventes de cancer de varios
orgdos tratados com essa terapia desenvolveram cancer de tireoide como uma nova neoplasia.
(CHOW, 2009). Isso ¢ atribuido, em parte, ao fato de que a radia¢do no pescoco danifica os
foliculos da tireoide e causam hipotireoidismo. A resposta a este declinio da fung¢io leva ao
aumento da secre¢do de TSH. Especula-se que a estimulacdo do TSH sobre esse epitélio
folicular danificado pela radiacdo possa levar a transformag@o neoplésica das células da

tireoide (LIVOLSI, 2011).

Quanto aos variados tipos histologicos dos tumores de tireoide, a classificacdo atualmente

adotada pela Organizagdo Mundial da Saude ¢ a apresentada no Quadro 1 (DELELLIS, 2004).



Quadro 1 — Classificagdo dos tumores de tireoide, segundo a Organizagdo Mundial da
Saude (DELELLIS, 2004).

Tumores do epitélio folicular ou metaplasico

Adenoma folicular (inclui células de “Hurthle”)
Carcinoma folicular (inclui células de “Hurthle”)
Minimamente invasivo
Fracamente invasivo

Carcinoma papilifero

Carcinoma pouco diferenciado (inclui insular)

Carcinoma de células escamosas e anaplasico (inclui carcinossarcoma)
Carcinoma de células colunares

Carcinoma mucoepidermodide

Carcinoma mucoepidermdide esclerosante com eosinofilia

Carcinoma mucinoso

Tumores com diferenciacio de células C

Carcinoma medular

Tumores com diferenciacio de células C e foliculares

Tumor de colisdo: medular e folicular/papilifero
Carcinoma parafolicular-folicular misto

Tumores com diferenciacio timica ou cisto branquial

Timoma ectopico
Tumor epitelial fusiforme timo-simile (SETTLE)
Carcinoma com elementos timo-simile (CASTLE) / timico intratireoideo

Tumores de células linfoides

Linfomas
Plasmocitomas

Tumores de paratireoide intratireoideos

Adenoma de paratireoide
Carcinoma de paratireoide

Tumores mesenquimais e outros

Tumores mesenquimais benignos e malignos
Paragangliomas
Teratomas

24

O carcinoma papilifero é sem duvida o tipo histoldégico mais comum, respondendo por 70% a

80% dos casos (SOARES, 2007), seguido pelo carcinoma folicular que responde por 15% dos

casos, e entdo pelo carcinoma anaplésico que compde entre 2 e 5% dos casos e provavelmente

surge a partir de canceres diferenciados (DELELLIS, 2004). O carcinoma medular, que se

origina das células parafoliculares, representa cerca de 3% de todos os canceres de tireoide
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(NIKIFOROV, 2011). Outras doencas malignas da tireoide sdo muito raras. Embora o
carcinoma papilifero seja neoplasia maligna mais comum da tireoide, €, por outro lado, a que
mostra evolugdo mais lenta e indolente, com o melhor prognostico por serem muito

frequentemente curaveis (DELELLIS, 2006).

2.1.4. Fatores progndsticos dos carcinomas diferenciados da tireoide

A maioria dos pacientes com cancer papilar ndo morre de sua doenga. Por exemplo, em uma
série de pacientes com mediana de seguimento de 16 anos, a mortalidade relacionada ao
cancer em pacientes sem metastases na apresentagdo foi de apenas 6% (MAZAFERRI, 1994).
Certas caracteristicas clinicas e patologicas pressagiam risco um pouco maior de recorréncia
do tumor e de mortalidade especifica, como a idade, o tamanho, a invasdo de tecidos,

metastases € o tipo histologico (TUTTLE, 2008).

Pacientes diagnosticados com mais de 45 anos de idade possuem prognostico
significativamente pior do que aqueles mais jovens (ZAYDFUDIM, 2008; VOUTILAINEN,
2001).

Carcinomas papiliferos diagnosticados com menos de lcm mostram excelente progndstico,
enquanto tumores maiores que 4cm estdo associados a pior progndstico. Para carcinomas
foliculares o pior progndstico ocorre para tumores maiores que 3,5cm, e para carcinomas

medulares maiores que 1cm (HAY, 2008).

O comprometimento da capsula tireoidiana e extravasamento da neoplasia para os tecidos
moles circunjacentes aumenta o risco de morte em até cinco vezes, € se associa também a
maiores indices de recidiva local, regional e a distancia, além de impacto na sobrevida

(SOBRINHO, 2007).

A sobrevida em pacientes com metastases distantes na apresentagdo inicial ¢ variavel. Entre
os pacientes com pequenas metastases pulmonares, mas sem outras metastases fora do
pescogo, a taxa de sobrevivéncia de 10 anos € 30 a 50%; taxas de sobrevivéncia ainda maiores
foram relatadas em pacientes cujas metastases pulmonares foram detectadas apenas por
cintilografia. Por outro lado, a sobrevida mediana de pacientes com metastases cerebrais ¢

cerca de apenas um ano (CASARA, 1993).
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Finalmente, dentre os carcinomas de tireoide, como na maioria dos cédnceres, os tipos
histologicos menos diferenciados apresentam pior prognostico. Em termos de resultados de
tratamento, a neoplasia tireoidiana poderia ser assim distribuida daqueles com melhor para
aqueles com pior chance de cura: carcinoma papilifero, carcinoma folicular, carcinoma de
células de Hurthle, carcinoma medular, carcinoma pouco diferenciado e carcinoma anaplasico

(SOBRINHO, 2007).

2.1.5 Fatores genéticos envolvidos na neoplasia tireoidiana

Anormalidades evidenciadas por estudos citogenéticos e moleculares, demonstram uma série
de genes envolvidos na tumorigénese da glandula tireoide, sugerindo uma “assinatura
molecular” especifica do tumor, que pode ser associada com resultados clinicamente
significativos. Dados clinicos, epidemiologicos e patologicos sustentam o conceito de “um
processo de multiplos passos” na progressdo e desdiferenciacdo da neoplasia tireoidiana
(NIKIFOROV e NIKIFOROVA, 2011), com perda gradual do padrdo de crescimento papilar
e folicular, e surgimento de um padrdo de crescimento solido, com um aumento das mitoses,
necrose e pleomorfismo nuclear frequentemente presente nos carcinomas agressivos da
tireoide. Hoje € possivel afirmar que o adenoma folicular € um tumor benigno que pode servir

como precursor das neoplasias malignas da tiredide (NIKIFOROV, 2011)

Durante a ultima década pudemos testemunhar uma explosdo de estudos genéticos que gerou
uma grande massa de informagdes sobre as altera¢des moleculares envolvidas nos carcinomas
da tireoide. Este novo conhecimento tem proporcionado novas descobertas a respeito da
etiologia do cancer de tireoide, além de oferecer novas ferramentas diagnosticas e marcadores
de prognostico, permitindo uma abordagem melhor e mais personalizada dos pacientes com
esta neoplasia (NIKIFOROV e NIKIFOROVA, 2011). Genes criticos sdo frequentemente
mutados por dois mecanismos distintos: mutagdes pontuais (BRAF e RAS) ou rearranjos
cromossomicos (RET/PTC, TRK e PAXS8-PPARy) (NIKIFOROV, 2011). A maior parte das
mutac¢des nessas neoplasias envolve as vias de sinalizagdio MAPK e PI3K/AKT, afetando seus
transmissores intracelulares de sinal (BRAF e RAS) o que ¢é crucial na iniciagdo da

tumorigénese (NIKIFOROV e NIKIFOROVA, 2011).
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Rearranjo RET/PTC

O proto-oncogene RET ¢ um exon-gene 21 localizado no brago proximal longo do
cromossomo 10, que codifica um receptor tirosina-quinase envolvido na regulacdo do
crescimento, sobrevida, diferencia¢do e migragdo de células originarias da crista neural, e que
ndo ¢ normalmente expresso na célula folicular (VIGLIETTO, 1995). Um rearranjo do gene
RET, conhecido como rearranjo RET/PTC ocorre no carcinoma papilifero da tireoide. Muito
embora mais de 10 tipos de rearranjos tenham sido descritos, os rearranjos RET/PTCI,
RET/PIC2 e RET/PTC3 sdo os mais encontrados no carcinoma papilifero (SANTORO,
2000). Expressdo de proteinas quiméricas do RET/PTC resulta em uma ativag@o constitutiva,
independente do ligante no receptor tirosina-quinase RET em células do cancer papilar,
levando a uma estimulagdo crénica da via MAPK e tumorigénese na célula tireoidiana

(PATEL, 2006).

Evidéncias apoiam a crenga de que rearranjos RET/PTC representam alteragdes genéticas
precoces, levando ao desenvolvimento carcinoma papilifero da tireoide (NIKIFOROVA,
2003). No entanto, os carcinomas positivos para rearranjos do RET/PTC apresentam um
potencial relativamente baixo de progressdo para o carcinoma pobremente diferenciado ou o

anaplasico (SANTORO, 2002).

NTRK1

Rearranjos cromossomicos envolvendo outro gene de receptor tirosina-quinase, NTRKI,
também ocorrem em carcinomas papiliferpos de tiredide, embora com uma prevaléncia
significativamente menor do que rearranjos RET/PTC. Esses rearranjos, conhecidos como
TRK, tém sido relatados em até 10 a 15% de carcinomas papilares da tireoide (NIKIFOROV,
2011).

Mutacio do RAS

Trés genes RAS (H-RAS, K-RAS e N-RAS), sintetizam uma familia de proteinas que
desempenham um papel importante na tumorigénese: as proteinas RAS. Sdo proteinas G que
se situam na superficie interna da membrana celular, cuja funcdo € transmitir sinais
provenientes de receptores tirosina-quinase da membrana para uma cascata de proteinas

quinases mitogénico-ativadas (MAPK) (PATEL, 2006). Tais proteinas existem em duas
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formas diferentes: uma forma inativa que € vinculada a GDP e uma forma ativa que atua com
a GTPase (BARBACID, 1987) A via MAPK ativa a transcrigdo dos genes-alvo envolvidos na
proliferagdo celular, sobrevivéncia e apoptose. A ativagdo oncogénica da RAS resulta de
mutagdes pontuais, que afetam o dominio de liga¢do da GTP ou o dominio da GTPase, o que
mantém a proteina no estado ativado e, portanto, resultando em estimulagdo cronica dos alvos
subjacentes, instabilidade gendmica, mutagdes adicionais e transformagdo maligna (FINNEY

e BISHOP, 1993)

As mutagdes RAS estdo entre as mais comumente encontradas em células transformadas.
Foram identificadas nos genes RAS dos tumores benignos e malignos da tireoide, sendo mais
comuns no carcinoma folicular, no carcinoma pouco diferenciado e nos anaplasicos; e menos
frequentemente nos carcinomas papiliferos (MEINKOTH, 2004). O papel da RAS oncogénica
na progressdo do tumor de tiredide ainda ndo € claro. Alguns estudos t€ém demonstrado uma
prevaléncia semelhante de mutagdes RAS em neoplasias benignas e malignas da tireoide,
sugerindo que a ativagdo da RAS pode representar um evento inicial na tumorigénese
(NAMBA, 1990). Outros estudos demonstraram que mutagdes especificas (codon 61 da N-
RAS), estdo envolvidas com a progressdo do tumor e com o comportamento clinico agressivo,
sugerindo que a presenca dessas mutagdes, pode prever um resultado ruim para o carcinoma
bem diferenciado (GARCIA-ROSTAN, 2003). Além disso, foi descoberto que carcinomas
mais indiferenciados frequentemente abrigam varias muta¢des de RAS, que provavelmente
representam um evento intermediario na progressdo do carcinoma de tireoide (NIKIFOROV,

2011).

Mutacdes no BRAF

Existem trés isoformas da serina-treonina quinases RAF em células de mamiferos: ARAF,
BRAF e CRAF ou RAF-1. A isoforma BRAF ¢ a predominante em células foliculares da
tireoide (XING, 2005). Como no RET/PTC e no RAS, muitas alteragdes genéticas no
carcinoma da tireoide ativam a via de sinalizagdo celular MAPK. Quando constitutivamente
ativada, essa via ¢ tumorigénica (PEYSSONNAUX e EYCHENE , 2001). Dentre a trés
isoformas das quinases RAF, a BRAF ¢ a mais potente ativadora dessa via e, sua forma
mutada se apresenta como o oncogene mais comum identificado nas formas esporadicas do

carcinoma papilar (PATEL, 2006). A alta frequéncia e especificidade da mutagdo do BRAF
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(V60OE) sugere que essa mutagdo tem papel fundamental na iniciagdo da tumorigénese no

carcinoma papilifero.

Os carcinomas papiliferos com essa mutagdo apresentam um fenotipo e um comportamento
bioldgico distinto dos demais sem essa mutagdo: ¢ mais presente em idade avangada,
usualmente com extensdo extratireoidiana, indice de recorréncia locorregional aumentada e
com menor resposta a radio-iodoterapia (RIESCO-EIZAGUIRRE, 2006). Tais caracteristicas

0 tornam mais agressivo € com pior prognostico que os carcinomas sem essa mutagao.

PAXS8-PPARy

O gene PAXS8 codifica um fator essencial para a génese das linhagens de células foliculares da
tireoide e regulacdo da expressdo de genes especificos. O receptor y de peroxissoma
proliferador ativado (peroxisome proliferator-activated receptor y — PPARy) € um membro da
superfamilia de receptores nucleares de horménio que inclui receptores do hormoénio da
tireoide, acido retindico, androgeno e estrogeno (TALLINIL 2002). Um rearranjo leva a uma
fusdo desses genes através de exons especificos, muito embora o mecanismo exato pelo qual
este rearranjo produz um fendtipo cancerigeno ainda ndo € totalmente compreendido. Parece
que a proteina quimérica PAX8-PPARY inativa o PPARy selvagem, que ¢ considerado um

supressor de tumor (YING, 2003).

Como com as muta¢des RAS, o rearranjo PAX8-PPARy também se mostrou envolvido no
desenvolvimento do carcinoma folicular de tireoide e na variante folicular do carcinoma
papilifero, onde ocorre em cerca de 33% de todos os tumores. O rearranjo também ocorre em

adenomas foliculares (MARQUES, 2002).

2.2. Modificacées globais de histonas

A expressdo génica pode ser modificada por alteragdes epigenéticas. Tais alteragdes se
caracterizam por ndo envolverem mudangas na sequéncia nucleotidica do DNA, mas podem
ser transmitidas as células filhas na divisdo celular, podendo persistir por geragdes
(CATALANO, 2012; HERCEG e MURR, 2011). Dentre os diversos tipos de alteragdes
epigenéticas, destacam-se as modificacdes globais de histonas, que interferem na

compactagdo do DNA.
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Em todos os eucariontes, o DNA esta compactado na forma de cromatina, termo que designa
toda a por¢@o do nucleo que se cora e € visivel ao microscédpio de luz (do grego croma — cor)
(ANDRADE e JORDAO, 2011). Tradicionalmente, a cromatina era vista como necessaria
para “embalar” todo o comprimento do DNA em um nucleo com didmetro médio de 10um
(em humanos), sendo essa a sua principal fun¢do. Em abordagens mais atuais, verificou-se
que a organizacdo da cromatina varia de acordo com a fase do ciclo celular e com o seu grau
de atividade. Mais importante, a propria cromatina representa um nivel adicional de regulagdo
para todos os processos metabolicos proprios do DNA (replicagdo, reparacdo e expressao
génica), compondo entdo um mecanismo epigenético em que as histonas tem papel

fundamental (SANTOS-ROSA e CALDAS, 2005).

2.2.1. As histonas

A cromatina ¢ composta por DNA e por proteinas bésicas chamadas histonas. Junto a essas
proteinas, o DNA se organiza em unidades bem definidas, denominadas nucleossomos.
Existem ainda, em menor quantidade, outras proteinas ndo-histonicas na cromatina, com
fungdes especificas na estrutura e na regulagio génica (ANDRADE e JORDAO, 2011). Cada
nucleossomo ¢ composto por cerca de 200 pares de bases nucleotidicas do DNA. Em torno de
150 pares de bases estdo enoveladas em aproximadamente 1,7 voltas num octdmero de
histonas, que constitui o centro do nucleossomo; os outros 50 pares de bases (nimero que
pode variar de 10 a 90 pb) estdo num segmento do DNA que une um centro do nucleossomo

ao outro, por 1sso tal regido € chamada de DNA de ligacdo (BHASIN, 2006).

As histonas sdo encontradas em todas as células eucariontes. S3o proteinas pequenas, com
peso molecular entre 11 e 23 kDa e compostas de 102 a 220 aminoacidos, muito dos quais
basicos (arginina e lisina). Existem cinco tipos (grupos) de histonas, classificadas de acordo

com seu teor de lisina e, ou, arginina (VIEGAS, 2008):
e HI1 —ricas em lisinas,
e H2A e H2B — moderadamente ricas em lisinas,
e H3 e H4 —ricas em argininas.

As histonas H1 sdo as maiores, com 220 aminoacidos e 23 kDa de peso molecular. Sao

compostas por uma porc¢do globular, situada entre duas longas cadeias filamentosas N e C-
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terminais, € sdo as histonas menos conservadas evolutivamente. Atualmente entende-se que a
histona H1 ndo participa do centro do nucleossomo, mas tem papel importante na
compactagdo da cromatina na medida em que se associa a0 DNA de ligag@o que chega e deixa
o centro do nucleossomo, causa um entrelagamento entre esses segmentos, fazendo com que
assumam uma conformagdo em zigue-zague (Figuras 1 e 3). Por isso, sdo consideradas

histonas de ligagio (ANDRADE e JORDAO, 2011).

Core of eight
histone molecules

Histone H1 . . .
/ Figura 3 - Estrutura das histonas do nucleo

octamérico e histonas de ligagdo com o DNA
(fonte:  http://goo.gl/VpP1b8,  modificada:
acrescidas caudas N-terminais).

As histonas H2A, H2B, H3 e H4 pertencem ao grupo das histonas do ntcleo octamérico. Sao
menores que HI1 e partilham de uma mesma estrutura molecular, com as cadeias
polipeptidicas dispostas em trés sequéncias de a-hélices, conectadas por duas sequéncias
filamentosas, além de um longo segmento N-terminal rico em aminoacidos basicos,
especialmente lisina e arginina. As histonas H3 e H4 tém praticamente a mesma sequéncia de
aminoacidos em todos os eucariontes, o que demonstra uma conserva¢do de suas fung¢des

durante a evolugdo das espécies (ANDRADE e JORDAO, 2011).

Como mostrado na Figura 2, cada octamero de histonas consiste de duas copias de H2A,
H2B, H3 e H4. As histonas H3 e H4 formam um tetramero central, como o recheio de um
sanduiche, enquanto as histonas H2A e H2B formam dois dimeros de cada lado do tetrAmero.
As cadeias N-terminais dessas histonas estendem-se para fora do nucleossomo e estdo
expostas a modificagdes pos-traducionais, como acetilagdo, metilagdo, fosforilagdo, entre

outras (CHERVONA e COSTA, 2012).

HISTOMAS DUPL& HELICE DE DMHA

Figura 4 — Esquema da disposi¢do das histonas € do DNA no
centro do nucleossomo (Fonte: http://goo.gl/yhy30I).
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Ao longo do ciclo celular, o DNA aumenta gradativamente seu enovelamento e compactagao,
culminando com a compactagdo total dos cromossomos durante a metafase. O primeiro nivel
de compactagéo ¢ representado por uma estrutura conhecida como “colar de contas”, onde
cada conta ¢ composta por um nucleossomo, que por sua vez estdo espagados a cada 10nm,
como mostrado nas Figuras 3 e 4. Por isso, esse primeiro nivel de compactagao € conhecido

como fibra de 10nm (ALBERTS, 2008).

DNA dupla fita , Figura 5 — Compactagdo da
: cromatina na fibra de 10nm
(Fonte: http://goo.gl/bZ21kh).

= 2040 bp

wicles de histonas DN e gagdo do
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O segundo nivel de compactacdo, mostrado na Figura 4, € representado pela fibra de 30nm.
Forma-se com a associa¢fio da histona Hl ao DNA de ligagdo, causando um entrelagamento
entre este e o centro do nucleossomo, originando uma estrutura em zigue-zague de 30nm que
¢ 100 vezes mais compactada que o nivel anterior € € o constituinte basico da cromatina

interfasica, assim como dos cromossomos mitoticos € meidticos (ALBERTS, 2008)

50 nm

Figura 6 — Cromatina interfasica a microscopia eletronica: (A) fibra de 30nm, (B) fibra de
10nm — “colar de contas”. (Fonte: ALBERTS, 2008)
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Niveis ainda maiores de compacta¢do ocorrem na organizagdo estrutural da cromatina, pois a
compactagdo final de um cromossomo ¢ 10000 vezes maior que a de sua estrutura primaria,
no entanto, pouco se sabe sobre a organizagdo desses niveis. Ao que parece, envolvem
proteinas ndo-histonicas, bem como as histonas H1 e H3, de forma dependente da fosforilagdo

de ambas durante a profase (ANDRADE e JORDAOQ, 2011).

Fora do ciclo celular, a compactagdo da cromatina € varidvel. A eucromatina ¢ sua
apresentacdo menos compactada, com amplas regides abertas (ndo compactadas), ricas em
genes e transcricionalmente mais ativas. Tipicamente, histonas dentro da eucromatina sdo
altamente acetiladas e a histona H3 presenta-se metilada nas lisinas 4 € 36. Em contraste, a
heterocromatina ¢ a forma compactada da cromatina interfasica, e constitui de 15 a 25% da
cromatina dos mamiferos; apresenta regides com baixa densidade de genes e menos ativas do
ponto de vista transcricional. As histonas em regides de heterocromatina mostram baixos
niveis de acetilagdo, em contraste com altos niveis de metilagdo nas lisinas 9 e 36 da histona
H3 (XU e PRICE 2011). Portanto, fica clara a associagdo entre modificagdes (acetilagdo e
metilagdo) das histonas e o remodelamento da cromatina, com influéncia relevante na
transcrigdo génica, mas também na replicagdo e reparo do genoma (XU e PRICE, 2011;

SANTOS-ROSA e CALDAS, 2005).

2.2.2. Modificagdo de Histonas

Diversas altera¢des pos-traducionais podem acometer as histonas H1 e as do tipo core, tanto
em seus dominios centrais quanto nas extremidades N e C-terminais (COHEN, 2011;
JAYANI, 2010). De fato, mais de uma dezena de modificagdes ja foram descritas em
histonas, das quais pelo menos oito estio bem caracterizadas: acetilagao, metilacio,
deiminacio, fosforila¢io, ubiquitinacio, sumoylacao, ribosilacio de ADP, e isomeriza¢ao
de prolina (HERCEG e MURR, 2011). Pelo menos 80 sitios diferentes de modifica¢do de
histonas ja foram reportados (COHEN, 2011). Por seu nimero e varia¢do, permitem grande

flexibilidade na regulagdo da dindmica da cromatina (Figura 5).

- 0 $ Figura7 — Representag@o da cauda N-terminal de
Ac Ac Ac
. \"\n p“eM T @ "’ ,’]l [ | histona, exibindo modificagdes pos-traducionais
| Me
k H}f\’mi “As'x lm X ot d ,..% :KR"J, L,A em residuos especificos: Ac - acetilagdo, Me -
A \Hm - "o .:* | metilaghjo e P - fosforilagdo (Fonte:

\_"H{J\g, , http://goo.gl/xEex;jt).
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Dois mecanismos sdo usualmente utilizados para explicar como tais modifica¢cdes afetam a
cromatina: 1) interferem nas intera¢des nucleossomo-nucleossomo ou DNA-nucleossomo,
através da adicdo de elementos ou alterando as cargas da histona; 2) podem representar um
sitio de recrutamento de proteinas especificas, favorecendo diferentes respostas celulares
(HASSAN, 2002; COHEN, 2011). Além disso, acredita-se que poderiam formar um "cédigo
de histonas", em que modificagdes diferentes, mas interdependentes, resultariam em respostas
celulares distintas (STRAHL e ALLIS 2000; COHEN, 2011). Como anteriormente
mencionado, a acetilagdo e a metilagdo de histonas destacam-se entre as modificagdes pos-

traducionais pela sua associagdo ao estado de compactacdo do DNA.

A adi¢@o ou remogdo dessas modificagdes pos-traducionais nas caudas N-terminais de histona
¢ bastante dindmica e sdo catalisadas por diferentes enzimas, muitas vezes designadas como

“escritoras” ou “apagadoras” dessas marcas reversiveis (CHERVONA e COSTA, 2012).

A acetilagdo de histonas ocorre pela transferéncia de um grupo acetila proveniente de
moléculas de acetil-CoA para residuos de lisina na cadeia N-terminal das histonas H2A, H2B,
H3 e H4, reacdo essa catalisada por acetiltransferases de histonas, mais frequentemente
designadas como histonas-acetiltransferases ou HATs (COHEN, 2011). A atividade das
HATSs pode levar a hiperacetilagdo das histonas, o que ¢ considerado uma marca de regides
transcricionalmente ativas, podendo também afetar a replicacdo e o reparo de DNA
(CHERVONA e COSTA, 2012). Tal associag@o parece ser explicada pela neutralizacdo da
carga elétrica da histona com sua acetilagdo, evento que enfraquece a interagdo DNA-histona
e que pode, portanto, relaxar a cromatina e favorecer o acesso da maquinaria de transcrigdo
(Figura 6). A acetilagdio ¢ um processo reversivel, o que ¢ catalisado pelas enzimas

desacetilase de histonas ou HDACs.

Ac

Figura 8 — Efeito da acetilagdo e
desacetilagdo de histonas no
nucleossomo

(Fonte: http://goo.gl/92uGqt).

Deacetilases

Ac Ac

A metilagdo de histonas ocorre pela adi¢do covalente de um grupo metil proveniente de S-
adenosilmetionina (SAM) a atomos de hidrogénio da cadeia lateral (N-terminal) dos residuos

de arginina e lisina. Esta reacdo ¢ catalisada pelas histonas-metiltransferases ou HMTs.
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Argininas podem ser mono ou dimetiladas; lisinas podem ser mono, di ou trimetiladas

(KOUZARIDES, 2007).

Quadro 2 — Associagdes descritas entre metilagdes de histonas e a transcrigdo génica.

Efeito sobre a transcricio

Modificacio de histonas* A. Referéncia
génica
H3K4me, H3K4me2, L SANTOS-ROSA ¢ CALDAS,
H3K4me3 (¥) Inicia¢do e prolongamento 2005
H3K4me3, H3K36me3 (**) Iniciagdo 1ZZ0, 2010
H3K9me3, H3K27me3, o
H4K20me3(***) Silenciamento 1770, 2010
H3K79me (****) Iniciagdo ¢ prolongamento STEGER, 2008

(*) - metilagdo, dimetilagdo ou trimetilagdo na lisina 4 da histona 3; (**) - trimetilagdo nas lisinas 4 ¢
36 da histona 3; (***) Trimetilagdo nas lisinas 9 ¢ 27 da histona 3 e na lisina 20 da histona 4; (¥***) —

metilagdo da lisina 79 da histona 3.

Em contraste com a acetilagdo, a metilagdo em uma cadeia lateral ndo altera sua carga e,
portanto, ¢ improvavel que a metilagdo module diretamente intera¢cdes do nucleossomo
necessarias para dobrar de cromatina (IZZO e SCHNEIDER, 2010). A metilacdo de histonas
pode estar relacionada a ativagdo, prolongamento ou repressdo da expressdo génica, conforme
apresentado no Quadro 2. Este também € um processo reversivel, situagdo em que atuam as

enzimas histonas-desmetilases ou HDMs (COHEN, 2011).

2.2.3. Modificagdes de histonas e as neoplasias

O cancer tem sido reconhecido como uma doenga multifacetada, na qual o inicio e a
progressdo sdo influenciados por uma série de fatores. Na década de 1990, o foco das
pesquisas epigenéticas trouxe a luz as descobertas relacionadas as anormalidades na metilagao
do DNA (JONES e BAYLIN, 2002) Na ultima década, este foco foi ampliado pela
investigacdo sobre o papel desempenhado pelas modificagdes pos-traducionais das histonas
na regulagdo génica, na carcinogénese e no prognoéstico do cancer (BAYLIN e JONES, 2011).
De fato, funcido alterada das enzimas modificadoras de histonas, ou mesmo modificagdes

aberrantes em histonas, tém sido associadas a diversas neoplasias, tais como 0s expostos no

Quadro 3 (CHERNOVA e COSTA, 2012).
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A acetilagdo aberrante pode resultar de translocac¢des nas histonas-acetiltransferases humanas,
onde a proteina resultante exibe “ganho de fun¢do” por desregulagdo na atividade de HAT ou
direcionando a acetilagdo de lisina para novos substratos. Algumas dessas translocagdes
envolvendo os genes MORF, CBP ou p300, encontram-se associadas com a leucemia
mieldide aguda e a sindrome mielodisplésica relacionada a terapia (COHEN, 2011). A alta
ocorréncia de proteinas HAT entre as translocagdes leucémicas, realgam a importancia do
estreito equilibrio da acetilagio da histona na execug¢do do programa hematopoiético
(SANTOS-ROSA e CALDAS, 2005). Além das transloca¢des, mutagdes de algumas HATSs
estdo associadas com o desenvolvimento de cancer. De fato, essas mutagdes tém sido
detectadas em canceres humanos, em particular com perda da fun¢do, como nos canceres
colorretal, estbmago, mama, ovario, pulmio e pancreas (BRYAN, 2002). Neste sentido, elas

agiriam como supressores de tumor.

Quadro 3 - Estudos recentes relacionando modificagdes de histonas e que mostraram
relevancia no prognostico de neoplasias malignas (CHERVONA e COSTA, 2012)

Estudo Neoplasia Modifica¢des de Histonas
Song et al, 2012 Pulmao H3K9%ac, H3K9me3, H4K 16ac
Barlési et al, 2007 Pulmao H3K9%ac, H3K4me?2
Van Den Brock et al, 2007 Pulmao H4K3ac, H4K8ac, H4K 12ac, H4K 16ac, H3K4me2
Seligson et al. 2009 Pulmdo  H3K4me2, H3K18ac
Seligson et al 2005 Prostata H3K4me2, H3K18ac
Ellinger ef al. 2010b Prostata  H3K4mel, H3K9me2, H3K9me3, H3Ac, H4Ac
Behbahani ef al. 2012 Préstata  H4K20mel, H4K20me?2
Bianco-Miotto ef al. 2010 Préstata H3K4me2, H3K18ac
Ellinger ef al. 2012 Prostata  H3K27me3
Elsheikh et al. 2009 Mama H3K18ac, H4K12ac, H3K4me2, H4K20me3, H4R3me2,
H4K16ac
Leszinski ef al. 2012 Mama H3K9me3, H4K20me3
Miiller-Tidow et al. 2010 Leucemia  H3K9me3
Park er al. 2008 Estomago H3K9me3
Zhang et al. 2009 Estomago H3K27me3
Tzao et al. 2009 Esofago  H3K18ac, H4R3me2 H3K27me3
Letal 2010 Es6fago  H3K18ac, H4R3me2
Ellinger ef al. 2010a Rim H3K4mel, H3K4me2, H3K4me3
Rogenhofer er al. 2012a Rim H3K9mel
Rogenhofer ef al. 2012b Rim H3K27mel, H3K27me2, H3K27me3
He er al. 2012 Figado H3K4me3
Caietal 2011 Figado H3K27me3

Manuyakorn ef al. 2010 Pancreas H3K4me2, H3K9me2, H3K18ac

A desacetilagdo de histonas resulta em uma diminui¢do da acessibilidade para os fatores de
transcri¢do. As histonas-desacetilases (HDACs) estdo envolvidas na regulacdo de um niimero

bastante limitado de genes envolvidos na sobrevivéncia, diferenciagdo e crescimento celular, e
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alguns efeitos foram mostrados na angiogénese e imunogenicidade (GRONBAEK, 2007). Ha
mais de um mecanismo pelo quais HDACs podem funcionar no desenvolvimento do cancer:
por um lado, um aumento anormal na atividade HDAC pode resultar em inativacio
transcricional de genes supressores de tumor como p33; por outro lado, o supressor de tumor
Rb requer a atividade de HDACs para exercer sua funcgdo; assim, mutagdes nesta classe de
desacetilases podem contribuir para a o cancer (COHEN, 2011). Além do mais, o resultado
mais comum da inibi¢do da atividade HDAC ¢ desencadear a diferenciagdo, parada de
crescimento, e/ou apoptose de células tumorais in vifro e in vivo, sendo que estas sdo as bases
para o desenvolvimento de inibidores de HDACs como drogas anticAncer. Neste momento,
HDACSs s3o consideradas alguns dos alvos novos mais promissores para terapia epigenética

anticancer (GRONBAEK, 2007).

Ainda ndo esta claro se o papel demonstrado pelas HDACs ¢ causa ou consequéncia da
tumorigénese, pois sua desregulacdo pode ter um efeito secundario a natureza altamente
proliferativa dos tumores solidos e das metastases. O fato ¢ que a desacetilagdo de histonas
estd ligada a oncogénese e que, uma regulagdo precisa e acurada da mesma € necessaria para

previnir o desenvolvimento e a progressdo do cancer (VARAMBALLY, 2008).

A metilagdo de histonas esta envolvida em multiplos processos celulares de desenvolvimento
e diferenciagdo, pluripoténcia e manutengdo da integridade gendmica. Por isso ndo € de se
surpreender que muitas metiltransferases de histonas estejam associadas ao cancer, embora
esse envolvimento seja muitas vezes contraditorio (HERCEG e MURR, 2011). As
consequéncias funcionais da metilagdo de histonas dependem do numero de grupos metil, do

residuo metilado e sua localizagdo dentro da cauda de histona (COHEN, 2011).

Por exemplo, a histona 3 di e trimetilada na lisina 4 da (H3K4me2 e H3K4me3) e histona 3
metilada na lisina 9 da (H3K9me) estdo associadas com cromatina aberta e expressao de gene
ativo; ja a histona 3 di e trimetilada na lisina 27 (H3K27me2 e H3K27me3) e a histona 3 di e
trimetilada na lisina 9 da (H3K9me2 e H3K9me3) sdo associadas com cromatina inativa e
repressdo da expressdo génica (SCHNEIDER e GROSSCHEDL, 2007). Além disso, algumas
modificacdes, tais como a histona 3 metilada lisina 4 da (H3K4me) e a histona 3 acetilada na
lisina 27 (H3K27ac) encontram-se nos elementos potencializadores de genes e podem
influenciar o expressdo génica mesmo a grandes distdncias do gene. Potencializadores ativos
estdo aumentados com H3K27ac, enquanto aqueles que ostentam apenas H3K4me estdo

prontos para ativa¢do em resposta a um estimulo (CREYGHTON, 2010).
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Um exemplo em neoplasia ¢ encontrado em uma das metiltransferases de histonas mais
estudadas envolvidas na oncogénese, a EZH2 (enhancer of zeste homolog 2), que ¢
reconhecida como uma repressora transcricional conservada evolutivamente, que di e trimetila
especificamente os residuos H3K27. Isso afeta muitos processos celulares, como apoptose,
proliferagdo, diferenciagdo e controle do ciclo celular. Atualmente, numerosas evidéncias
sugerem que a desregulacdo dessa enzima no cancer, promove sua progressio (BRACKEN,
2003). Sua superexpressdo foi encontrada em canceres agressivos de mama, pulmao, figado,
nasofaringe, colo e prostata, dentre outros carcinomas. Essa superexpressdo seria a
responsavel pela repressdo de varios genes supressores de tumor, tais como: p/6, E-caderina,
DAB2ip, RUNX3, BRCAI e receptor adrenérgico p2 (COHEN, 2011). Contraditoriamente,
mutagdes inativadoras da EZH2, foram demonstradas em malignidades mieloides, sugerindo
que essa metiltransferase também age como um supressor de tumor, ou seja, sua inativagdo

pode promover outras malignidades (ERNST, 2010).

Outros exemplos, a metilagdo da H3K9 (mono, di ou trimetilagdo) pode induzir distintos
estados da cromatina, sendo que a H3K9me3 se relaciona com o silenciamento transcricional
e age como uma plataforma de ligagdo para a proteina 1 da heterocromatina (HP1). As
enzimas que trimetilam a H3K9 sdo a SUV39H1 e SUV39H2 tém papel fundamental no
estabelecimento da heterocromatina constitutiva (GARCIA-CAO, 2004). Ao que parece, a
metilagdo da H3K9 protege as células da instabilidade genomica, e sua auséncia pode resultar
em tumorigénese. A HMT G9a ¢ classificada como uma H3K9 metiltransferase, mas
recentemente demonstrou-se que ela contribui para a metilagdo da H3K27 (WU, 2011) e que
encontra-se suprarregulada no cancer de pulmao agressivo e sua expressdo esta relacionada ao

mal progndstico (CHEN, 2010).

Concluindo, muito embora os estudos atuais ndo sejam suficientes para validar as
modifica¢des de histonas como biomarcadores prognosticos de cancer, a literatura existente
fornece um relato convincente de seu potencial (CHERVONA e COSTA, 2012). Ademais,
além de ser potenciais biomarcadores moleculares da doenga, as modificagdes pos-
traducionais de histonas também podem servir como alvos potenciais de terapias epigenéticas
do cancer, uma vez que sdo processos potencialmente reversiveis e catalisados por enzimas
especificas. Por isso, o papel de modificagdo pos-traducional histona na etiologia e no

comportamento do cancer exige mais investigacdo e exploragao.
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2.3. Alteracdes epigenéticas e o carcinoma da tireoide

Atualmente, estdo disponiveis poucas informagdes sobre as modifica¢cdes das histonas em
tumores de tireoide, em especial sobre a relagdo entre tais modificagdes e o comportamento
das neoplasias. Dentre os poucos estudos publicados, os primeiros ja mostravam que
modificacdes de histonas, em especial a acetilagdo e a desacetilagdo, desempenham papel
importante na regulacdo de genes especificos na carcinogénese da tireoide (KITAZONO,

2001; MITSIADES, 2004).

Uma das caracteristicas da célula tireoidiana é a capacidade de concentrar o iodo, a qual ¢
inclusive utilizada no tratamento do carcinoma diferenciado da tireoide, através da radio-
iodoterapia. Essa caracteristica ¢ conferida pela expressdo do gene NIS (simportador de
sodio/iodeto), e por outro lado € perdida na transicdo entre os tumores diferenciados para
indiferenciados. Esta ¢ inclusive uma das razdes para a dificuldade de tratamento desses
tumores, uma vez que o radio-iodo tanto € utilizado para o diagndstico precoce, quanto para o
tratamento de remanescentes do tumor e das metastases a distdncia. Num estudo recente
(PUPPIN, 2005), demonstrou-se que inibidores de histona-desacetilases (HDAC) podem
aumentar a expressdo de NIS em linhagens de células de cancer de tireoide, de maneira
independente do fator de transcricdo. Outro estudo (KONDO, 2009) observou que
modifica¢des epigenéticas impactam na expressdo do TTF-1 em carcinomas de tireoide, pois
um subconjunto dessas células perde essa expressdo. Por outro lado, agentes desmetilantes de
DNA podem restaurar a expressdo TTF-1 em células de carcinoma de tireoide. Isso abre a
possibilidade de se usar o TTF-1 como alvo para a terapia de indugdo de diferenciagdo pelas

modifica¢des epigenéticas.

O grupo de BORBONE e7 a/ (2011) observou expressdo elevada de EZH2 (enhancer of zeste
homolog 2) em carcinomas anaplasicos quando comparados a outros carcinomas de tireoide
com diferentes graus de malignidade. Essa proteina, uma das metiltransferases de histonas
envolvidas na oncogénese mais estudadas, € reconhecida como uma repressora transcricional

conservada evolutivamente, que di e trimetila especificamente os residuos H3K27.

Por fim, um estudo de PUPPIN ef a/ (2011) mostrou que os niveis de lisinas acetiladas nas
posicdes 9 e 14 da histona H3 (H3K9-K14ac) sdo significativamente mais elevados em
adenomas foliculares (FA), carcinomas papilares (PTC), carcinomas foliculares da tirdide
(FTC) e carcinomas indiferenciados (UC) do que em tecidos normais (NT). Dados

semelhantes foram obtidos quando os niveis de lisina 18 acetilada da histona H3 (H3K18ac)
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foram avaliados. A avaliagdo dos niveis de lisina 12 acetilada da histona H4 (H4K12ac)
evidenciou que apenas o adenoma folicular mostrou niveis significativamente mais elevados

em comparagdo com o tecido normal.

Esses estudos mostram que existe uma correlagdo entra as modificacdes de histonas e a
neoplasia tireoidiana. No entanto a ciéncia esta apenas comegando a entender as diversas
implicagdes dessas modificagdes. O caminho cientifico percorrido em outras neoplasias
tornam os estudos ainda nascentes em neoplasia tireoidiana uma grande promessa, ndo s6 em
termos de diagnostico, mas também na terapéutica, se tomamos as modificagdes de histonas

como potenciais alvos para inibigéo.
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3 - OBJETIVOS
L
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3 - OBJETIVOS

Nosso estudo visa avaliar o padrdo de expressdo e relevancia biologica de modificagdes de
histonas em tecidos de neoplasias tireoidianas e tireoide normal, através da imuno-

histoquimica. Para 0 momento, objetivamos:

1. Comparar a reatividade imuno-histoquimica para H4Kl12ac e H3K36me3 entre os
diferentes tumores avaliados, bem como com amostras de tireoide ndo neoplasica, com a
finalidade de esclarecer diferencas de comportamento biologico e favorecer o diagndstico

diferencial.

2. Comparar a reatividade imuno-histoquimica para H4K12ac e H3K36me3 entre carcinomas
papiliferos primérios que ndo apresentaram metastases e carcinomas papiliferos primarios
metastatizantes, com a finalidade de esclarecer diferengas de comportamento biologico e

identificar casos potencialmente mais agressivos.
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4 — MATERIAL E METODOS

Este estudo tem carater retrospectivo e analitico, com amostra de conveniéncia. Foi aprovado
pelo Comité de Etica em Pesquisa com seres humanos da Universidade Federal de

Uberlandia, conforme parecer de nimero 66983 do referido comité (CEP/UFU - Anexo I).

4.1. Definicao dos casos de interesse

Considerando os objetivos deste estudo, foram inicialmente definidos como casos de interesse
aqueles pacientes com adenomas foliculares (neoplasia tireoidiana benigna) ou com
carcinomas papiliferos (neoplasia maligna tireoidiana mais comum). Tendo em vista a
investigacdo de possiveis associagdes com altera¢des histopatologicas ou de comportamento
biologico, os carcinomas papiliferos foram ainda segregados em casos com histologia classica
ou de variante folicular, e ainda em primarios ndo metastatizantes ou metastatizantes.
Buscando ampliar a investigagdo sobre possivel influéncia no desenvolvimento e
comportamento dos diferentes tipos histologicos de neoplasias de tireoide, foram incluidos
casos de carcinomas foliculares, carcinomas oncociticos e¢ de carcinomas medulares da
tireoide (neoplasia maligna reconhecida pela maior agressividade quando comparada aos
demais carcinomas tireoidianos). Entretanto, sua pouca frequéncia impediu a composi¢do de

grupos maiores dessas neoplasias.

O rastreamento inicial desses casos foi feito por consulta aos registros de tireoidectomias
executadas pelo Servi¢o de Cirurgia de Cabeca e Pescogo (SCCP) do Hospital de Clinicas de
Uberlandia (HCU) nos anos de 2006 a 2011, correspondentes a 466 desses procedimentos.

Exceto por seis casos cujas amostras biologicas (blocos e laminas histologicas) ndo estavam
disponiveis, todos os casos foram revistos por uma patologista (Juliana Mota Pereira) com
interesse especifico em tumores de tireoide. Tal revisdo teve como objetivo primario
selecionar os casos mais representativos de cada um dos tumores previstos, segundo os
critérios mais atuais relativos ao diagnostico desses tumores (DELELLIS ¢ WILLIAMS,
2004). Durante a revisdo do material biologico disponivel, foram excluidos os casos que
apresentavam apenas um bloco em arquivo, artefatos técnicos extensos, necrose extensa, ou
ainda que eram pequenos o suficiente para serem eventualmente consumidos durante as
etapas laboratoriais do estudo. Ainda, mediante calculo amostral que considerou diferenca

estimada como significativa entre os grupos de 4 pontos no indice combinado (ver adiante),
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com desvio-padrdo de 2 pontos, poder estatistico de 60% e nivel alfa de 5%, estimou-se que o
numero de casos ideal para cada grupo deveria ser dez, com o software BioEstat 5.0. Ao final,
a casuistica selecionada para o presente estudo foi composta por noventa casos, conforme

detalhado no Quadro 4.

Quadro 4 — Distribuicdo dos casos selecionados, segundo natureza das amostras
bioldgicas, tipo histologico dos tumores e sexo dos pacientes.

Grupo N Homens Mulheres
Tireoide normal 15 0 15
Adenomas foliculares 10 2 8
Neoplasias malignas 65 13 52
Carcinoma papilifero 52 10 42
Classico 22 4 18
Folicular 20 4 16
Metastatizante 10 2 8
Carcinoma oncocitico 6 0 6
Carcinoma folicular 4 0 4
Carcinoma medular 3 3 0
Total 90 15 75

Apds a revisdo histologica, os casos selecionados tiveram suas informagdes demograficas
(sexo e idade) e clinicas (localizagdo do tumor e existéncia de metastases) extraidas de seus

registros hospitalares.

4,.2. Matrizes teciduais

Em cada caso selecionado, a patologista voltou as l1aminas histoldgicas para eleger e marcar a
area do tecido onde se encontravam as caracteristicas mais tipicas do diagnostico e a menor
quantidade de artefatos. A area assim demarcada foi utilizada como gabarito para a confec¢io
de arranjos teciduais em matriz (TMA, fissue microarray), segundo descrito por NOCITO et

al (2001) e exposto a seguir.

Dos casos selecionados, foram inicialmente extraidos cilindros de 0,6 mm de espessura dos
respectivos blocos doadores, os quais foram transferidos para um bloco receptor. Nesse bloco,

as amostras eram dispostas e identificadas segundo coordenadas (XY) alfanuméricas de
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acordo com as linhas e colunas, tendo como referéncia amostras obtidas de figado e

miométrio dispostos em um dos cantos da matriz tecidual estabelecida.

Ap6s deposito dos cilindros doadores no bloco receptor, o mesmo foi aquecido, visando a
consolidag¢do. Finalmente, foram obtidos cortes de 3um de espessura de cada matriz,
depositados em laminas recobertas com 3-aminopropiltrietoxisilano, os quais foram

submetidos a reagdes imuno-histoquimicas.

4.3. Imuno-histoquimica

Os cortes teciduais foram inicialmente desparafinados em xilol e hidratados em etanol
acrescido de quantidades crescentes de agua. Em seguida, procedeu-se a recuperagdo
antigénica com solu¢do de acido etilenodiaminotetracético (EDTA, 1mM) tamponado com
hidréxido de sodio (pH 8,0), em ciclo de 15 minutos, na cidmara eletronica de pressdo
(Decloaking Chamber NxGen — Biocare Medical, Concord, CA, USA) a 110°C e pressdo de 6
a 8PSI. Apos resfriamento e lavagem em agua destilada, foi entdo realizado o bloqueio da
atividade de peroxidase enddgena com perdxido de hidrogénio, em trés banhos de dez

minutos cada, seguidos por lavagens em agua destilada.

Na etapa seguinte, os cortes foram submetidos a trés banhos de cinco minutos cada em
solugdo-tampdo TRIS-HCI (pH 7,4), e entdo incubados com solug@o bloqueadora de reagdes
inespecificas a base de caseina (Background Snipper, Biocare Medical, Concord, CA, EUA)
por 15 minutos. Em seguida as laminas foram incubadas com os anticorpos primarios,
produzidos para deteccdo das seguintes modificacdes de histonas: H4K12ac (ABCAM,
Cambridge, Reino Unido), diluido a 1:5.000, e H3K36me3 (ABCAM, Cambridge, Reino
Unido), diluido a 1:10.000. A incubagdo foi realizada em camara iimida, por duas horas, a
temperatura ambiente. Apos lavagem em TRIS-HCI, procedeu-se a amplificacdo da reacdo
com sistema de estreptavidina-biotina-peroxidase (Starr Trek, Biocare Medical, Concord,
CA, USA). Essa consistiu inicialmente na incubag¢do com solugdo de anticorpo secundario
biotinilado, por 20 minutos, a temperatura ambiente, seguida por lavagem em solugdo de
TRIS-HC] (2 banhos de 2 minutos cada), e incuba¢do novamente por 10 minutos a

temperatura ambiente em solug@o de estreptavidina conjugada a peroxidase.

Finalmente, apos nova lavagem em TRIS-HCI, a reagdo foi revelada com a imersdo dos

cortes histologicos em solu¢do aquosa de 3.3'tetrahidrocloreto de diaminobenzidina e
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peroxido de hidrogénio, por cinco minutos, com precipita¢do resultante do pigmento oxidado,
seguido de banho em 4gua corrente por outros cinco minutos para lavagem, levando-os por

fim a contracoloragdo com hematoxilina de Harris e lavados em agua corrente.

Apos essa etapa, os cortes foram desidratados em cadeia ascendente de etanol (70%, 80%,
90% e duas vezes a 100%), diafanizados em dois banhos de xilol, sendo as laminas montadas

ao final do procedimento com laminulas de vidro e resina histologica (Precision, Cralplast,

China).

Nos ensaios foram utilizados cortes histologicos de carcinomas de mama (utilizando uma
lamina contendo esse tecido para cada reagdo) para o controle positivo e negativo da
H4K12ac e H3K36me3, sendo que, para o controle negativo houve a omissdo do anticorpo

primario.

4.4. Analise da imunomarcacéio

As reagdes imuno-histoquimicas foram avaliadas em microscépio de luz convencional (Leica
DM750). Essa analise foi feita de forma independente por trés avaliadores previamente
calibrados, que em caso de discordancia procedia uma nova avaliagdo, dessa vez em conjunto

e até o0 consenso.

Foram utilizados como critérios de analise a presengca ou ndo de reatividade, a
compartimentalizagdo da reagdo (nuclear isolada, ou citoplasmatica e nuclear concomitantes),
a intensidade de reagdo (IS) se fraca, moderada ou forte, e a propor¢do de células reativas
(PPC) em seis intervalos. As classes e os valores atribuidos a cada uma delas sdo apresentados

no Quadro 5.

Quadro 5 — Parametros, classes e valores utilizados para avaliagdo das reagdes Imuno-
histoquimicas (DETRE et al., 1995).

Classes

Variaveis
0 1 2 3 4 5 6
. De 40- De 60-
~ A _100 _ 0,
Proporgiode — Ausénciade o gor e DOS19% py5g 390040 sovede  79%de Do 80-100%
células positivas células . . de células . . . . de células
0. células positivas . células positivas células células .
(PPC) positivas positivas .. .. positivas
positivas positivas
Intensidade de Auséncia de Fraca Moderada Forto

coloragdo (IS) marcagio
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A partir dos valores obtidos nas analises de propor¢do (PPC) e intensidade (IS) de reagdo, foi
determinado um indice composto, denominado Quickscore (Ql), que seria o resultado da
multiplicagdo dos valores segundo metodologia previamente descrita (DETRE et al., 1995),

como demonstrado abaixo. As classes com valores atribuidos ao QI sdo apresentados no

Quadro 6:

QI=PPCx IS
Quadro 6 — Classes de valores utilizados para avaliagdo quickscore
(DETRE et al., 1995).
Classes
Q1

4.5. Tabulacio de resultados e analise estatistica

Optou-se pela categorizagdo dos parametros de analise das reagdes na forma especificada

abaixo:

e Compartimentalizagdo: nuclear isolada versus nuclear e citoplasméatica concomitantes.
e IS: reacdo ausente ou fraca versus moderada ou forte.
e PPC: ponto de corte correspondente ao valor médio do indice nos casos avaliados.

e QI ponto de corte correspondente ao valor médio do indice nos casos avaliados.

Finalmente, foram feitas comparag¢des probabilisticas para verificacdo de associagdes,

utilizando-se o teste exato de Fisher, com nivel de significancia estabelecido em 0,05.
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5 - RESULTADOS

Os dados demograficos dos casos selecionados sdo mostrados na Tabela 1. Houve predominio
de mulheres nos pacientes relativos as amostras de tireoide normal, adenomas e carcinomas,
na propor¢do geral de 5 para cada homem. A idade média foi de 42,9 anos, com a maior

variagdo tendo sido observada para os carcinomas.

Tabela 1 — Dados demograficos dos pacientes avaliados, agregados conforme a
natureza da amostra biologica avaliada.

Propor¢io Idade (anos)
homem:mulher Média Variagio <45 anos
Tireoide normal 0:15 412 18 — 68 66,7%
Adenomas 1:4 44.0 28 — 65 40,0%
Carcinomas 1:4 432 13-78 50,8%

Os dados individuais de cada caso, correspondentes a caracterizagdo clinico-patologica e a
reatividade imuno-histoquimica para detec¢do da acetilagdo da lisina 12 da histona 4
(H4K12ac) e a tri-metilagdo da lisina 36 da histona 3 (H3K36me3), sdo apresentados no
Anexo II. Imagens representativas da reatividade imuno-histoquimica das moléculas avaliadas

sdo apresentadas nas figuras 7 e 8.



51

Figura 9 - Reatividade imuno-histoquimica para H4K12ac em adenoma folicular (A),
carcinoma papilifero (B), carcinoma oncocitico (C), carcinoma medular (D) e tecido normal
(E) de tireoide. Técnica de estreptavidina-biotina-peroxidase, ampliag¢@o original de 500x.
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Figura 10 - Reatividade imuno-histoquimica para H3K36me3 em adenoma folicular (A),
carcinoma papilifero (B), carcinoma oncocitico (C), carcinoma medular (D) e tecido normal
(E) de tireoide. Técnica de estreptavidina-biotina-peroxidase, ampliagdo original de 500x.

Em sintese, houve deteccdo de H4K12ac e H3K36me3 em todos os casos avaliados, exceto
para dois casos (um carcinoma papilifero classico, outro de carcinoma papilifero da variante

folicular) em relagdo a H3K36me3.

Larga maioria das amostras apresentou reatividade apenas nuclear, conforme mostrado na
Tabela 2. A exce¢do ocorreu, para ambas as moléculas avaliadas, com os carcinomas

oncociticos. De fato, foi detectada associagdo entre reatividade citoplasmatica e carcinomas
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oncociticos quando comparados aos demais carcinomas, conforme mostrado nos Graficos 1 e
2. Nao houve associagdo significativa entre compartimentalizagdo da reatividade e natureza

(normal ou neoplésica; benigna ou maligna; metastatizante ou ndo) das amostras.

Tabela 2 — Distribuicdo de 90 amostras tireoidianas quanto a compartimentaliza¢io
subcelular da reatividade imuno-histoquimica para as moléculas H4K12ac e H3K36me3.

Grupo , H4K12ac H3K36me3
N C/N Ausente N C/N
Tireoide normal 15 14 1 - 13 2
Adenomas foliculares 10 9 1 - 8 2
Neoplasias malignas 65 56 9 2 45 18
Carcinoma folicular 4 4 - - 4 -
Carcinoma medular 3 3 - - 3 -
Carcinoma oncocitico 6 1 5 - - 6
Carcinoma papilifero 52 48 4 2 38 12
Variante classica 22 20 2 1 12 9
Variante folicular 20 20 1 18
Metastatizante 10 3 2 - 3 2
Todas as amostras 90 79 11 2 66 22

N — Reatividade nuclear isolada. C/N — Reatividade nuclear ¢ citoplasmatica concomitantes.
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Grafico 1 — Comparacdo entre carcinomas oncociticos e outros carcinomas de tireoide
segundo a compartimentalizagdo subcelular da reatividade para H4K12ac (p < 0,0001; teste

exato de Fisher).
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Grafico 2 — Comparagdo entre carcinomas oncociticos € outros carcinomas de tireoide
segundo a compartimentaliza¢ao subcelular da reatividade para H3K36me3 (p < 0,0002;
teste exato de Fisher).
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A frequéncia de reatividade para H4K12ac foi graduada como méxima para todas as amostras
avaliadas, conforme apresentado na Tabela 3. Houve maior heterogeneidade quanto a

reatividade para H3K36me3, como mostrado na Tabela 4; todavia sem associagdo
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significativa entre frequéncia de reatividade (casos classificados no grau 6, frente aos demais)

e natureza (normal ou neoplasica; benigna ou maligna; metastatizante ou ndo) das amostras.

Tabela 3 - Distribui¢do de 90 amostras tireoidianas quanto a propor¢do de células com
reatividade imuno-histoquimica para a molécula H4K 12ac.

Classificagdo*

Grupo 0 1 2 3 4 5 6

Tireoide normal - - - - - - 15
Adenomas foliculares - - - - - - 10
Neoplasias malignas - - - - - - 65
Carcinoma folicular - - - - - - 4
Carcinoma medular - - - - - - 3
Carcinoma oncocitico - - - - - - 6
Carcinoma papilifero - - - - - - 52
Variante classica - - - - - - 20
Variante folicular - - - - - - 20
Metastatizante - - - - - - 10
Todas as amostras - - - - - - 90

* - Segundo proporcio de células positivas (DETRE et al., 1995).

Tabela 4 — Distribui¢do de 90 amostras tireoidianas quanto a proporg¢do de reatividade imuno-
histoquimica para a molécula H3K36me3.

Classificagdo*
Grupo 0 1 2 3 4 5 6
Tireoide normal - - - - 1 2 12
Adenomas foliculares - - 1 1 - 2 6
Neoplasias malignas 2 - 1 - 2 8 52
Carcinoma folicular - - - - - 1 3
Carcinoma medular - - - - - - 3
Carcinoma oncocitico - - - - - - 6
Carcinoma papilifero 2 - 1 - 2 7 40
Variante cldssica 1 - 1 - 1 5 14
Variante folicular 1 - - - - 2 17
Metastatizante - - - - 1 - 9
Todas as amostras 2 - 2 1 3 12 70

* - Segundo proporcio de células positivas (DETRE et al., 1995).

Quanto a intensidade de reatividade para H4K12ac, houve predominio de rea¢des com
intensidade moderada, conforme apresentado na Tabela 5. Nao foi identificada associagdo
significativa entre este parametro (casos segregados entre aqueles com reagdo intensa € os
demais) e a natureza (normal ou neoplasica; benigna ou maligna; metastatizante ou ndo) das

amostras.
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Tabela 5 — Distribuicdo de 90 amostras tireoidianas quanto a intensidade de reatividade
imuno-histoquimica para a molécula H4K12ac.

G Classificagdo*

rupo Ausente Fraca Moderada Forte
Tireoide normal - 3 8 4
Adenomas foliculares - 1 5 4
Neoplasias malignas - 9 31 25
Carcinoma folicular - 1 1 2
Carcinoma medular - 1 1 1
Carcinoma oncocitico - 1 3 2
Carcinoma papilifero - 6 26 20
Variante cldssica - 2 12 8
Variante folicular - 3 7 10
Metastatizante - 1 7 2
Todas as amostras - 13 44 33

* - Segundo intensidade da reatividade (DETRE et al., 1995).

Para H3K36me3 a distribuicdo dos casos quanto a intensidade de reacdo foi novamente
heterogénea, conforme mostrado na Tabela 6. Foi identificada associagdo significativa entre a
intensidade de reag@o e natureza normal ou neoplasica em virtude de baixa propor¢ido de
casos com reagdo ausente ou fraca em tecido normal, conforme mostrado no Grafico 3. Ainda,
também foi detectada associag@o significativa entre o carcinoma oncocitico e reagdo
moderada ou intensa em comparagdo aos demais carcinomas, conforme apresentado no
Grafico 4. Finalmente, digno de nota também foi a observagdo de que todos os carcinomas

medulares mostraram reatividade fraca, de forma discrepante com os demais grupos.

Tabela 6 — Distribui¢do de 90 amostras tireoidianas quanto a intensidade de reatividade
imuno-histoquimica para a molécula H3K36me3.

Grupo, segundo intensidade de reagdo*

Grupo Ausente Fraca Moderada Forte
Tireoide normal - 2 10 3
Adenomas foliculares - 5 4 1
Neoplasias malignas 2 29 29 5
Carcinoma folicular - 2 1 1
Carcinoma medular - 3 - -
Carcinoma oncocitico - - 6 -
Carcinoma papilifero 2 24 22 4
Variante cldassica 1 11 8 2
Variante folicular 1 8 9 2
Metastatizante - 5 5 -
Todas as amostras 2 36 43 9

* - Segundo intensidade da reatividade (DETRE et al., 1995).
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Grafico 3 — Comparagdo entre amostras de tecido tireoidiano normal ¢ neoplasias de tireoide
segundo a intensidade da reatividade para a molécula H3K36me3 (p = 0.,02; teste exato de
Fisher).
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Grafico 4 — Comparagdo entre amostras de carcinomas oncociticos ¢ outros carcinomas de
tireoide segundo a intensidade da reatividade para a molécula H3K36me3 (p = 0,03; teste
exato de Fisher).
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Por ultimo, como estabelecido na metodologia, os indices combinados (Quickscore, QI)
seriam avaliados segundo um corte no valor médio dos achados, o qual foi de 13,3 para a
H4K12ac e de 9,5 para o estudo das moléculas e H3K36me3. Em fungdo disso, foram
definidos os valores de corte de 12 e de 10 para segregar as amostras e entdo compara-las
estatisticamente. Assim, identificou-se associagdo significativa entre valor de QI e natureza
normal ou neoplasica da amostra, conforme mostrado no Grafico 5, e ainda associa¢do entre

alto QI e carcinoma oncocitico, conforme apresentado no Grafico 6.

Tabela 7 — Distribuicdo de 90 amostras tireoidianas quanto o indice combinado (Quickscore,
QI) de reatividade imuno-histoquimica para as moléculas H4K12ac ¢ H3K36me3.

Indice Quickscore*

Grupo H4K12ac H3K36me3
<12 >12 <10 >10
Tireoide normal 11 4 3 12
Adenomas foliculares 6 4 6 4
Neoplasias malignas 40 25 34 31
Carcinoma folicular 2 2 3 1

Carcinoma medular

Carcinoma oncocitico 4 2 0
Carcinoma papilifero 32 20 28 24
Variante cldssica 14 8 13 9
Variante folicular 10 10 10 10
Metastatizante 3 2 5 5
Todas as amostras 57 33 43 47

* - Segundo indice QI - quickscore (DETRE et al., 1995).
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Grafico 5 — Comparagdo entre amostras de tecido tireoidiano normal e neoplasias de tireoide
segundo o indice Quickscore de reatividade para a molécula H3K36me3 (p = 0,02; teste exato

de Fisher).
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Grafico 6 — Comparagdo entre amostras de carcinomas oncociticos e outros carcinomas de
tireoide segundo o indice Quickscore de reatividade para a molécula H3K36me3 (p = 0,01;
teste exato de Fisher).
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Em sintese, ndo foram observadas diferengas importantes entre os grupos quanto a analise da
reatividade imuno-histoquimica da molécula H4K12ac, enquanto que a reatividade para
H3K36me3 variou de forma significativa das amostras de tecido normal para as de neoplasia
(que apresentaram menor reagdo), e do carcinoma oncocitico para os demais carcinomas,

onde 0s oncociticos se mostram com maior intensidade de reacéo.
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6 - DISCUSSAO

Os carcinomas de tireoide sdo, em sua maioria, iniciados por eventos genéticos bem
caracterizados, envolvendo mutagdes somaticas ativadoras nos oncogenes BRAF ou RAS, bem
como a transloca¢do de oncogenes, como RET/PTC (FAGIN, 2004). Ainda, varios genes
envolvidos no controle da proliferagio celular, invasdo tecidual, ou relacionados a
diferenciagdo da tireoide, estdo epigeneticamente silenciados no cancer de tireoide, como
RASSF 1A, PTEN, TIMP3, E-cadherin, NIS, TTF1 etc. (CATALANO, 2012). Alterag¢Ges
epigenéticas cumulativas desempenham um papel na progressdo sequencial dos indolentes
tumores de tiredide bem diferenciados para carcinomas metastatizantes (JONES e BAYLIN,
2007). Dentre os poucos estudos publicados relacionando alteragdes epigenéticas e a

neoplasia tireoidiana, ja restou demonstrado que:

1. Modificagdes de histonas, em especial a acetilagdo e a desacetilagdo, desempenham
papel importante na regulacdo de genes especificos na carcinogénese da tireoide

(KITAZONO, 2001; MITSIADES, 2004).

2. Inibidores de histona-desacetilases (HDAC) aumentam expressdo do gene NIS em
linhagens de células de cancer de tireoide, de maneira independente do fator de
transcri¢do, o que sugere o envolvimento e a importancia da acetilagdo e desacetilagdo

da histona na carcinogénese da tireoide (PUPPIN, 2005).

3. Modificagdes epigenéticas, em especial a metilagio do DNA, inibem a expressdo do
gene 17F-1 em células de carcinoma de tireoide, mas agentes desmetilantes podem
restaurar sua expressdo nessas células, o que abre a possibilidade de usar a TTF-1
como um alvo para a terapia de indugdo de diferenciagdo pelas modificacdes

epigenéticas (KONDOQO, 2009).

4. Altos niveis de expressdo de EZH2 (uma metiltransferase de histonas envolvida na
oncogénese) sdo caracteristicos do carcinoma anaplasico de tireoide, e que a inibigdo
dessa enzima resulta em inibicdo do crescimento celular, além da perda de

propriedades de crescimento, migracdo e invasdo (BORBONE, 2011).

5. Niveis de lisinas acetiladas nas posi¢des 9 e 14 da histona H3 (H3K9-K14ac) sdo
significativamente mais elevados em todas as neoplasias tireoidianas do que em
tecidos normais; o mesmo ocorrendo com a lisina 18 acetilada da histona H3

(H3K18ac). A avalia¢do dos niveis de lisina 12 acetilada da histona H4 (H4K12ac)
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evidenciou que apenas o adenoma folicular mostrou niveis significativamente mais
elevados em comparacdo com o tecido normal, o que ndo ocorreu nas neoplasias

malignas da tireoide (PUPPIN, 2011).

O presente estudo visou avaliar o padrdo de expressao e relevancia biologica de modificagdes

de histonas em tecidos tireoidianos neoplasicos ou ndo, por imuno-histoquimica.

A escolha da H4K12ac foi motivada pelo achado de PUPPIN ez a/ (2011), que observaram
niveis aumentados dessa modifica¢do no adenoma folicular, mas ndo no carcinoma folicular,
quando comparados ao tecido normal da tireoide. Como a discriminagdo entre o adenoma
(benigno) e o carcinoma (maligno) apos citologia de aspiragdo por agulha fina é por vezes
muito dificil, esse achado apontaria para um possivel uso dessa marcagdo como uma
importante ferramenta diagnostica para segregar estes dois tipos de neoplasia. Como serd
discutido adiante, os presentes resultados ndo corroboram a observagdo de PUPPIN et al
(2011), tampouco o uso da andlise imuno-histoquimica de H4K12ac como ferramenta

diagnostica entre tireoide normal, adenoma folicular e carcinoma folicular de tireoide.

A opgdo pelo estudo de H3K36me3 foi motivada por observagdes anteriores de que essa
variante da histona H3 revelou ser uma marca de areas transcricionalmente ativas
(BANNISTER e7 al. 2005, CHANTALAT, 2011, BLACK ef al., 2012, NAG 2013), est4
relacionada com reparagdo do DNA durante sua replicagdo (LI ef al, 2013) e também esta
emergindo como um importante regulador epigenético de crescimento e diferenciacdo celular
(VEZZOLI, 2010). Portanto sua baixa expressdo pode estar mais relacionada com mutacdes e

neoplasias.

Nossos resultados mostraram que a reatividade citoplasmatica de H4K12ac ou de H3K36me3
diferenciou os carcinomas oncociticos das demais lesdes. As células que formam esses
tumores (oncodcito ou célula de “Hurttle”) se diferenciam pela grande quantidade de
mitocondrias, que preenchem todo o citoplasma quando observadas a microscopia eletronica
de transmissdo (CANNON 2011). A primeira vista poderia se supor que a reatividade
citoplasmatica estaria ligada ao DNA mitocondrial (mDNA). Todavia, o mDNA ¢ desprovido
de histonas, e por isso possui um limitado sistema de reparacdo, levando-o a sustentar um
nivel de dano 10 vezes maior que o DNA nuclear (HSU, 2013). Em estudo recente foi
demonstrado que tanto histonas do nucleo octaméricoquanto de ligacdo se encontram
fortemente aderidas a membrana externa da mitocondria (CASCONE, 2012). Essa ligagdo

influencia a fung@o mitocondrial, resultando em liberagdo rapida e maci¢a do citocromo C,
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indicando que as histonas do nucleo podem aumentar a permeabilidade da membrana externa
mitocondrial. Esse mesmo estudo levanta a possibilidade que as histonas podem estar
envolvidas diretamente na sinalizagdo apoptotica entre as mitocondrias e o nucleo e que esta
funcdo ndo seria restrita a eventos de estresse genotoxico, mas se estenderia a outras formas
de danos do genoma (OKAMURA, 2008; KONISHI, 2003). Portanto, ¢ possivel que a
marcagdo citoplasmatica no carcinoma oncocitico esteja relacionada ao seu conteudo
mitocondrial e consequente presenca de histonas em suas membranas, o que poderia explicar

outro achado.

Ainda sobre o carcinoma oncocitico, foi observada associag@o significativa entre esse tumor e
reatividade moderada ou intensa para H3K36me3, em compara¢do com os demais carcinomas
refletida também na comparacdo do indice QI da reatividade dessa molécula. Considerando
novamente a quantidade de mitocondrias nas células desse tumor, é provavel que a
reatividade mais intensa a H3K36me3, tenha a mesma motivac¢do, o que também faz supor a

grande presenca de H3 no citoplasma do oncécito.

A literatura atesta a associacdo de baixos indices de acetilagdo de histonas e piores
prognosticos no cancer. Na avaliagdo por imuno-histoquimica, carcinomas de mama de
subtipos que configuram os piores prognosticos apresentam niveis moderados a fracos de
marcagdo para residuos de lisina acetilados, dentre as quais H4K12ac (ELSHEIKH, 2009).
Em céncer de pulméo — predominantemente em adenocarcinomas — ha evidente diminui¢ao
da acetilagdo da H4K12 em relag@o ao tecido normal, que mostra padrdo de marca¢do mais
intenso para essa modificagdo (VAN DEN BROEK, 2008). Menor intensidade de marcag@o
para acetilagdo em residuos de lisina de histonas estdo associados a recidiva e pior

prognosticos em neoplasias de prostata, pulméo e rim (SELIGSON, 2009).

No presente estudo, a reatividade para a molécula H4K12ac foi homogeneamente acentuada
em todos os tumores. Além disso, ndo teria sido possivel estabelecer uma relagdo entre
reatividade e diferenciacdo tumoral, visto que ndo temos entre nossas amostras, casos de
carcinoma pouco diferenciados ou indiferenciados. Tais casos sdo reconhecidamente raros
(SOBRINHO, 2007). Cabe ressaltar que nossos achados, com marcagdo acentuada em todos
os tecidos, ndo coincidem com os encontrados por PUPPIN ef a/ (2011), onde a marcagdo
imuno-histoquimica para a H4K12ac se mostrou mais intensa nos adenomas foliculares, mas
ndo no carcinoma folicular. Ambos estudos se utilizam da mesma metododologia, 0 mesmo

anticorpo policlonal de coelho anti-histona H4K12ac, com pequenas diferencas técnicas.
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No presente experimento os espécimes foram incubados com o mesmo anticorpo relatado por
PUPPIN et al (2011), porém diluido a 1:5000 por duas horas em camara umida e temperatura
ambiente; no experimento de PUPPIN e a/ (2011) o anticorpo foi diluido a 1:100 e incubado
overnight a 4°C. Em principio espera-se resultado semelhante entre as duas técnicas, uma vez
que o menor tempo de exposi¢do de uma técnica € compensado pela temperatura mais alta (a
ambiente) que favorece uma maior marcagdo. A avaliagdo da imunomarcacdo foi feita de
modo semelhante, pois em ambos os estudos foi utilizada a metodologia de classifica¢do por
scores envolvendo a intensidade de marcag¢do e o percentual de células marcadas, e no
minimo dois observadores realizando a estratificagdo dos casos. No entanto, aquele grupo
utilizou o H-Score (histo-sore) (McCARTY, 1985 apud PUPPIN 2011 e ELSHEIKH, 2009),
enquanto nos utilizamos o QI (quickscore) (DETRE, 1995). A diferenca entre os dois
métodos reside no intervalo de resultados possiveis, que no H-score € de 0 a 300, enquanto no
QI é de 0 a 18. Contudo a comparagdo entre os dois métodos e avaliagdo da equivaléncia entre
eles ja foi realizada (DETRE, 1995), sendo que néo foi observada vantagem na utiliza¢do do
intervalo maior do H-sore. Apesar das diferengas técnicas, que ndo se mostram relevantes,
podemos afirmar que nossos resultados ndo validam a possibilidade de utilizagdo dessa
marcagdo (H4K12ac) como meio de distingdo entre adenomas e carcinomas foliculares, uma

vez que ndo evidenciamos diferengas na marca¢do para essa molécula entre os dois grupos.

Diferente da marcagdo para H4K12ac, onde havia clara uniformidade entre as amostras, na
marcagdo para H3K36me3 observamos maior heterogeneidade na propor¢do de marcacio
(com franco predominio das altas frequéncias). No entanto, apesar da heterogeneidade dos
achados, isso ndo se traduziu em diferengas significativas na propor¢do das marcagdes entre

os diversos tecidos estudados nos testes estatisticos aqui utilizados.

No entanto, a propor¢do de casos com reatividade moderada ou intensa para H3K36me3 foi
significativamente maior no tecido normal que nas amostras neoplasicas, fato que se refletiu
também em maior propor¢do de amostras de tireoide normal com QI superior a 12. Esses
achados s@o coerentes com a literatura, tendo em vista o atual entendimento do papel

desempenhado por essa marca de histonas no DNA.

A H3K36me3 foi mapeada no genoma de varios organismos e, como ja citamos, revelou ser
uma marca de areas transcricionalmente ativas (BANNISTER er al. 2005, CHANTALAT,
2011, BLACK et al., 2012, NAG 2013). Recentemente um estudo demonstrou que ela regula
a reparagdo de incompatibilidade do DNA humano (LI ef a/, 2013). Essa reparagdo, referida
na literatura pela sigla MMR (mismatch repair), garante a fidelidade do DNA corrigindo
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inadequagdes geradas durante sua replicagdo. Em uma revisdo, LI (2013) demonstrou que a
H3K36me3 € necessaria in vivo para recrutar proteinas de reconhecimento de
incompatibilidade na cromatina. A abundancia de H3K36me3 nas primeiras fases da
replicagdo do DNA (Gl e S) assegura o processo. A falta da enzima que catalisa a
trimetilagdo de H3K36 leva ao aparecimento de instabilidades microssatélites (MSI) no
genoma e uma frequéncia elevada de mutagdes espontaneas. O trabalho de LI er a/ (2013)
revelou que a H3K36me3 regula a MMR em células humanas e pode explicar um enigma de
longa data das células cancerosas com instabilidade microssatélite, sem que apresentem

mutagdes em genes da MMR.

Estudos evidenciando neoplasia associada a mutagdes de genes da MMR ja foram publicados,
mais especificamente o cancer colo-retal ligado a sindrome de Lynch (HSIEH E YAMANE,
2008; BOLAND, 1998; SOREIDE, 2007, POULOGIANNIS, 2010). Isso mostra que ¢
plausivel supor que a perda de fungdo da MMR por alteragdes epigenéticas, como da
diminui¢do da expressdo da H3K36me3 nos tecidos neoplasicos tireoidianos, possa estar de

alguma forma ligada a tumorigénese tireoidiana.

Por fim, foi notdvel a observagdo que todos os carcinomas medulares apresentaram fraca
reatividade a H3K36me3, diferente da maioria dos outros carcinomas, ao passo que a
marcagdo para H4K12ac se mostrou moderada e forte, como os outros carcinomas. Como ja
citado, a menor expressdo de H3K36me3 estd correlacionada com a menor fungdo da MMR,
aparecimento de instabilidades microssatélites e maior quantidade de mutagdes espontaneas
(LT, et al, 2013). Como o carcinoma medular ¢ considerado o de pior prognosticos entre os
carcinomas diferenciados da tireoide (HAMMING, 1989), € possivel que a menor reatividade
para essa histona esteja ligada ao seu comportamento mais agressivo. Estudos posteriores e

com casuistica maior sdo necessarios para conclusdes mais definitivas.
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7 — CONCLUSOES

Reatividade imuno-histoquimica para H4K12ac ¢ um evento observado em todas as amostras
de tireoide normal, adenomas e carcinomas de tireoide, de forma disseminada nas células
parenquimatosas. Portanto, ndo € possivel utilizar o estudo dessa modificagdo de histonas

como um marcador diagnostico para neoplasia tireoidiana.

Reatividade imuno-histoquimica para H3K36me3 € um evento observado na grande maioria
das amostras de tireoide normal, adenomas e carcinomas de tireoide, com variagdo na
propor¢do de células reativas e na intensidade de marcacdo. Essa ultima € maior no tecido
normal em comparagdo as neoplasias, fato que aponta para um possivel papel dessa marca de

histona na tumorigénese tireoidiana.

A reatividade imuno-histoquimica para H4K12ac e para H3K36me3 ¢ observada usualmente
como marcagdo nuclear restrita, exceto nos carcinomas oncociticos, em que sempre ocorre
marcagdo citoplasmatica. Marcagdes mais intensas de H3K36me3 sdo também mais comuns
em carcinomas oncociticos. A associagdo dessas histonas & membrana mitocondrial pode ser o

evento que determina tais diferencgas.

Este foi o primeiro estudo a examinar a metilagdo de residuos de histonas em tecidos
tireoidianos. Nossos dados apontam para participagdo da H3K36me3 no desenvolvimento de
neoplasias tireoidianas, embora ndo seja possivel apresentar conclusdes definitivas. Esses
achados abrem um campo a ser mais explorado, encorajando a realizacdo de estudos

complementares em especial no estudo da metilagdes de histonas para a tireoide.
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Apresentagao do Projeto:

A avaliacdo de mecanismos epigenéticos tem ganho cada vez mais atencdo nos estudos sobre o
desenvolvimento dos canceres de tiredide. Nesse sentido, existe muito pouca informacédo sobre as
consequéncias da modificacdo de histonas na carcinogénese de tiredide - uma das principais formas de
controle epigénico da expressao génica. Assim, o presente estudo busca obter dados que contribuam para o
esclarecimento do papel da modificacdo global de histonas durante o processo de progressao tumoral dos
carcinomas de tiredide, contnbuindo para o refinamento do processo de diagnostico, mediante a identificacdo
de marcadores de comportamento agressivo. Serao investigados casos de carcinoma papilifero, adenomas
foliculares, carcinoma folicular ou carcinoma anaplasico, além de tecido tireoideano normal adjacente aos
tumores. Para caracterizacdo da amostra e posterior analise estatistica, de cada caso serdo recuperadas
informacdes demograficas dos pacientes (sexo e idade), bem como dados clinicos (localizacéo anatdmica,
tamanho, sinais e sintomas, ocorréncia de metastases a distancia). Mediante analise de laminas histologicas
recém preparadas e coradas em hematoxilina e eosina, deverao ser verificadas as caracteristicas histologicas
de interesse para o estudo, a saber: tipo histolégico, subtipo (para o carcinoma papilifero: formas classica e
variantes), multifocalidade, encapsulamento / invasao capsular, invasao linfonodal, invasao pernneural, invasao
vascular, contagem de mitoses, e extensdo extiratireoideana. Matrizes teciduais serdo construidas e
posteriormente utilizadas para as analise imunoistoquimicas para identificacdo de altera¢c6es especificas de
histonas (H3K4me, H3K4me2, H3K18ac, )

H3K9ac, H3K9me, H3K9me3, H3k14ac, H4K20me3, H3K4me3, H4K12ac, H3K27me2, HP-1). Indices de
marcac¢éo para cada grupo de interesse serdo comparados entre si e, para o carcinoma papilifero, também com
fatores clinicos e patol6gicos atualmente utilizados como definidores de comportamento biologico.

METODOS

Serdo investigados casos diagnosticados entre 2006 e 2011 como carcinoma papilifero, adenomas foliculares,
carcinoma folicular ou carcinoma anaplasico, alem de tecido tireoideano normal adjacente aos tumores. O
primeiro é a lesdo de interesse especifico por se tratar do tipo mais frequente, e as demais serdo avaliadas
para fins de comparacdo em termos de cito e histodiferenciacio, alem de agressividade tumoral (especialmente
0 adenoma folicular e o carcinoma anaplasico, antipodas em termos de comportamento biolégico).

CALCULO AMOSTRAL

Dados ja publicados na literatura, indica a necessidade de avaliacdo de 10 casos por grupo para comparacao
adequada entre eles (diferenca minima significativa de 50 pontos no indice de reatividade, desvio-padrao de 25
pontos, cinco grupos de amostras, e nivel alfa de 0,01). Para o carcinoma anaplasico, reconhecidamente raro,
todos os casos disponiveis deverdo ser avaliados. Total de amostras: 40.

FONTES DE PESQUISA

Todas as fontes de matenal e informacao necessarios ao estudo serdo provenientes de arquivo do Hospital de
Clinicas da Universidade Federal de Uberlandia. Os casos de interesse serao identificados por consulta aos
registros de pacientes em acompanhamento pelo Servico de Cirurgia de Cabeca e Pescoco, disponiveis no
proprio servico. Informagdes demograficas e clinicas serio obtidas dos registros hospitalares, enquanto que os
dados histopatolégicos e os ensaios imunoistoquimicos serdo obtidos pela avaliacdo de laminas e blocos,
respectivamente, provenientes dos mesmos
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arquivos, e que foram obtidos mediante protocolos clinicos necessarios para diagnostico das lesdes, os quais
foram totalmente independentes do protocolo aqui apresentado. Para caracterizacdo da amostra e posterior
analise estatistica, de cada caso serdo recuperadas informagtes demograficas dos pacientes (sexo e idade),
bem como dados clinicos (localizacdo anatdmica, tamanho, sinais e sintomas, ocorréncia de metastases a
distancia).

AVALIACAO HISTOLOGICA

As caracteristicas histologicas de interesse para o estudo a saber: tipo histologico, subtipo (para o carcinoma
papilifero: formas classica e variantes), multifocalidade, encapsulamento / invasao capsular, invasao linfonodal,
invasdo perineural, invasdo vascular, contagem de mitoses, e extenséo extratireoideana.

ENSAIOS IMUNOISTOQUIMICOS

Cortes parafinados das matrizes teciduais com 3micrometros de espessura serdo submetidos a recuperagao
antigénica com solu¢do de acido citrico em forno de microondas. Sera entéo realizado o bloqueio da atividade
de peroxidase enddgena, seguida por incubacdo com 0s anticorpos primarios, produzidos contra as seguintes
formas de histonas: H3K4me, H3K4me2, H3K18ac, H3K9ac, H3K9me, H3K9me3, H3k14ac, H4K20me3,
H3K4me3, H4K12ac, H3K27me2, bem como contra a proteina HP-1. Apds a incubacdo com os anticorpos
primarios, os cortes serdo incubacos com sistema de amplificacdo conjugado com peroxidase. Em seguida, a
reacao sera revelada com substrato cromogénico pré-diluido (3¢3 diaminobenzidina, Sigma), seguido por
contracoloracdo com hematoxilina de Harris e montadas com balsamo do Canada. Cada caso devera ser
classificado como reativo ou néo reativo para os marcadores de interesse, e para os casos positivos devera
haver ainda estimativa do numero de células reativas.

Criténo de Incluséo:
Serdo incluidos inicialmente todos os casos diagnosticados (DelLellis e Williams, 2004) como carcinoma
papilifero, adenomas foliculares, carcinoma folicular ou carcinoma anaplasico, nos anos de 2006 a 2011.

Cniténo de Excluséo:

O material a ser utilizado consiste em blocos de tecido provenientes de biopsias, 0s quais sdo arquivados por
determinacéao legal (Conselho Federal de Medicina / Parecer-Consulta 27 de 1994; Sociedade Brasileira de
Patologia / Parecer 62 de 2006) que prevé a possibilidade de se fazer necessaria revisdo diagnostica mediante
avaliacdo do material arquivado. Dessa forma, serdo excluidos todos os casos cujo material (blocos
histopatolégicos) ndo seja suficiente para execucédo dos ensaios imunoistoquimicos e posterior preservacao
para revisio diagnostica, se necessaria.

Analise estatistica

A marcac¢ao imunoistoquimica de cada antigeno de interesse sera descrita por medidas de frequéncia absoluta
e percentual (por categorias), bem como com medidas de tendéncia central (média, desvio-padrdo e vanacao).
Para fins analiticos, conforme as metas apresentadas no item 2, a compara¢ao dos indices médios de
marcacgao entre os diferentes tipos de tumores sera empregado teste de Kruskal-Wallis com pés-teste de Dunn.
Para a comparacao das diferentes moléculas em cada um dos tumores, a analise devera ser inicialmente
exploratéria e descritiva para identificar possiveis alteracdes na expressao (aumento ou diminui¢io),seguindo-
se por teste de qui-quadrado para verificacdo de possiveis associa¢des entre reatividade e caracteristicas
clinicas e histopatoldgicas. Serdo consideradas significativas apenas aquelas associagdes cuja probabilidade
de terem

sido obtidas ao acaso seja inferior a 5%. Todas as analises serdo realizadas com o emprego do software
GraphPad Prism 5.0.

Objetivo da Pesquisa:

Objetivo Primario

Obter dados que contribuam para o esclarecimento do papel da modificagdo global de histonas durante o
processo de progressao tumoral dos carcinomas de tireoide. Se possivel, contribuir para o refinamento do
processo de diagnostico, mediante a identificacdo de marcadores especificos de comportamento agressivo.

Avalia¢ado dos Riscos e Beneficios:

Riscos:

O risco previsto é 0 de quebra de sigilo quanto a informagodes arquivadas. Para evita-lo, a equipe proponente se
compromete a manter todas as informagées pessoais dos pacientes codificadas de tal forma que nao seja
permitida identificacdo pessoal, e além disso manter todos os dados individuais
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sob posse apenas da propria equipe proponente, especificamente sob responsabilidade do Pesquisador
Principal. Como n&o havera
nenhum contato direto com os pacientes, ndo se prevé risco ou desconforto fisico a partir deste estudo.

Beneficios:

O conhecimento sobre modificacées de histonas tem sido considerada muito importante em diversas
neoplasias malignas, e seu estudo em carcinomas de tiredide pode trazer informacdes importantes para a
compreenséo da biologia e da progressao tumoral, com perspectivas de melhoria nos procedimentos atuais de
diagnéstico e tratamento dessa doenca.

Comentarios e Consideragées sobre a Pesquisa:

Trabalho bem elaborado, bem delineado, com importancia cientifica.

Consideragoes sobre os Termos de apresentagao obrigatoria:

Apresenta todos os termos obrigatorios.

Recomendagoes:

Néao ha.

Conclusées ou Pendéncias e Lista de Inadequagoes:

Protocolo aprovado.

Situagao do Parecer:

Aprovado

Necessita Apreciagao da CONEP:

Néo

Consideragées Finais a critério do CEP:

Data de entrega de relatério final: junho de 2013.

OBS.: O CEP/UFU LEMBRA QUE QUALQUER MUDANCA NO PROTOCOLO DEVE SER INFORMADA
IMEDIATAMENTE AO CEP PARA FINS DE ANALISE E APROVACAO DA MESMA.

Onentagdes ao pesquisador

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

¢ O pesquisador deve desenvolver a pesquisa conforme delineada no protocolo aprovado e descontinuar o
estudo somente apds analise das razdes da descontinuidade pelo CEP que o aprovou (Res. CNS Item [11.3.2),
aguardando seu parecer, exceto quando perceber risco ou dano néo previsto ao sujeito participante ou quando
constatar a superioridade de regime oferecido a um dos grupos da pesquisa (Item V.3) que requeiram a¢ao
imediata.

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

¢, Eventuais modificagcdes ou emendas ao protocolo devem ser apresentadas ao CEP de forma clara e sucinta,
identificando a parte do protocolo a ser modificada e suas justificativas. Em caso de projetos do Grupo | ou Il
apresentados anteriormente a ANVISA, o pesquisador ou patrocinador deve envia-las
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também a mesma, junto com o parecer aprobatério do CEP, para serem juntadas ao protocolo inicial
(Res.251/97, item 111.2 e). O prazo para entrega de relatéorio é de 120 dias apo6s o término da execuc¢do prevista
no cronograma do projeto, conforme norma.

04 de Agosto de 2012

Assinado por:
Sandra Terezinha de Faras Furtado
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Anexo II — Dados clinicos e resultados da analise da imuno-histoquimica para as

modificac¢des de histonas H4K12ac e H3K36me3 em neoplasias da tireoide.

Dados Clinicos H4K12ac H3K36me3
Caso Grupo Idade  Sexo Localizacfo PPC IS QS Localizagfo PPC IS QS
1 Adenoma 53 F N 6 3 18 N 2 1 2
2 Adenoma 48 M N 6 3 18 N 6 1 6
3 Adenoma 28 M N 6 2 12 N 5 2 10
4 Adenoma 65 F N 6 2 12 N 3 1 3
5 Adenoma 55 F C/N 6 2 12 C/N 6 2 12
6 Adenoma 28 F N 6 2 12 C/N 6 2 12
7 Adenoma 31 F N 6 3 18 N 5 1 5
8 Adenoma 47 F N 6 2 12 N 6 3 18
9 Adenoma 33 F N 6 1 6 N 6 1 6
10 Adenoma 52 F N 6 3 18 N 6 2 12
11 Ca Folicular 31 F N 6 1 6 N 5 2 10
12 Ca Folicular 47 F N 6 2 12 N 6 1 6
13 Ca Folicular 18 F N 6 3 18 N 6 3 18
14 Ca Folicular 44 F N 6 3 18 N 6 1 6
15 Ca Medular 66 M N 6 3 18 N 6 1 6
16 Ca Medular 48 M N 6 1 6 N 6 1 6
17 Ca Medular 28 M N 6 2 12 N 6 1 6
18 Ca Oncocitico 66 F C/N 6 1 6 C/N 6 2 12
19 Ca Oncocitico 51 F C/N 6 2 12 C/N 6 2 12
20 Ca Oncocitico 72 F C/N 6 3 18 C/N 6 2 12
21 Ca Oncocitico 40 F C/N 6 3 18 C/N 6 2 12
22 Ca Oncocitico 54 F N 6 2 12 C/N 6 2 12
23 Ca Oncocitico 37 F C/N 6 2 12 C/N 6 2 12
24 CP ¢/ Metastase 23 F N 6 2 12 N 6 2 12
25 CP ¢/ Metastase 48 F N 6 2 12 N 6 1 6
26 CP ¢/ Metastase 64 M C/N 6 2 12 C/N 6 2 12
27 CP ¢/ Metastase 23 F N 6 3 18 N 6 2 12
28 CP ¢/ Metastase 78 F N 6 2 12 C/N 6 2 12
29 CP ¢/ Metastase 44 M N 6 2 12 N 6 1 6
30 CP ¢/ Metastase 23 F N 6 3 18 N 6 1 6
31 CP ¢/ Metastase 23 F N 6 2 12 N 6 2 12
32 CP ¢/ Metastase 21 F N 6 3 18 N 6 1 6
33 CP ¢/ Metastase 45 F C/N 6 1 6 N 4 1 4
34 CP Classico 70 F N 6 2 12 C/N 6 2 12
35 CP Classico 77 F N 6 2 12 C 6 1 6
36 CP Classico 49 M N 6 3 18 N 6 2 12
37 CP Classico 16 F N 6 2 12 N 5 1 5
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83 Tir. Normal 68 F N 6 3 18 N 6 2 12
84 Tir. Normal 47 F N 6 2 12 N 6 2 12
85 Tir. Normal 44 F N 6 2 12 N 6 2 12
86 Tir. Normal 45 F N 6 3 18 C/N 6 1 6
87 Tir. Normal 44 F N 6 0 N 6 3 18
88 Tir. Normal 52 F N 6 1 6 N 4 1 4
89 Tir. Normal 38 F N 6 3 18 N 6 3 18
90 Tir. Normal 43 F N 6 2 12 N 5 3 15

Ca — carcinoma. CP — carcinoma papilifero. Tir - Tireoide. F — feminino. M — masculino. N — ntcleo. C/N —
citoplasma ¢ nucleo. PPC — proporgio de células positivas. IS - Intensidade da coloragdo. QS — quick score

index.



