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RESUMO

O cancer de tiredide ¢ a neoplasia maligna enddcrina mais comum e corresponde a até 2% de
todos os canceres. Nas ultimas décadas a sua incidéncia vem aumentando em todo o mundo,
especialmente as custas do carcinoma papilifero (CPT). Embora a mortalidade por CPT seja
considerada baixa, uma minoria de casos pode ter um comportamento agressivo com rapida
evolucdo para o obito. Cerca de 10 a 15% das pungdes aspirativas por agulha fina falham em
separar lesOes tireoidianas benignas de malignas. Em alguns desses casos, mesmo o
diagnostico por biopsia pode ser dificil. Nos ultimos anos, inimeros estudos tém mostrado
evidéncias de que alteragdes epigenéticas, tais como modificagdes pods-traducionais de
histonas, contribuem para o surgimento e a progressdo de varios tipos de cancer. A partir
desses pressupostos, o presente estudo teve como objetivo avaliar o papel da forma
fosforilada da serina 10 da histona 3 (H3S10p) no cancer de tiredide, especialmente no CPT,
de forma a, se possivel, contribuir para o refinamento do processo de diagndstico e para a
predi¢ao do comportamento dos tumores tireoidianos. Assim, através da técnica de imuno-
histoquimica, investigou-se a expressdao de H3S10p em 14 amostras de tiredide normal, em 10
casos de adenomas foliculares e em 61 casos de carcinomas tireoidianos (papiliferos,
foliculares, oncociticos e medulares), sendo 48 casos de CPT, com énfase na comparagao com
os achados histopatologicos deste ultimo. Cada reacdo foi avaliada de forma qualitativa e
quantitativa através do indice Quickscore. Foi verificado que houve uma reducao gradativa da
reatividade para H3S10p da tiredide normal para os adenomas, e desses para os carcinomas,
de forma que casos com reatividade baixa ou ausente predominaram nas neoplasias malignas.
Todavia, o uso dessa associagdo como ferramenta auxiliar ao diagnostico ndo pode ser tomada
como absoluta frente a existéncia de casos ndo reativos dentre as amostras de tiredide normal
e de adenomas. Nao houve diferenga significativa nos indices de Quickscore entre os
diferentes tipos histologicos de carcinomas. Ndo se identificou nenhuma associa¢do
significativa entre a reatividade para H3S10p e os parametros clinicos e histopatolédgicos,
exceto a faixa etdria. Tais resultados apontam para uma provavel contribui¢ao da fosforilagao
de H3S10 para a carcinogénese tireoidiana. Fica evidente ainda a contribuicao que a avaliagdo
das modificagdes de histonas pode trazer para a compreensdao do desenvolvimento e

progressdo de tumores.

Palavras-chave: cancer de tiredide, modificagdes de histonas, phosphohistone H3



ABSTRACT

Thyroid cancer is the most common endocrine malignancy and accounts for almost 2% of all
cancers. Its incidence has been increasing over the last decades worldwide, especially because
of the papillary thyroid carcinoma (PTC). Even though the mortality of PTC is low, a few
cases show an aggressive behavior leading rapidly to death. Among 10 and 15 % of fine
needle aspiration cytologies fail in distinguishing between benign thyroid lesions from
malignant ones. In some cases, even the diagnosis from a biopsy can be difficult. In the last
years, countless studies have emerged to show evidences of epigenetic changing
contributions, such as post translational modification of histones, in the development and
progression of various cancer types. Based on these assumptions, the present study aimed at
assessing the role of the histone H3 phospho S10 (H3S10p) in thyroid neoplasm, in order to
determine its contribution in establishing a precise diagnosis and also a behavioral prediction.
For this, an immunohistochemistry tool was needed to investigate H3S10p expression in 14
samples of normal thyroid tissue, 10 cases of follicular adenomas and 61 cases of thyroid
carcinomas (papillary, follicular, oncocytic and medullary) including 48 samples of PTC,
emphasizing in the comparison of histopathological findings in PTC cases. Each reaction was
analyzed qualitatively and quantitatively by using Quickscore index. The current study
showed a gradual decrease in H3S10p reactivity from normal thyroid to adenomas, and from
these to carcinomas, thus showing a low or absent reactivity in malignant cases. However, the
use of this association as an auxiliary tool in thyroid cancer diagnosis cannot be taken as an
absolute rule, since we also found negative reactivity in normal thyroid and adenomas. There
was no significant difference in Quickscore findings among all histological types of
carcinomas. There was also no significant association between H3S10p reaction and clinical
and histopathological parameteres, except for age. These results just point out to the
involvement of the H3S10 in thyroid carcinogenesis. In addition, it becomes evident that the
histone modification assessment in understanding of tumor carcinogenesis is surely

interesting.

Key words: thyroid cancer, histone modifications, phosphohistone H3
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1. INTRODUCAO

A puncgido aspirativa por agulha fina (PAAF) é considerada um exame de primeira linha na
avaliagdo de nodulos tireoidianos. E um método sensivel que tem grande utilidade na triagem
inicial dos pacientes, separando as lesdes benignas das demais e reduzindo enormemente as
cirurgias desnecessarias (SINNA e EZZAT, 2012). Entretanto, cerca de 10 a 15% das PAAF
falham em separar lesdes tireoidianas benignas de malignas (GROGAN, MITMAKER e
CLARK, 2010). Além disso, mesmo em biopsias, o diagnostico diferencial entre a variante
folicular do carcinoma papilifero de tiredide (VFCPT), o carcinoma folicular de tiredide

(CFT) e o adenoma folicular pode ser um desafio para o patologista (LIVOLSI, 2011).

Diagnosticar um adenoma folicular em vez de um carcinoma papilifero de tiredide (CPT)
pode ser desastroso quando se leva em consideragdo que uma pequena parte desses
carcinomas pode ter comportamento agressivo e possuir prognéstico bastante desfavoravel.
Estudos imuno-histoquimicos e moleculares ainda ndo conseguiram resolver definitivamente
essa questdao (AL BRAHIM e ASA, 2006; LIVOLSI, 2011). Por isso, a descoberta de um
marcador molecular confidvel que diferencie essas lesdes seria de grande utilidade para o

diagndstico e tratamento do cancer de tiredide.

Ainda, a possibilidade de se encontrar um marcador molecular que separe os CPT agressivos
dos demais ¢ motivadora. A existéncia de um marcador confidvel de prognostico seria de
grande importancia na defini¢do da abordagem cirtrgica e pos-cirtrgica dos casos de CPT,
evitando assim cirurgias agressivas desnecessarias para casos de menor risco e tratando

adequadamente os casos com alto potencial de recidiva e evolucao para dbito.

Por tudo isso, ¢ extremamente instigante a possibilidade de se identificar alteragdes
moleculares confidveis que possam distinguir os nodulos tireoidianos benignos dos malignos,
bem como marcadores que possam identificar os tumores malignos com maior potencial de
agressividade. Nesse contexto, a pesquisa epigenética surge como uma grande promessa
dentro dos esforcos constantes em se melhorar o manejo dos tumores tireoidianos (GROGAN,

MITMAKER e CLARK, 2010).

Na literatura, existem ainda muito poucas informacdes sobre as modificacdes de histonas e
sua relacdo com o cancer de tiredide (CATALANO FORTUNATI e BOCCUZZI, 2012).
Recentemente, apenas um estudo descreveu a relevancia da acetilagdo de histonas nessas

doengas (PUPPIN et al., 2011), ndo havendo ainda relatos sobre a relacao entre fosforilagao
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da histona H3 e cancer tireoidiano. Portanto, vislumbra-se um amplo e promissor campo de

trabalho especifico para as neoplasias da tiredide.

O presente estudo visou avaliar o padrao de expressao e a relevancia bioldgica de um tipo de
modifica¢dao de histona em tecidos de neoplasias tireoidianas e tiredides normais, através da
técnica de imuno-histoquimica, com o intuito de esclarecer o papel dessa modificacdo no
cancer de tiredide, especialmente nos CPT e, se possivel, contribuir para o refinamento do
processo de diagnostico, mediante a identificagdo de possiveis marcadores especificos para
essas neoplasias e para a agressividade das mesmas, com énfase na comparacao com achados

histopatologicos.
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1. A glandula tireéide
2.1.1. Anatomia macroscopica e microscopica

Localizada na regido cervical anterior inferior, no nivel das vértebras C5-C7, a tiredide ¢ uma
glandula endocrina constituida por dois lobos unidos por um istmo, cujo peso varia entre 15 e
25g. Possui coloragdo variando entre vermelho e marrom, e ¢ revestida por delicada capsula
de tecido conjuntivo frouxo. Seus lobos repousam sobre cada lado da traqueia e da laringe,
enquanto o istmo se posiciona a frente das mesmas, abaixo do nivel da cartilagem cricdide.
Cada lobo tem um formato conico, convexo na face anterior e nas laterais, com o apice
apontando para cima e para trds e a base dirigida para baixo e medialmente.
Aproximadamente 40% dos individuos tem um lobo piramidal, um remanescente da porcao
inferior do ducto tireoglosso, que parte do istmo superiormente e pode estar conectado ao 0sso
hi6ide por uma faixa de tecido conjuntivo fibroso (ROSAI, CARANGIU e DELELLIS, 1992;
BIDDINGER, 2012).

A vascularizagdo da tiredide € rica e deriva de ramos das artérias cardtidas externas e
subclavias, as artérias tiredideas superior e inferior, respectivamente. Sua drenagem venosa se
da pelas veias tiredideas superior, média e inferior, que drenam para as veias jugulares
internas e braquiocefalicas. A drenagem linfatica da tiredide ¢ representada pelos linfonodos
pericapsulares, pré-laringeos, pré-traqueais, paratraqueais, jugulares internos, retrofaringeos,
retroesofagicos e os da cadeia do nervo laringeo recorrente (ROSAI, CARANGIU e
DELELLIS, 1992; CARANGIU, 2007).

A unidade fundamental da tiredide ¢ o foliculo, uma estrutura arredondada revestida por uma
unica camada de células epiteliais foliculares que repousa sobre uma membrana basal. No
interior de cada foliculo, encontra-se um material viscoso (coldide) constituido principalmente
por proteinas secretadas pelas células foliculares, dentre elas a tireoglobulina, precursora dos
hormonios tiroxina e triiodotironina (CARANGIU, 2007; BIDDINGER, 2012). A tire6ide
ainda possui um segundo tipo celular: as células C ou parafoliculares, localizadas no espago
interfolicular. Essas células derivam da crista neural e sintetizam calcitonina, hormoénio que

participa do metabolismo do célcio (JUNQUEIRA e CARNEIRO, 2008).
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2.2. Tumores malignos da tiredide
2.2.1. Incidéncia e epidemiologia

O cancer de tiredide ¢ o tumor maligno enddcrino mais comum e corresponde a 1 a 2% de
todos os canceres em paises desenvolvidos. A incidéncia anual estimada ¢ de 122 mil casos
em todo o mundo. Nos Estados Unidos, segundo a American Cancer Society, das 65.630
malignidades endocrinas estimadas para este pais em 2014, 62.980 teriam como sede a

glandula tiredide (DELELLIS e WILLIAMS, 2004; SIEGEL, et al., 2014).

Na maioria dos paises, incluindo o Brasil, os tumores malignos tireoidianos sdo de duas a
quatro vezes mais comuns em mulheres do que em homens. No Brasil, para 2014, foram
estimados 9.200 novos casos, a maioria deles (87,5%) em mulheres. Com relagdo a faixa
etdria, nota-se que a idade média no momento do diagnostico € por volta dos 40 — 50 anos
para carcinomas papiliferos, 50 anos para carcinomas foliculares e medulares e 60 anos para
os tumores pouco diferenciados e indiferenciados. E raro que o cancer de tiredide acometa

criangas (DELELLIS ¢ WILLIAMS, 2004; INSTITUTO NACIONAL DE CANCER, 2013).

Nas ultimas décadas a incidéncia do cancer de tiredide vem aumentando em todo o mundo,
especialmente as custas do carcinoma papilifero (o subtipo mais comum de cancer de tiredide)
(KIM, et al., 2014; NIKIFOROV e OHORI, 2012; BROWN, SOUZA ¢ COHEN, 2011).
Entre os anos de 2006 e 2010, nos Estados Unidos, a neoplasia maligna que teve maior
aumento na incidéncia foi a de tiredide (5,4 % e 6,5 % em homens e mulheres,

respectivamente) (SHNEIDER e CHEN, 2013; SIEGEL, 2014).

Existem controvérsias sobre as causas desse aumento na incidéncia de tumores malignos
tireoidianos. Suspeita-se que pode haver relagdo com as melhorias diagndsticas ocorridas nos
ultimos 30 anos, que geraram um importante aumento no diagndstico de pequenos tumores
assintomaticos (menores que lcm) (DAVIES e WELCH, 2006). Porém, tumores de todos os
tamanhos tem aumentado em frequéncia, como mostra o Grafico 1 (CHEN, JEMAL e
WARD, 2009), e a mutacdo do gene BRAF tem sido identificada em um niimero cada vez
maior de carcinomas papiliferos, o que aponta para uma possivel contribuicdo de um fator
ambiental no aumento da frequéncia destes tumores (NIKIFOROV e OHORI, 2012;
SHNEIDER e CHEN; 2013).
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Grafico 1 - Incidéncia do carcinoma papilifero de tiredide nos Estados Unidos entre 1988 ¢ 2008, de
acordo com o tamanho da lesao (NIKIFOROV ¢ OHORI, 2012).

A mortalidade por cancer de tiredide ¢ considerada baixa. Nos Estados Unidos, ocorre cerca
de uma morte a cada 200.000 pessoas ao ano, em ambos os sexos. A taxa de sobrevida em 5
anos ¢ de 97% (NIKIFOROV e OHORI, 2012). A esse respeito, a taxa de mortalidade para
grande parte dos céanceres solidos vem diminuindo gradativamente ao longo dos anos.
Entretanto, para o cancer de tiredide, a mortalidade tem se mantido estdvel nas ultimas trés
décadas. Tal fato contrasta com o aumento do diagndstico precoce desses tumores, o que
chama novamente a atenc¢do para a necessidade de maior compreensdo sobre essa neoplasia,

em todos os seus aspectos (CHEN, JEMAL e WARD, 2009; SIEGEL, et al., 2014).

2.2.2. Classificacao

Classicamente, distinguem-se quatro grupos principais de carcinomas tireoidianos, tendo
como base suas caracteristicas microscopicas: papiliferos, foliculares, medulares e anaplasicos
(indiferenciados). Essa divisdo morfoldgica encontra respaldo em estudos moleculares, que
mostram o envolvimento de diferentes grupos de genes para cada um dos quatro grupos de

carcinoma (LEWINSKI et al., 2000; DELELLIS e WILLIAMS, 2004).

Dentre todos os nodulos tireoidianos, aproximadamente 95% sdo benignos. Em relagdo a
frequéncia dos tumores malignos, 90% sdo carcinomas papiliferos, 10 a 15% sdo carcinomas

foliculares, 5 a 10% sdo carcinomas medulares e menos que 5% s3o carcinomas
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indiferenciados (anaplasicos) (MATIAS-GUIU et al, 2004; ORDONEZ et al., 2004;
DELELLIS, 2006).

Os carcinomas papiliferos e foliculares sdo também chamados de carcinomas diferenciados da
tiredide, pois ambos mostram estruturas similares as da tire6ide normal. Juntos, perfazem
mais que 90% das malignidades tireoidianas, o que ressalta a importancia dessas duas
entidades (GIMM e DRALLE, 2001). Compartilham também caracteristicas demograficas e
de comportamento biologico, tais como a prevaléncia no sexo feminino, a faixa etaria média e
a alta taxa de sobrevida (LIVOLSI et al., 2004; SIMOES et al, 2004; BROWN, SOUZA e
COHEN, 2011).

A maioria das neoplasias tireoidianas deriva das células epiteliais foliculares. Nesse grupo
encontram-se os trés tumores mais comuns: o adenoma folicular (benigno) e os carcinomas
papilifero e folicular (malignos). Os tumores malignos pouco diferenciados, muito menos
comuns, também derivam das células foliculares e acredita-se que sdo produto da
desdiferenciagdo de tumores previamente bem diferenciados (WUNDERLICH et al., 2011;
NIKIFOROV, 2012).

2.3. Carcinoma papilifero de tiredide
2.3.1. Consideracdes gerais

O carcinoma papilifero de tiredide (CPT) ¢ a forma mais comum de cancer tireoidiano,
correspondendo a 90% de todos os casos (DELELLIS, 2006). E atualmente definido como um
tumor epitelial maligno com diferenciacdo de células foliculares, caracterizado por alteragdes
nucleares tipicas a microscopia (descritas adiante). Pode surgir na glandula tire6ide ou em

tecido tireoidiano ectopico (DELELLIS, 2006).

Apesar de maligno, seu comportamento ¢ indolente e a taxa de sobrevida em 10 anos ¢ de
93% (NIKIFOROV e OHORI, 2012). Metastases de CPT costumam acometer linfonodos
regionais cervicais. A frequéncia de metastases cervicais detectadas pelo exame fisico no
momento do diagndstico varia de 5 a 10%. Com o uso da ultrassonografia, essa frequéncia
passa para 30% (SCHNEIDER e CHEN, 2013). Dados de centros onde o uso da disseccdo de
linfonodos cervicais ¢ rotineiro referem metéastases em mais de 90% dos pacientes operados

(SAKORAFAS, SAMPANIS e SAFIOLEAS, 2009). Metastases a distancia sdo incomuns
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(1,73 a 8,4% dos casos) e costumam ocorrer principalmente em pulmdes e 0ssos

(NIKIFOROV e OHORYI, 2012; CHRISOULIDOU et al., 2012).

2.3.2. Etiologia

Existe clara associacdo do CPT com a exposi¢do a radiagdo ionizante, sendo esse o fator de
risco mais conhecido. Situagdes como radioterapia para tratamento de condi¢des malignas ou
benignas e exposicao acidental em acidentes nucleares tem demonstrado relagao direta com o
aumento de casos desse tumor (DELELLIS e WILLIAMS, 2004; WIERSINGA, 2007;
TALLINI e ROSAI 2011; NIKIFOROV e OHORI, 2012). A explicagdo para o efeito da
radiagdo na tiredide reside, ao menos em parte, nos danos estruturais e funcionais causados
aos foliculos tireoidianos (LINDSAY, DAILEY e JONES, 2013). O hipotireoidismo
resultante induziria um aumento na secre¢cao do hormonio tireoestimulante pela hipofise. A
acao deste hormonio sobre foliculos ja alterados pela radiacao induziria subsequentemente a

transformagao neoplasica de suas células (LIVOLSI, 2011).

Também ¢ conhecida associa¢do entre a quantidade de iodo na dieta e cancer de tiredide,
embora o papel exato do iodo na iniciagdo dos carcinomas tireoidianos ainda ndo seja
conhecido (KONDO, EZZAT e ASA, 2006). Por exemplo, areas onde a ingestdo de iodo €
considerada suficiente ou excessiva tem maior prevaléncia de CPT, inclusive com aumento da
incidéncia de mutagdo em BRAF, enquanto areas em que a populagdo mostra deficiéncia na
ingestdo de iodo estdo associadas a maior prevaléncia de carcinoma folicular de tiredide
(CFT) (HORN-ROSS et al., 2001; KONDO, EZZAT e ASA, 2006; KNOBEL e MEDEIROS-
NETO, 2007; GUAN et al., 2009; NIKIFOROV e OHORI, 2012; SCHNEIDER e CHEN,
2013). Porém, ¢ dificil analisar isoladamente os efeitos do iodo da dieta, ja que existe sempre
a influéncia de outros fatores ambientais e de fatores genéticos na patogenia dessa neoplasia

(SCHNEIDER e CHEN, 2013).

Regides com atividade vulcanica, como certas areas da Sicilia, do Havai e da Islandia, tem
alta incidéncia de CPT. Na Catania, regido de atividade vulcanica da Sicilia, a d4gua ingerida
pela populagdo contém quantidades aumentadas de certos elementos quimicos como boro,
ferro, vanadio e manganés. Nessa regido, a incidéncia de CPT ¢ maior que nas outras regides
da Sicilia e a frequéncia da mutacao do gene BRAF nesses tumores ¢ também alta. Isso sugere
a possibilidade de algum elemento quimico com propriedades mutagénicas ser a causa da

maior incidéncia de CPT nessas regides (PELLEGRITI et al., 2009)
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Cerca de 5 a 15% dos carcinomas diferenciados de tiredide (papiliferos e foliculares)
relacionam-se a hereditariedade (NOSE, 2011). Filhos de individuos portadores de CPT tem
quatro vezes mais chance de desenvolver o mesmo tumor (DELELLIS ¢ WILLIAMS, 2004).
Ja foram caracterizadas sindromes de CPT familiar puro com ou sem oxifilia, CPT familiar
com carcinoma papilar de células renais, e CPT familiar com b6cio multinodular. Em alguns
casos existe associacdo do CPT com certas sindromes clinicas, como polipose adenomatosa
familiar, complexo de Carney tipo 1 e sindrome de Werner. Quando se esta diante de um
carcinoma papilifero multifocal ou bilateral, deve-se suspeitar de uma possivel sindrome

hereditaria (NOSE, 2011; SCHNEIDER e CHEN, 2013).

Por ultimo, o CPT tem uma associagdo significante com tireoidite linfocitica. A presenca de
infiltrado inflamatorio linfocitario em carcinomas tireoidianos ¢ frequentemente observada,
sugerindo a possivel participacdo de fendmenos imunoldgicos na génese tumoral. Embora
seja conhecida a associagdo entre inflamagdo e cancer, para o CPT essa relacao ainda carece
de comprovacao e estudos. Existe a possibilidade de que esses infiltrados inflamatérios sejam
apenas uma reagao a neoplasia, embora estudos moleculares recentes tenham evidenciado que
a tireoidite linfocitica abriga lesdes potencialmente precursoras de malignidade (KONDO,

EZZAT e ASA, 2006; MAZOKOPAKIS et al. 2010).

2.3.3. Patologia

O CPT mostra usualmente um aspecto macroscopico tipico: nddulo tinico mal delimitado, ndo
capsulado, soélido, firme, de branco a pardo-claro, infiltrativo, com 1 a 3cm de diametro,
ocasionalmente acompanhado por calcificagdes. Algumas variacdes podem ocorrer, tais
como: tumores multiplos, pequenos tumores menores que 1cm (microcarcinomas) ou grandes
lesdes maiores que 4cm; tumores com aparéncia puramente cistica (raros) ou solido-cistica
(frequentemente com projegdes papilares dentro do cisto); tumores com consisténcia macia
devido a presenca de necrose (especialmente se anteriormente puncionados); lesdes

capsuladas e lesdes com aspecto cicatricial (LIVOLSI, 2011; NIKIFOROV e OHORI, 2012).

Em termos microscopicos observa-se um fato interessante. Ao contrario de grande parte das
neoplasias onde a arquitetura geral do tumor tem papel essencial no diagnostico, no CPT os
critérios mais importantes residem tdo somente na aparéncia dos nucleos das células
neoplésicas. A arquitetura tumoral tem pouca relevancia para o diagnostico e pode variar

bastante, o que confere a esta entidade seus diferentes subtipos histoldgicos. Portanto, a mera
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presenca de papilas sem as altera¢des nucleares classicas ndo permite o diagnostico de CPT,
assim como a auséncia de papilas na presenca das alteracdes nucleares definidoras ndo

invalida esse diagnostico (AL BRAHIM e ASA, 2006; BOERNER e ASA, 2010).

As alteragdes nucleares classicas do CPT, necessarias ao seu diagnostico histopatologico,
fazem desse um diagnoéstico basicamente citologico, o que refor¢a a importancia da pungao
aspirativa por agulha fina (PAAF) na propedéutica dessas lesdes (BOERNER e ASA, 2010).
Para o diagnostico microscopico do CPT buscam-se os seguintes achados (Figura 1): 1.
nucleos volumosos, alongados, sobrepostos uns aos outros; 2. limites nucleares irregulares; 3.

3

cromatina clara com aspecto em “vidro-fosco” no centro e espessamento da membrana
nuclear na periferia (ntcleo similar aos olhos da personagem “pequena orfa Annie”, criada
por Harold Gray em 1924, mostrada na Figura 2); 4. fendas nucleares decorrentes da
observa¢do, em duas dimensdes, das irregularidades da carioteca; e 5. pseudoinclusdes
nucleares resultantes da observagdo, em duas dimensdes, do acumulo de citoplasma no
interior das fendas nucleares. Encontrando-se tais alteracdes nucleares, tanto no esfregagco de
puncdes quanto na biopsia, pode-se firmar o diagnoéstico de CPT. Se além desses achados
existir um padrdo arquitetural papilar estaremos diante de um CPT cléssico. Se o padrao for
folicular ou qualquer outro, estaremos diante da variante folicular ou das demais variantes

histolégicas do CPT, descritas adiante (AL BRAHIM e ASA, 2006; LIVOLSI, 2011;
NIKIFOROV e OHORI, 2012).



Figura 1 — Aspectos histopatologicos do CPT mostrando interface invasiva e ndo capsulada com
tiredide ndo neoplasica (A, aumento de 40x), arquitetura papilar (B, aumento de 100x), nucleos de
cromatina condensada na margem e aspecto de “olhos da 6rfa Annie” (C, indicados pelas setas,
aumento de 400x), e pseudoinclusdo nuclear (D, indicada pela seta, aumento de 400x). Coloracao de
hematoxilina e eosina.

Figura 2 — Personagem “pequena o6rfd Annie”, cujos olhos vazios se parecem ao aspecto distinto do

nucleo do carcinoma papilifero de tire6ide (CPT) que, ao contrario do hipercromatismo que se observa

comumente em neoplasias malignas, parece “vazio”. Curiosamente, o0 nome do cido que a acompanha,

chamado de “Sandy” (“arenoso”, em Inglés) também ¢ aplicavel ao CPT, mas aos seus corpos
(13 2

psamomatosos (do Grego “psammos”, traduzivel como “areia”, e “oma”, “tumor”). Fonte:
http://goo.gl/DpVnql, acesso em 25/01/2015.
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Além das caracteristicas nucleares acima, as células neoplasicas apresentam outras
particularidades. Possuem formato cuboidal ou cilindrico baixo e sdo mais volumosas que as
células foliculares ndo neoplésicas. O citoplasma ¢ eosinofilico, palido e abundante. A
organizacdo das células pode seguir um padrdo uniforme, com nucleos polarizados e
alinhados, ou pode haver alguma desorganizagdo e sobreposi¢ao celular (NIKIFOROV e

OHORYI, 2012).

O CPT possui algumas variantes, a saber: classica, folicular, capsulada, oncocitica,
macrofolicular, de células claras, Warthin-simile, de células colunares, de células altas,
esclerosante difusa, s6lida, cribriforme, com estroma fasciite-simile, com componente insular
focal, com carcinoma escamoso ou mucoepidermoide, carcinoma papilifero e medular

combinados e microcarcinomas (LIVOLSI et al., 2004).

O padrdo arquitetural classico predomina em dois ter¢os dos CPT e consiste em projegdes
papilares compostas por um eixo fibrovascular recoberto por células epiteliais neoplasicas
com as caracteristicas nucleares anteriormente descritas. Essas papilas tém arranjos
complexos, ramificados, por vezes lembrando os galhos de uma arvore. Algumas vezes o eixo
fibrovascular das papilas pode conter um material mixoide, pode ser rico em linfocitos, ou
ainda pode ter aspecto hialinizado. O coloide estd comumente diminuido no CPT. Quando
presente, tem coloragdo mais escurecida em relagdo ao coldide de areas nao neoplasicas e, em
esfregagos de aspirados por agulha fina, tem um aspecto basofilico denso caracteristico que
lembra uma “goma de mascar”. Corpos psamomatosos, células gigantes multinucleadas
derivadas de macrofagos, focos de metaplasia escamosa e infiltrados inflamatorios linfociticos
peritumorais também podem estar associados ao CPT (LIVOLSI et al., 2004; BOERNER ¢
ASA, 2010; LIVOLSI, 2011; NIKIFOROV e OHORI, 2012).

A variante folicular do CPT (VFCPT) ¢ particularmente importante pela sua semelhanga com
o adenoma folicular e com o CFT. E caracterizada por possuir arquitetura folicular com os
achados nucleares tipicos do CPT. Morfologicamente, estes tumores podem ser parcial ou
completamente capsulados. Os que possuem capsula completa podem ser confundidos com
adenomas foliculares se totalmente confinados dentro da cépsula tumoral, ou com CFT
quando associados a invasdo capsular e, ou, vascular. A diferenciagdo entre VFCPT e
adenomas e carcinomas foliculares reside basicamente na presenca ou ndo das caracteristicas
nucleares tipicas do CPT. Erros diagnosticos ocorrem mais comumente nos casos em que a
VFCPT ¢ completamente capsulada e apresenta achados nucleares caracteristicos do CPT

focais ao invés de difusos (BALOCH e LIVOLSI, 2000).
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A variante oncocitica mostra células intensamente eosinofilicas e com citoplasmas
granulosos, de arquitetura variada. Se capsulada, pode ser confundida com o adenoma
oncocitico (ou de células de Hiirthle). Quando existe um marcante infiltrado inflamatoério
permeando uma variante oncocitica com arquitetura papilar, semelhante ao tumor de Warthin
das glandulas salivares, a variante ¢ chamada Warthin-simile. A variante de células claras tem
predominancia de células claras, com algumas células oncociticas de permeio. A variante
macrofolicular ¢ provavelmente a mais rara e, pela predominancia de macrofoliculos, pode ser
confundida com nodulos hiperplasicos ou adenomas macrofoliculares benignos. As variantes
de células altas, de células colunares, esclerosante difusa, sélida e com componente insular
focal sdo as que tem comportamento mais agressivo (ROSAI, CARANGIU ¢ DELELLIS,
1992; LIVOLSI et al., 2004; AL BRAHIM e ASA, 2006; SILVER, 2011).

2.3.4. Desafios no diagnostico histopatolégico dos carcinomas diferenciados de tiredide

A principio pode parecer facil o diagnodstico histopatologico do CPT. Na verdade, quando
todos os achados classicos estdo presentes e evidentes, o diagndstico € inequivoco. Porém,
quando apenas alguns critérios nucleares estdo presentes, quando as alteracdes nucleares sdo
duvidosas, quando os achados nucleares sao observados apenas focalmente, quando ha outras
alteragdes concomitantes (tireoidites, bocio) ou ainda quando o contexto histopatologico
como um todo ndo favorece o diagndstico de neoplasia, o diagnostico pode ser desafiador

(ELSHEIKH et al., 2008; LIVOLSI, 2011).

Como ja foi dito anteriormente, o CPT e o CFT perfazem mais de 90% dos tumores malignos
tireoidianos e sdo considerados carcinomas diferenciados da tiredide (BROWN, SOUZA e
COHEN, 2011). Além de algumas semelhangas quanto a epidemiologia e prognostico,
existem semelhancas cito-histopatoldgicas entre eles, o que pode dificultar bastante o
diagnostico diferencial. Ainda, deve-se considerar que o adenoma folicular, uma lesdo
benigna, pode também compartilhar semelhancgas cito-histopatologicas com o CPT e o CFT

(LIVOLSI et al., 2004; SIMOES et al., 2004; AL BRAHIM e ASA, 2006)

Quando se estd diante da VFCPT, especialmente em lesdes capsuladas e com os achados
nucleares diagnosticos imperfeitos e focais, o diagnostico citologico e histologico diferencial
deste com o CFT e o adenoma folicular pode ser muito dificil (BALOCH e LIVOLSI, 2000;
HIROKAWA et al., 2002; ELSHEIKH et al., 2008). Todos tém arquitetura folicular e todos

podem ser capsulados. Se a capsula ndo mostra invasdo, ha o risco de se diagnosticar como
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adenoma folicular um CPT (variante folicular), o que pode ser desastroso quando se leva em
considera¢do que alguns CPT podem ser agressivos e ter progndstico ruim. Estudos mostram
que, nesses casos, a discordancia diagnéstica, mesmo entre patologistas especialistas em
tireoide, ¢ consideravel (HIROKAWA et al., 2002; ELSHEIKH et al., 2008). Estudos imuno-
histoquimicos e moleculares ainda ndo conseguiram resolver plenamente essa questao (NASR
et al., 2006; FISHER e ASA, 2008; YIP, 2010; GROGAN, MITMAKER e CLARK, 2012).
Portanto, a descoberta de um marcador ou técnica que diferencie essas lesdes seria de grande
utilidade para o diagnostico e tratamento do cancer de tiredide (AL BRAHIM e ASA, 2006;
LIVOLSI, 2011; GROGAN, MITMAKER ¢ CLARK, 2012).

2.3.5. Fatores prognésticos dos carcinomas diferenciados da tiredide

A sobrevida dos pacientes com CPT ¢, de forma geral, excelente. A taxa de sobrevivéncia em
dez anos ¢ de 90%, sendo que para pacientes jovens chega a 98% (LIVOLSI et al., 2004).
Entretanto, uma minoria de casos, usualmente relacionados a certos parametros clinicos e
histopatologicos, pode apresentar comportamento mais agressivo, contrariando as
expectativas. Esses casos comumente necessitam de abordagem terapéutica ampla para
erradicar totalmente a doenca. Por esse motivo, a existéncia de indicadores que possam

predizer o comportamento do CPT ¢ essencial (BROWN, SOUZA e COHEN, 2011).

Os principais fatores preditores de pior progndstico sdo: idade superior a 45 anos, sexo
masculino, tumor maior que 4cm, extensao tumoral extra-tireoidiana, ressec¢do incompleta do
tumor e metéstases a distdncia. Multifocalidade e invasdo vascular sanguinea parecem
influenciar no prognostico dos pacientes, porém em menor grau (ROSAI, CARANGIU e
DELELLIS, 1992; DEAN e HAY, 2000; LEWINSKI et al., 2000; QU et al., 2014).
Metastases para linfonodos regionais sdo comuns no CPT e parecem ter mais impacto na
chance de recorréncia local do que na sobrevida (SCHNEIDER e CHEN, 2013), porém nas
estratificacdes de risco de obito preconizadas pela American Thyroid Association e pela
European Thyroid Association, a presenca de metastases para linfonodos regionais classifica
0 paciente nas categorias de risco intermediario e alto para dbito, respectivamente (PACINI et
al., 2012). Na classificacdo clinica de risco mais usada, TNM, metéstase para linfonodos do
compartimento lateral (N1b), doenca extratireoidiana maci¢a (T4) e metastases a distancia
(M1) sao fatores independentes correlacionados com mau prognostico (LUNDGREN et al.,

2005; GIRARDI, BARRA e ZETTLER, 2013).
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A avaliagdo histopatologica, dentro dos parametros preditores de mau prognoéstico citados,
ganha evidente destaque. Varios desses parametros s6 sdo verdadeiramente avaliados apos
minuciosa analise microscopica. Tamanho, invasdo extratireoidiana, invasdao vascular,
presenca de metastases para linfonodos, subtipo histoldgico, multifocalidade e a definigao
sobre a ressec¢ao completa ou incompleta do tumor (margens cirdrgicas) sdo importantes

fatores para o estadiamento e a avaliagdao do progndstico dos pacientes (DEAN e HAY, 2000).

Certas variantes histopatoldgicas do CPT estao relacionadas a pior prognoéstico, tais como as
variantes de células altas, de células colunares, esclerosante difusa, trabecular/solida e insular.
No entanto, sdo poucas as evidéncias de que o subtipo histolégico do tumor é em si um
preditor independente de comportamento tumoral. Na verdade, essas variantes tendem a estar
associadas a caracteristicas reconhecidas por outros sistemas de estadiamento como
relacionados a pior prognoéstico, incluindo propagacdo extracapsular, tamanho do tumor e
presenga de metastases a distancia (SILVER et al., 2011; GIRARDI, BARRA ¢ ZETTLER,
2013).

Akslen e LiVolsi (2000) relataram uma série de 128 pacientes com CPT e descobriram que,
embora certas variantes histologicas parecam ser fatores significativos na analise da
sobrevida, apenas o tamanho do tumor e grau histoldgico permaneceram como preditores
independentes e significativos de morte. Nesse estudo, o grau histologico foi analisado através

da presenca ou auséncia de marcante atipia nuclear, necrose tumoral ou invasao vascular.

Recentemente, a positividade para a mutacdo BRAF foi associada a um pior progndstico
(XING, 2010; SILVER et al., 2011; SCHNEIDER e CHEN, 2013), porém em 2013 um
estudo com 429 pacientes portadores de CPT ndo demonstrou associagdo entre a mutacao € os
indicadores prognosticos negativos do CPT, sugerindo que sdo necessarios mais estudos para

avaliar o impacto prognoéstico dessa mutacdo (GOUVEIA et al., 2013).

2.4. Alteracoes epigenéticas

Muito se tem falado sobre “epigenética”, termo que se refere ao estudo das alteragdes na
expressdo génica que ocorrem sem modificagdes na sequéncia do DNA e que podem passar as
células-filhas durante a divisdo celular. O papel dos processos epigenéticos reside na
modulagdo da expressao génica através da regulacdo da estrutura do DNA, sendo assim uma

ponte entre gendtipo e fendtipo. O estado epigenético de um organismo determina, portanto,
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como um Unico genoma ird se expressar em seus diferentes tipos celulares e em seus varios
estagios de desenvolvimento (TABY e ISSA 2010; HERCEG e MURR, 2011; CATALANO
FORTUNATI e BOCCUZZI, 2012).

Em outras palavras, a epigenética se refere basicamente a variabilidade na expressao génica.
O melhor exemplo da epigenética ¢ a diferenciacdo celular, na qual um unico genoma ¢é capaz
de originar varios tipos celulares com diferentes papéis fisiologicos num mesmo organismo.
Nas ultimas décadas cresceu o interesse cientifico a respeito das alteracdes de processos
epigenéticos desde que foi observado seu papel no surgimento de alguns tumores malignos
(FEINBERG e TYCKO, 2004). As principais alteragdes epigenéticas estudadas sdo:
metilagdo do DNA, modificagdes de histonas ¢ RNAs nao codificantes (GOLDBERG, ALLIS
e BERNSTEIN, 2007; TABY e ISSA, 2010).

2.4.1. As histonas

A informagdo genética de uma célula humana estd contida em moléculas de DNA que medem
juntas cerca de 2m de comprimento. Toda essa estrutura estd contida em um ntcleo que
corresponde praticamente a milionésima parte desse comprimento. Essa impressionante
compactagdo sO € possivel gragas a associacao das longas moléculas de DNA com proteinas
basicas chamadas histonas (LUGER, 2001; KAMAKAKA e BIGGINS, 2005; TARK-DAME,
VAN DRIEL e HEERMANN, 2011).

As histonas s3o proteinas relativamente pequenas, com peso molecular entre 11 e 23KDa e
compostas por 102 a 220 aminoacidos. Sao cinco tipos principais de proteinas, denominadas
H1, H2A, H2B, H3 e H4. Essas proteinas sdo responsaveis pelo nivel mais basico de
compactac¢do da cromatina: o nucleossomo (ALBERTS et al., 2008; MAESHIMA, HIHARA
e ELTSOV, 2010).

O nucleossomo ¢ a unidade bésica de organizagdo da cromatina, sendo um complexo DNA-
proteina formado por um octdmero de histonas em forma de disco em torno do qual a dupla
hélice de DNA se enrola. O octamero do nucleossomo ¢ constituido por um complexo de oito
proteinas histonas — duas moléculas de cada tipo: H2A, H2B, H3 e H4 (FISCHLE, WANG e
ALLIS, 2003).

As histonas H2A, H2B, H3 e H4 sdao também chamadas de histonas core (“histonas

centrais”). Apesar de algumas diferencas nas suas sequéncias de aminoacidos, elas
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compartilham um mesmo motivo estrutural, denominado dobramento de histona, além de
possuirem um longo segmento N-terminal. Os dobramentos de histona s3o sequéncias
proteicas altamente conservadas entre as espécies e constituidas por trés sequéncias de a-

hélices conectadas por duas sequéncias filamentosas em alga (ALV A, 2007).

As sequéncias de o-hélice dos dobramentos de histona se unem e suas sequéncias
filamentosas se justapdem em pontes paralelas, formando assim os dimeros H2A-H2B e H3-
H4. Os dimeros H3-H4 se unem para formar tetrameros. Os tetrameros H3-H4, por sua vez, se
unem a dois dimeros H2A-H2B para formar a estrutura compacta do octamero

(RAMAKRISHNAN, 1997; LUGER, 2001; PEPENELLA, MURPHY e HAYES, 2014).

As histonas H3 e H4 formam o tetramero central, enquanto as histonas H2A e H2B formam
dois dimeros de cada lado do tetramero. As cadeias N-terminais flexiveis das histonas core
estendem-se para fora do nucleossomo e estdo assim mais expostas a modificacdes pos-
traducionais, como acetilagdo, metilagdo, fosforilacao, dentre outras (FISCHLE, WANG e

ALLIS, 2003; CHERVONA e COSTA, 2012).

As caudas N-terminais das histonas sdo muito menos conservadas que os dobramentos de
histona e podem variar entre diferentes organismos. Existem ainda algumas variantes
especializadas de histonas core produzidas pelos seres eucariontes, como por exemplo as
histonas H3.3 e CENP-A, que podem substituir a histona H3. Essas variantes, juntamente com
as modificagdes covalentes que as caudas N-terminais podem sofrer, tornam possiveis
variagdes na estrutura da cromatina que sao necessarias as complexas fungdes exercidas pelo

DNA (KAMAKAKA e BIGGINS, 2005; ALBERTS et al., 2008)

Cada nucleossomo possui cerca de 147 pares de bases nucleotidicas enoveladas em
aproximadamente 1,65 volta no octdmero de histonas (LI, 2007; LUGER, 2011); outros pares
de bases encontram-se num segmento do DNA que une um nucleossomo ao outro,
denominado DNA de ligagdo. Essa estrutura bdasica formada por uma sequéncia de
nucleossomos conectados pelo DNA de ligagdo, no formato de um “colar de contas” ¢ a
forma mais simples de compacta¢do da cromatina: a chamada fibra de 11nm. Uma quinta
histona, H1, liga-se ao nucleossomo, auxiliando na organizacdo da cromatina em uma
estrutura de maior ordem: a fibra de 30nm. A estrutura exata dessa fibra ainda ¢é discutida,
mas as principais teorias apontam para uma organizacdo num formato de solenoide ou de
zigue-zague (LUGER, 2001, MAESHIMA, HIHARA e ELTSOV, 2010; PEPENELLA,
MURPHY e HAYES, 2014).
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As histonas H1 sd@o compostas por um dominio globular contendo 90 aminoécidos, uma longa
cauda C-terminal e uma curta cauda N-terminal. Como ja foi dito, a histona H1, também
chamada de histona de ligagdo, ndo participa do octdmero do nucleossomo, mas tem papel
importante na compactacdo da cromatina, pois se associa ao DNA de ligacdo que chega e
deixa o centro do nucleossomo, causando um entrelacamento entre esses segmentos para
formar a fibra de 30nm. A ligacdo da histona H1 com o nucleossomo ¢ dindmica, associando-
se e dissociando-se do DNA de acordo com as necessidades de compactacdo ou
descompactagdo da cromatina (KHORASANIZADEH, 2004; BUSTIN, CATEZ ¢ LIM,
2005).

A interface DNA-histonas mostra extensas interagdes, com cerca de 142 ligacdes de
hidrogénio entre essas duas partes em cada nucleossomo, além de interagcdes hidrofobicas e
eletrostaticas, que garantem o perfeito encaixe entre as estruturas (ALBERTS et al., 2008).
Devido a essas interagdes, o nucleossomo ¢ uma das estruturas DNA-proteina mais estaveis
sob condigoes fisiologicas. Entretanto, nem por isso € uma estrutura estatica; ao contrario,
possui propriedades dindmicas reguladas por diversos complexos protéicos (LI, CAREY e
WORKMAN, 2007). Por exemplo, o octdmetro de histonas pode preferir assumir uma
posi¢do translacional ou rotacional particular num dado momento. Isso significa que ¢
possivel proteger ou expor determinadas sequéncias de DNA de acordo com as necessidades

da célula (LUGER, 2001).

2.4.2. Modificacoes pos-traducionais de histonas

A cromatina ¢ organizada em dominios distintos, eucromatina e heterocromatina, que sao
definidos pelo nivel de compactacdo e fungdes gendmicas associadas. A eucromatina tem
compactacdo relativamente frouxa e ¢ tipicamente permissiva a transcri¢do, enquanto
heterocromatina ¢ mais condensada e transcricionalmente repressiva. O nivel de organizagdo
e compactagdo da cromatina ¢ influenciado por inimeros fatores, dentre eles, as modificacdes
pos-traducionais de histonas (MPTH), que tem sido alvo de numerosos estudos nos ultimos
anos (SANTOS-ROSA e CALDAS, 2005; BAYLIN e JONES, 2011; ROTHBART e
STRAHL, 2014).

Um conjunto diversificado de MPTH pode ocorrer na cromatina para regular a sua estrutura e
0 acesso a0 DNA. Tais modificagdes podem ocorrer em diversos sitios de suas caudas N-

terminais e C-terminais, bem como na sua estrutura globular, e existem pelo menos 80
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diferentes sitios de modificagdes ja reportados (COHEN et al., 2011). Dentre os tipos de
MPTH, oito s3o mais bem estudados: acetilacdo, metilagdo, deiminagdo, fosforilagdo,
ubiquitinagdo, sumoylagdo, ribosilagdo de ADP e isomerizagdo de prolina. Pelo grande
numero de sitios passiveis de todas essas modificagdes, as MPTH permitem grande

flexibilidade na regulacdo dindmica da cromatina (TABY e ISSA, 2010; RUSSO et al., 2011).

A grosso modo, existem basicamente dois mecanismos através dos quais as MPTH podem
regular as fungdes da cromatina. O primeiro baseia-se na ruptura de interagcdes nucleossomo-
nucleossomo ¢ DNA-histonas e visa regular o acesso a determinadas regides do DNA. E o
caso, por exemplo, da acetilagdo de histonas, que enfraquece a interagdo entre estas ¢ 0 DNA,
tornando-o mais acessivel a fatores reguladores. O segundo mecanismo ocorre através do
recrutamento de proteinas nao-histonicas (enzimas) que modulam as respostas celulares a
jusante (COHEN et al., 2011; IZZO e SCHNEIDER, 2011; GURARD-LEVIN e
ALMOUZNI, 2014; ROTHBART ¢ STRAHL, 2014).

Analisando esses mecanismos, Strahl e Allis (2000) propuseram a existéncia de um “cédigo
de histonas”. Segundo esses autores, a natureza combinatéria das inimeras MPTH possiveis
revelaria um “codigo” ou “linguagem”. Esse codigo seria “lido” por proteinas ndo-histonicas
efetoras com fungdes enzimaticas capazes de modificar a cromatina, o que resultaria num
determinado status funcional do DNA e determinaria as respostas celulares subsequentes. Sob
esse ponto de vista, a quantidade de informagdes do codigo genético ndo se limitaria apenas a
variadissima sequéncia de nucleotideos do DNA, mas sim seria enormemente ampliada pela
imensa gama de modificagcdes de histonas possiveis (STRAHL e ALLIS, 2000; COHEN et
al., 2011; JENUWEIN e ALLIS, 2001).

O estado de modifica¢des de uma histona num dado momento ¢ controlado pela adicdo ou
remocdo dessas modificacdes por enzimas especificas (CHERVONA e COSTA, 2012).
Fazendo analogia a um codigo qualquer, o “codigo de histonas” também seria “escrito”,
“apagado” e “lido”. A compreensdo a respeito do funcionamento das MPTH deu um salto
apos a descoberta dessas enzimas, que incorporam (“escrevem”), removem (“apagam’), e se
ligam (“l€éem”) a essas modificagdes (BARTH e IMHOF, 2010). Continuamente surgem
evidéncias de que os processos regulados por essas enzimas contribuem para o inicio e

desenvolvimento do cancer em humanos (CHI, ALLIS e WANG, 2010).

As modificagoes mais bem estudadas at¢é o momento sdo a acetilacdo, a metilagdo e a
fosforilagdo. A acetilagcdo de histonas ¢ um processo reversivel que ocorre pela transferéncia

de um grupo acetila proveniente de moléculas de acetil-CoA para residuos de lisina na cadeia
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N-terminal das histonas core, reag@o essa catalisada por enzimas denominadas histonas acetil-
transferases (HAT). A desacetilagdo ¢ catalisada pelas desacetilases de histonas (HDAC).
Conforme mencionado anteriormente, a acetilagdo de histonas enfraquece as interagdes DNA-
histonas, levando a um estado de cromatina descompactada e, portanto, transcricionalmente
ativa. Aparentemente, o enfraquecimento das interagdes DNA-histonas ocorre porque a
acetilacdo neutraliza a carga elétrica das histonas. Uma atividade desregulada das HAT pode
levar a hiperacetilagdo das histonas, o que pode afetar a replicagdo e o reparo de DNA

(COHEN et al., 2011; IZZO e SCHNEIDER, 2011; CHERVONA e COSTA, 2012).

A metilagdo de histonas ¢ também um processo reversivel. Ocorre pela adigdo covalente de
um grupo metil proveniente de S-adenosilmetionina a atomos de hidrogénio da N-terminal
dos residuos de arginina e lisina. Esta reacdo ¢ catalisada pelas histonas-metiltransferases. A
metilacdo de histonas pode estar relacionada a ativagdo, prolongamento ou repressdo da
expressdo génica. A desmetilagdo ¢ catalisada pelas enzimas histonas-desmetilases

(KOUZARIDES, 2007; COHEN et al., 2011).

A fosforilagao de histonas ¢ uma alteracao transitoria que pode ser induzida por sinais extra-
celulares, dano ao DNA e iniciagdo da mitose. Tem como principal substrato as serinas,
treoninas e tirosinas (SAWICKA e SEISER, 2014). As enzimas quinases ligam
covalentemente um grupo fosfato proveniente de um nucleosideo trifosfato ao aminoacido
aceptor, enquanto as fosfatases o removem (THOMPSON et al., 2013). A fosforilagao de
histonas regula processos celulares cruciais incluindo transcricdo, reparo de DNA,

condensacdo dos cromossomos e apoptose (LEE et al., 2013).

Em particular, a fosforilagdo da serina 10 da histona H3 (H3S10) tem sido estudada
extensivamente em varios organismos devido ao seu importante papel na regulacdo dindmica
da cromatina. Seus efeitos mais conhecidos sdo curiosamente opostos, ora se relacionando a
condensacdo da cromatina, ora a estados de cromatina relaxada e transcricionalmente ativa
(HE e LEHMING, 2003; SANTOS-ROSA ¢ CALDAS, 2005; JOHANSEN e JOHANSEN,
2006)

De acordo com observagoes de estudos in vivo, H3S10 esta associada a condensacdo e
segregacdao cromossomica de células em mitose. Uma intensa fosforilagdo de H3S10 inicia-se
no periodo G2 tardio, na cromatina peri-centromérica. Com o avango da divisao celular, ela se
espalha ao longo dos cromossomos e se completa na profase. No fim da mitose, H3S10 esté
completamente desfosforilada (PRINGENT e DIMITROV, 2003; JOHANSEN e
JOHANSEN, 2006).
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Essa forte associacdo entre H3S10p e condensagdo cromossdmica na mitose levou alguns
autores a sugerir essa modificacdo de histona como um marcador exclusivo de proliferagao
celular, especialmente Util na contagem de mitoses em neoplasias quando utilizada a técnica
de imuno-histoquimica (FUKUSHIMA et al., 2009; VERAS et al., 2009; TSUTA, et al.,
2011; LADSTEIN et al., 2012). Entretanto, ja foi relatado que H3S10p também esta
aumentada nas células apoptoticas, o que vai contra a hipotese de que essa modificagdo
apenas indique proliferacao celular (HENDZEL et al., 1998). Por outro lado, H3S10
fosforilada (H3S10p) também esta associada a um estado de cromatina relaxada e a ativagao
de certos genes durante a interfase, como por exemplo os proto-oncogenes c-fos e c-jun
(NOWAK e CORCES, 2000; LABRADOR ¢ CORCES, 2002; CHOI et al., 2005). Portanto,
deduz-se que H3S10p ndo deve ser uma marca exclusiva de proliferacdo celular, mas também
pode estar presente em células interfasicas que possuam certos genes transcricionalmente
ativos. Para corroborar com esse achado varios estudos mostram aumento da fosforilacao de
H3S10 em certos tumores malignos humanos, como os tumores de cérebro, mama, prostata,
bexiga, nasofaringe, figado, cdlon e reto (OTA et al., 2002; SISTAYANARAIN et al., 2006;
LUO et al., 2011; CHA et al., 2015; LI et al., 2013; FAGAN-SOLIS et al., 2014; NOWAK et
al., 2014; PACAUD et al., 2015).

A marcante participacdo de H3S10p na condensagdo e segregacdo dos cromossomos na
mitose (JOHANSEN e JOHANSEN, 2006; PRINGENT e DIMITROV, 2003), fase do ciclo
celular mais susceptivel a agentes quimicos e fisicos, o achado de altos niveis dessa
modificagdo em diversos tipos de canceres humanos (OTA et al., 2002; SISTAYANARAIN
et al., 2006; LUO et al., 2011; CHA et al., 2015; LI et al., 2013; FAGAN-SOLIS et al., 2014;
NOWAK et al., 2014; PACAUD et al., 2015) e o seu envolvimento na ativagdo génica,
incluindo proto-oncogenes (NOWAK e CORCES, 2000; LABRADOR e CORCES, 2002;
CHOI et al., 2005) tem motivado varios estudos buscando compreender melhor a participacao

de H3S10 na carcinogénese.

2.4.3. Envolvimento de H3S10 fosforilada em neoplasias

Alguns estudos tém demonstrado que a fosforilagdo de H3S10 ¢ uma etapa crucial no
processo de transformacao neoplésica (LI, 2013; KIM, 2008; CHOI et al., 2005). O nivel de
H3S10p estd aumentado em fibroblastos oncogene-transformados de murinos e em linhagens

celulares de canceres pancredticos humanos, existindo em ambos os casos evidéncias da
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ativacdo persistente da via Ras-MAPK (ESPINO et al., 2009; ILEANA e DAVIE, 2002;
CHADEE et al., 1999). Células de cancer de mama humano expostas a alcool mostraram
aumento na expressao do oncogene Ros/, com consequente aumento nos niveis H3S10p
através da ativacao da via MAPK (LEE et al., 2013). Niveis aumentados de fosforilagao de
H3S10 também ja foram descritos em tumores humanos de cérebro, mama, prdstata, bexiga,
nasofaringe, figado, cdlon e reto (OTA et al., 2002; SISTAYANARAIN et al., 2006; LUO et
al., 2011; CHA et al., 2015; LI et al., 2013; FAGAN-SOLIS et al., 2014; NOWAK et al.,
2014; PACAUD et al., 2015).

Alguns carcinégenos ambientais também ja foram implicados na expressdo aberrante de
H3S10p, tais como arsé€nico, niquel, tabaco e exposi¢do a raios UVB (KE et al., 2008;
ZHONG et al., 2013; IBUKI et al., 2014). Carcinomas de mama induzidos por radiagao
ionizante e por estrégeno em ratos demonstraram niveis aumentados de H3S10p (KUTANZI
e KOVALCHUK, 2013), assim como células de hepatocarcinoma de camundongos induzidas

por dietilnitrosamina (ZHONG et al., 2013).

Niveis aumentados de H3S10p frequentemente se relacionam a alteragdes dos componentes
da via MAPK. Ras ¢ um dos oncogenes mutados mais frequentemente encontrados em
tumores (ESPINO et al., 2009). Estimulacao da via de transdugao de sinal Ras-MAPK (Ras-
Raf-Mek-Erk) resulta na fosforilacio de H3S10 (STRELKOV e DAVIE, 2002). Nos
mamiferos, a via de sinalizacdo de Erk ¢ a mais estudada das vias MAPK. A regulacdo
inadequada da via Erk estd relacionada a transformagdo neoplasica (LEE et al., 2011). A
enzima Erk fosforilada ativa a enzima MSK1, uma serina-treonina-proteina-quinase que tem
como substrato a serina 10 da histona H3. Estudos recentes demonstraram que H3S10
fosforilada e MSK1 sdo cruciais na transformagao neoplésica (CHOI et al., 2005; KIM, 2008).
Além disso, a enzima Aurora B, uma proteina quinase que também fosforila a serina 10 de
H3, foi detectada em altos niveis em varios canceres humanos (LEE et al., 2011). O agente
anti-tumoral escamocina, promove a inibi¢ao das enzimas Aurora B ¢ MSK1, o que leva a
diminui¢do dos niveis de H3S10p, conforme foi observado em linhagens celulares de cancer
de bexiga, figado e colon (LEE et al., 2011). Por ultimo, H3S10p também foi relacionada a
inducdo dos proto-oncogenes c-fos e c-jun (CHOI et al., 2005).
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3. OBJETIVOS

3.1.  Objetivo geral

Obter dados que contribuam para o esclarecimento do papel da forma fosforilada de H3S10p
no cancer de tiredide, especialmente nos carcinomas papiliferos. Se possivel, contribuir para
melhorias no diagnostico e na avaliagao do prognoéstico, mediante a identificagdo de possiveis

marcadores especificos, com énfase na comparacao com achados histopatoldgicos.

3.2.  Objetivos especificos

1. Comparar a reatividade de H3S10p entre os diferentes tumores avaliados, comparados
também com amostras de tire6ide nao neoplasica, com a finalidade de esclarecer diferengas

de comportamento biologico e favorecer o diagnostico diferencial.

2. Comparar a reatividade de H3S10p entre carcinomas papiliferos primarios que nao
apresentaram metastases regionais e carcinomas papiliferos primarios metastatizantes, com a
finalidade de esclarecer diferencas de comportamento biologico e identificar casos

potencialmente mais agressivos.

3. Comparar a reatividade de H3S10p entre carcinomas papiliferos quanto a achados

histopatologicos relevantes para o diagnostico e prognostico desse tumor.
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4. MATERIAIS E METODOS

Este estudo tem carater retrospectivo e analitico, com uma 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 carcinomas papiliferos. Tendo em vista a investigacdo de possiveis
associagdes com achados histopatoldgicos ou de comportamento bioldgico, os carcinomas
papiliferos foram ainda segregados em casos com histologia classica ou de variante folicular,

e ainda em primarios nao-metastatizantes ou metastatizantes.

Buscando ampliar a investigagdo sobre possivel influéncia no desenvolvimento e
comportamento dos diferentes tipos histoldgicos de neoplasias de tiredide, foram incluidos
casos de adenomas foliculares (neoplasia tireoidiana benigna), carcinomas foliculares,
carcinomas oncociticos (neoplasias tireoidianas malignas relevantes por sua frequéncia), ou
de carcinomas medulares da tiredide (neoplasia maligna reconhecida pela maior agressividade

quando comparada aos demais carcinomas tireoidianos).

O rastreamento inicial desses casos foi feito por consulta aos registros de tireoidectomias
executadas pelo Servico de Cirurgia de Cabega e Pescogo do Hospital de Clinicas de

Uberlandia nos anos de 2006 a 2011, correspondentes a 466 desses procedimentos.

Exceto por seis casos cujas amostras bioldgicas (blocos e laminas histologicas) ndo estavam
disponiveis, todos os casos foram revistos por uma patologista (Juliana Mota Pereira) com
interesse especifico em tumores de tiredide. Tal revisdo teve como objetivo primario
selecionar os casos mais representativos de cada um dos tumores previstos, segundo os
critérios mais atuais relativos ao diagndstico desses tumores (DELELLIS E WILLIAMS,
2004).

Durante a revisdo do material bioldgico disponivel, foram excluidos os casos que

apresentavam artefatos técnicos extensos, necrose extensa ou ainda que eram pequenos o
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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), com desvio-padrao de 2 pontos,
poder estatistico de 60% e nivel alfa de 5%, estimou-se que o nimero de casos ideal para cada

grupo deveria ser 10, com o software BioEstat 5.0.

Além da confirmacdo do diagnostico e da sele¢do dos casos, a avaliagdo dos registros de
exame histopatoldgico e das laminas disponiveis para andlise verificou também a presenga
nos casos selecionados de determinadas caracteristicas que potencialmente estao relacionadas
a comportamento bioldgico mais agressivo e, consequentemente, pior progndstico. Sdo eles:
multifocalidade, capsula fibrosa, necrose, mitoses, invasao vascular, invasao extratireoidiana,
comprometimento de margens cirirgicas e presenca de metastases linfonodais (COLLEGE
OF AMERICAN PATHOLOGISTS, 2009). Essa avaliacdo ficou restrita aos carcinomas

papiliferos.

Concomitantemente a revisdo histoldgica, os casos selecionados tiveram suas informagdes

demograficas (sexo e idade) extraidas dos registros hospitalares dos pacientes.

4.2. Matrizes teciduais

Para estudo imuno-histoquimico, foram elaboradas matrizes teciduais pela técnica de TMA
(tissue microarray), segundo descrito por Nocito e Kononen et al (2001) e exposto a seguir.
Nos casos selecionados, a patologista marcou nas laminas histologicas a area tecidual onde se
encontravam as caracteristicas mais tipicas de cada tumor e a menor quantidade de artefatos.

A érea assim demarcada foi utilizada como gabarito para a confec¢ao dos blocos de TMA.

Com base nas areas marcadas nas laminas, foram extraidos cilindros de 0,6mm de espessura
dos blocos doadores, os quais foram transferidos para o bloco receptor. Nesse bloco, as
amostras eram dispostas e identificadas segundo coordenadas alfanuméricas de acordo com as
linhas e colunas, tendo como referéncia amostras de tecido hepatico dispostas em um dos

cantos do bloco.

Apo6s deposito dos cilindros doadores no bloco receptor, o mesmo foi aquecido, visando a
consolidacdo. Apds resfriamento, foram obtidos cortes de 3um de espessura de cada matriz,
depositados em laminas recobertas com 3-aminopropiltrietoxisilano, os quais foram

submetidos a reagcdes imuno-histoquimicas.
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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 camara eletronica de pressao
(Decloaking Chamber NxGen) a 110°C e pressao de 6 a 8PSI. Apos resfriamento e lavagem
em agua destilada, foi entdo realizado o bloqueio da atividade de peroxidase endogena 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-tampao TRIS-HCI (pH 7,4), e entdo incubados com solu¢do 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 o anticorpo primarios produzido
para deteccao de H3S10p (ABCAM, Cambridge, Reino Unido), diluido a 1:100. A incubagdo
foi realizada em cdmara umida, por duas horas, a temperatura ambiente. Apos lavagem em
TRIS-HCI, procedeu-se a amplificagdo da reagdo com sistema de estreptavidina-biotina-
peroxidase (Starr Trek, Biocare Medical, Concord, CA, USA). Essa consistiu inicialmente na
incubacdo com solugdo de anticorpo secundario biotinilado, por 20 minutos, a temperatura
ambiente, seguida por lavagem em solu¢do de TRIS-HCI (2 banhos de 2 minutos cada), e
incubacdo novamente por 10 minutos a temperatura ambiente em solugdo de estreptavidina

conjugada a peroxidase.

Finalmente, apos nova lavagem em TRIS-HCI, a reacdo foi revelada com a imersdo dos
cortes histologicos em solucdo aquosa de 3.3’tetrahidrocloreto de diaminobenzidina e
perdxido de hidrogénio, por cinco minutos, com precipitagao resultante do pigmento oxidado,
seguido de banho em &gua corrente por outros cinco minutos para lavagem, levando-os por

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

Ap0s 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 histolégica (Precision, Cralplast,

China).
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Nos ensaios foram utilizados cortes histologicos de carcinoma cervical uterino para o controle
positivo e negativo, sendo que para o controle negativo houve a omissdo do anticorpo

primario.

4.4. Analise da imunomarcaciao

As reagdes imuno-histoquimicas foram avaliadas em microscépio de luz convencional (Leica
DM750). Essa analise foi feita de forma independente por uma avaliadora com experiéncia

em analises imuno-histoquimicas (Juliana Mota Pereira).

Foram utilizados como critérios de analise a presenca ou nao de reatividade, a intensidade de
reacdo (fraca, moderada ou forte), e a propor¢do de células reativas (em seis intervalos). Em
seguida, um indice composto, denominado Quickscore (QS), foi calculado pela multiplicagao
dos valores de intensidade de reacdo / staining (IS) e de proporcdo de células reativas /
positivas (PPC), segundo metodologia previamente descrita (DETRE, JOTTI ¢ DOWSETT,
1995). As classes e os valores atribuidos a cada uma delas para calculo do QS sao

apresentados no Quadro 1.

Quadro 1- Parametros, classes e valores utilizados para avaliagdo das reagdes imuno-histoquimicas
(DETRE, JOTTI e DOWSETT, 1995).

Classes e valores

Parametro
0 1 2 3 4 5 6
Proporcao de
células Sem 0a4%  5a19% 20a39% 40a59% 60a69% 80 a 100%
neoplasicas reatividade
positivas
Intensidade Sem

~ . . F M Int _ ) )
de coloraciio reatividade faca oderada ntensa

4.5. Tabulacao de resultados e analise estatistica

Considerando os intervalos ndo continuos da possivel distribui¢ao dos valores finais do indice
Quickscore (0 a 6, 8 a 10, 12, 15, e 18), apenas testes estatisticos ndo paramétricos foram
utilizados neste estudo. Comparagdes entre valores foram realizadas com os testes de Mann-
Whitney e de Kruskal-Wallis (com pos-teste de Dunn). Andlise de correlacao foi feita com o

teste de Spearman. Significancia estatistica foi atribuida para valores de p menores que 0,05.
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5. RESULTADOS

Um total de 85 amostras teciduais foram selecionadas, cuja distribuicao e respectivos dados
demograficos dos pacientes sdo detalhados na Tabela 1. Verificou-se um predominio de
mulheres adultas, de carcinomas papiliferos dentre as neoplasias malignas, e um elevado
nimero de carcinomas papiliferos metastatizantes para linfonodos regionais (38% desses

tumores).

Tabela 1 — Distribuicdo dos casos selecionados, segundo natureza das amostras biologicas, tipo
histologico dos tumores, sexo ¢ idade dos pacientes.

Grupo N Sexo Idade
(M:H) (x £DP)

Tiredide normal 14 - -
Adenomas 10 5:1 46,6 + 13,7
Neoplasias malignas 61 5,5:1 43,3+17,6
Carcinoma papilifero 48 5,1:1 42,0 £ 16,8
Classico 34 5,8:1 40,8 £ 17,2
(ndo metastatizante) 21 6,0:1 46,2 + 15,1
(metastatizante™®) 13 5,5:1 329+194
Folicular 14 4,0:1 45,2+ 16,0
Carcinoma folicular 4 0:4 36,5+ 15,0
Carcinoma oncocitico 6 0:6 52,8 +13,4
Carcinoma medular 3 0:3 48,7+ 19,9
Neoplasias 71 5,5:1 43,8 +17,0

* - Metastases para linfonodos regionais.
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A reatividade para H3S10p foi identificada como marcacdo nuclear, de intensidade variando
de fraca a moderada, em propor¢do variada das células tumorais, conforme mostrado na

Figura 3.

Figura 3 — Imagens representativas da reatividade imuno-histoquimica para H3S10p em amostras de
tiredide normal (A), adenoma folicular (B), CPT classico (C), CPT variante folicular (D), carcinoma
oncocitico (E), e carcinoma medular (F) de tiredide. Técnica de estreptavidina-biotina-peroxidase,
ampliagéo original de 400x.



42

Conforme detalhado na Tabela 2, a maioria das amostras de tiredide normal e de adenomas
de tiredide exibiu reatividade para H3S10p, enquanto os carcinomas mostraram
frequentemente uma reatividade reduzida, sendo a maioria dos casos negativos. Da mesma
forma, houve um decréscimo gradativo no indice Quickscore médio das amostras de tiredide
normal para as de adenomas e entdo para as de carcinomas. Todavia, apenas a diferenca nos
indices entre amostras de tecido ndo neoplédsico e carcinomas se mostrou estatisticamente

significante, conforme ilustrado no Grafico 2.

Tabela 2 — Distribuicdo dos casos selecionados, segundo natureza das amostras biologicas, tipo
histologico dos tumores, propor¢ao de casos reativos e indice Quickscore (QS).

Reatividade para H3S10p

Gruno Proporgdo de Indice Quickscore
P casos reativos (x)
Tireoide normal 92,9% 12,5
Adenomas 60% 5,3
Neoplasias malignas 37, 7% 1,8
Carcinoma papilifero 41,7% 1,6
Carcinoma folicular 50% 7,5
Carcinoma oncocitico 0% 0
Carcinoma medular 33% 0,3
*
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Grafico 2 — Reatividade (média) para H3S10p em amostras de tiredide normal, adenomas e
carcinomas de tiredide (p < 0,02, teste de Kruskal-Wallis; asterisco mostra diferenca significativa
entre pares, pos-teste de Dunn).
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Nao houve diferenca significativa nos indices de Quickscore entre os diferentes tipos

histoldgicos de carcinomas, conforme apresentado no Gréfico 3.
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Grafico 3 — Reatividade (média) para H3S10p em diferentes carcinomas de tiredide (p = 0,017, teste
de Kruskal-Wallis).

Considerando apenas os carcinomas papiliferos, ndo houve diferenca significativa no indice
de Quickscore quando os casos foram segregados segundo a presenca de metéstases,

conforme mostrado no Grafico 4.
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Grafico 4 — Reatividade (média e desvio-padrdo) para H3S10p em amostras de carcinomas papiliferos
de tiredide, segregados em casos primarios ndo-metastatizantes € metastatizantes para linfonodos

(PNM e PM, respectivamente; p = 0,31, teste U de Mann-Whitney).
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Finalmente, dentre os casos de CPT, verificou-se predominio de mulheres, de pacientes com
até 45 anos de idade, de tumores unifocais, ndo capsulados, sem evidéncia de necrose, invasao
vascular ou extratireoidiana, conforme mostrado na Tabela 3. Nessa mesma Tabela,
verificou-se que a média do indice Quickscore para reatividade de H3S10p foi
significativamente menor no grupo de pacientes com mais de 45 anos. Nenhuma outra
comparac¢do dos casos segundo os demais parametros clinicos ou patoldgicos dos carcinomas

papiliferos foi estatisticamente significativa.

Tabela 3 — Distribuicdo dos carcinomas papiliferos de tiredide segundo pardmetros clinicos e
patologicos, bem como comparacdo da reatividade imuno-histoquimica para H3S10p entre grupos
diferentes, segundo o indice de Quickscore (QS).

n QS

Parametro Caracteristica n total médio Teste )4
Feminino 40 2,8
Sexo . 48 Mann-Whitney 0,14
Masculino 8 3,1
Até 45 anos 25 0,8 )
Idade 48 Mann-Whitney 0,03
> 45 anos 23 1,7
Até 4cm 36 2,5 )
Tamanho 42 Mann-Whitney 0,20
>4cm 6 1,3
. Unifocais 27 1,3 .
Focalidade . 45 Mann-Whitney 0,08
Multifocais 18 2,3
Ausente 26 1,4 )
Cépsula fibrosa 46 Mann-Whitney 0,93
Presente 20 1,9
Ausente 43 1,7 )
Necrose 46 Mann-Whitney 0,92
Presente 3 1,7
. Ausentes 22 1,9 i
Mitoses 46 Mann-Whitney 0,68
>1em 10cga 24 1,4
5 Ausente 30 1,7
Invasdo 46 Mann-Whitney 0,87
vascular Presente 16 1,6
5 Ausente 30 1,7
Iny asao 45 Mann-Whitney 0,92
extratireoidiana Presente 15 1,7
Livres 37 1,9
Margens 46 Mann-Whitney 0,18

cirrgicas Comprometidas 9 0,7
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6. DISCUSSAO

Relativamente poucos trabalhos avaliaram modificagdes pods-traducionais de histonas em
tumores de tiredide. Puppin et al. (2011) mostraram que os niveis de acetilagdo da lisina 18 da
histona H3 (H3K18ac) sdo mais baixos nos canceres indiferenciados em relacdo aos
diferenciados. Os mesmos autores relataram ainda niveis aumentados de acetilagdo da lisina
12 da histona 4 (H4K12ac) no adenoma folicular, mas nao no carcinoma folicular da tiredide.
Em estudo anterior (MORAES, 2014), nosso grupo de pesquisa observou resultado diverso ao
de Puppin, posto que todas as amostras de tire6ide normal, adenomas e carcinomas papiliferos
se mostraram completamente reativas para H4K12ac. Kondo et al. (2009), relataram aumento
nos niveis de dimetilagao da lisina 9 da histona H3 (H3K9me2) ¢ diminui¢do da acetilagao do
mesmo residuo da histona H3 (H3K9Ac) num subgrupo de células de carcinoma da tiredide

que apresentava perda da expressdo do gene TTF-1 (do inglés, thyroid transcription fator 1).

A verificagdo no presente estudo de reducdo gradativa da reatividade para H3S10p da tire6ide
normal para adenomas, e desses para os carcinomas, sugere que fatores responsaveis pela
carcinogénese (formacdo inicial da neoplasia) e pela progressdo tumoral (aquisi¢do de
fendtipo gradativamente mais agressivo) estejam também associados a redugdo na
fosforilagdo de histonas, e que essa caracteristica possa ser eventualmente utilizada para a
identificagdo de neoplasias e para a disting@o entre tumores benignos e malignos de tiredide,
com aplicagdo por exemplo na andlise de aspirados citologicos. O resultado observado ¢
semelhante ao que tem sido relatado para tumores de cérebro, mama, prdstata, bexiga,
nasofaringe, figado, colon e reto (OTA et al., 2002; SISTAYANARAIN et al., 2006; LUO et
al., 2011; CHA et al., 2015; LI et al., 2013; FAGAN-SOLIS et al., 2014; NOWAK et al.,
2014; PACAUD et al., 2015). Todavia, o uso dessa associagdo como ferramenta auxiliar ao
diagnodstico ndo pode ser tomada como absoluta, frente a existéncia de casos ndo reativos
dentre as amostras de tiredide normal e de adenomas. A reatividade reduzida em carcinomas
em comparagdo a adenomas e tecido normal ¢ ainda contraditéria com a postulada aplicagdo
de H3S10p como marcadora de proliferagdao celular (VERAS et al., 2009; FUKUSHIMA et
al., 2009; YANG, 2011; TSUTA, et al., 2011; LADSTEIN et al., 2012). Sabe-se que a
fosforilacdo de H3S10 ocorre ndo somente na mitose, mas pode ocorrer (restrita a poucos
genes) em também em células interfasicas e em células apoptdticas (CHOI et al., 2005;
PRINGENT e DIMITROV, 2003; LABRADOR e CORCES, 2002; NOWAK e CORCES,
2000; HENDZEL et al., 1998).
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Sobre as caracteristicas gerais da casuistica avaliada, verificou-se que a grande maioria dos
pacientes com neoplasias tireoidianas, benignas e malignas, era do sexo feminino, com uma
propor¢ao entre os sexos feminino e masculino variando entre 4:1 e 6:1. Uma propor¢ao
relativamente maior do que o esperado, que ¢ de 2:1 a 4:1. A faixa etéaria variou de 32,9 *
16,4 a 46,2 = 15,1 anos. Tal perfil epidemiologico corresponde ao usualmente relatado na
literatura (ROSAI, CARANGIU E DELELLIS, 1992; LIVOLSI et al., 2004; NIKIFOROV e
OHORI, 2012).

Observou-se que pacientes mais velhos, cujo prognodstico ¢ usualmente pior (SIMPSON ET
AL., 1987), apresentaram lesdes em que a reatividade média foi reduzida em comparagdo aos
tumores de pacientes mais jovens. Um estudo experimental mostrou que a reatividade para
H3S10p ¢ maior em ratos mais velhos (KAWAKAMI et al., 2009). Em tumores, estudo
recente (GOOSSENS-BEUMER et al.,, 2014) ndo identificou variagdo com a idade da
reatividade imuno-histoquimica para H3K9ac ou H3K27me3 em carcinoma colorretal,
todavia mostrou que reatividade elevada para esses marcadores esta associada a pior
prognostico em pacientes com mais de 65 anos. Nao se identificou nenhuma outra associacao
significativa entre a reatividade para H3S10p e os demais parametros avaliados, de onde se
deduz que ndo ha grande interferéncia dessa modificacdo de histona com o comportamento

tumoral.

O estudo da forma fosforilada de H3S10p foi motivada pelas evidéncias de sua marcante
participagdo na condensacdo e segregagdo dos cromossomos na mitose (SUN et al., 2012;
JOHANSEN e JOHANSEN, 2006; PRINGENT e DIMITROV, 2003), bem como pelos varios
relatos sobre altos niveis de H3S10p em diversos tipos de canceres humanos (OTA et al.,
2002; SISTAYANARAIN et al., 2006; LUO et al., 2011; CHA et al., 2015; LI et al., 2013;
FAGAN-SOLIS et al, 2014; NOWAK et al, 2014; PACAUD et al, 2015) e pelo
envolvimento de H3S10p na ativacdo de alguns proto-oncogenes (CHOI et al., 2005;
NOWAK e CORCES, 2000).

Além disso, todo o estudo se pautou sobre andlises imuno-histoquimicas criteriosas, porém
obviamente existem limitagdes relacionadas a técnica escolhida, tais como a dificuldade de se
quantificar os resultados, a dificuldade de padronizacdo dos anticorpos e a alta dependéncia
de técnicos de laboratdrio e patologistas bem treinados para a execu¢do dos procedimentos
laboratoriais e para a interpretagdo dos resultados consequentes. Nao obstante, a escolha da
imuno-histoquimica se baseou na sua praticidade e no seu amplo uso por parte dos

patologistas. E uma técnica laboratorial bem estabelecida, frequentemente utilizada na rotina
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dos principais laboratorios de patologia, onde ajuda a identificar agentes infecciosos, células
neoplésicas e sitios primarios de metastases, bem como a estabelecer o grau de malignidade
de tumores. Tem a imensa vantagem de ser utilizada em materiais fixados, que proporcionam
uma boa visualizacdo da alteracao histoldgica em conjunto com o antigeno pesquisado. Além
disso, ¢ de rapida execugdo e relativamente barata. Uma vez que fossem encontradas
modificagcdes com significado diagnostico e progndstico através da imuno-histoquimica,

estariamos diante de uma ferramenta poderosa e com potencial de ampla utilizagao.

O uso do Quickscore (QS) (DETRE, JOTTI e DOWSETT, 1995) para a quantificagao das
marcagdes imuno-histoquimicas minimizou o “fator subjetividade”, tornando a avaliagdo
padronizada e objetiva. Conforme descrito anteriormente na metodologia, o QS permite uma
avaliacdo da proporgao de células positivas ¢ da intensidade da coloragdo para a classificagao

dos casos em categorias pré-estabelecidas.

Finalmente, existem outros métodos que podem ser utilizados para a avaliagdo das
modifica¢des de histonas, como por exemplo Western Blotting, Immunoblotting, métodos de
purificagdo de histonas, imunoprecipitagdo de cromatina (ChIP), imunoprecipitacdo de
cromatina com microarranjo de DNA (ChIP-chip) e imunoprecipitacdo de cromatina com
sequenciamento de DNA (ChIP-seq). No entanto, varios deles ndo estdo disponiveis em
alguns laboratorios, sdo caros e de dificil aplicabilidade na rotina laboratorial. Dessa forma,
objetivou-se encontrar um marcador especifico para o diagnodstico ou progndstico de
neoplasias tireoidianas através de uma técnica de facil acesso para a maioria dos médicos

patologistas.
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7. CONCLUSAO

Os resultados obtidos mostraram que ha uma reducgdo gradativa da reatividade para H3S10p
da tiredide normal para adenomas, ¢ desses para os carcinomas, de forma que casos com

reatividade baixa ou ausente mais provavelmente sao neoplasias malignas.

Observou-se que pacientes mais velhos, cujo prognostico ¢ usualmente pior, apresentaram
lesdes em que a reatividade média foi reduzida em comparag@o aos tumores de pacientes mais
jovens. Para os demais parametros avaliados, ndo se identificou nenhuma associagdo
significativa com a reatividade para H3S10p, de onde se deduz que ndo ha grande

interferéncia dessa modifica¢ao de histona com o comportamento tumoral.

Por fim, os resultados sugerem uma possivel participacdo da H3S10p no desenvolvimento de

neoplasias tireoidianas, que precisam ser melhor esclarecidas em estudos adicionais.
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Apresentagao do Projeto:

A avaliacdo de mecanismos epigenéticos tem ganho cada vez mais atencéo nos estudos sobre o
desenvolvimento dos cAnceres de tiredide. Nesse sentido, existe muito pouca informacéo sobre as
conseqléncias da modificacdo de histonas na carcinogénese de tiredide - uma das principais formas de
controle epigénico da expresséao génica. Assim, o presente estudo busca obter dados que contribuam para o
esclarecimento do papel da modificacio global de histonas durante o processo de progresséo tumoral dos
carcinomas de tiredide, contribuindo para o refinamento do processo de diagnostico, mediante a identificacéo
de marcadores de comportamento agressivo. Serfo 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 serido recuperadas
informacdes demograficas dos pacientes (sexo e idade), bem como dados clinicos (localizac&o anatémica,
tamanho, sinais e sintomas, ocorréncia de metastases a distancia). Mediante analise de laminas histolégicas
recém preparadas e coradas em hematoxilina e eosina, deveréio ser verificadas as caracteristicas histologicas
de interesse para o estudo, a saber: tipo histolagico, subtipo (para o carcinoma papilifero: formas classica e
variantes), multifocalidade, encapsulamento / invas&o capsular, invaséo linfonodal, invaséo perineural, invaséo
vascular, contagem de mitoses, e extensfo extratireocideana. Matrizes teciduais serdo construidas e
posteriormente utilizadas para as analise imunoistoquimicas para identificacéo de alteractes especificas de
histonas (H3K4me, H3K4me2, H3K18ac, .

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

METODOS

Serao 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 € a leséo de interesse especifico por se tratar do tipo mais freqiente, e as demais seréo avaliadas
para fins de comparacéo em termos de cito e histodiferenciacfo, alem de agressividade tumoral (especialmente
0 adenoma folicular e o carcinoma anaplasico, antipodas em termos de comportamento biologico).

CALCULO AMOSTRAL

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

FONTES DE PESQUISA

Todas as fontes de matenal e informacéo necessarios ao estudo seréio provenientes de arquivo do Hospital de
Clinicas da Universidade Federal de Uberldndia. Os casos de interesse serdo identificados por consulta aos
registros de pacientes em acompanhamento pelo Servigo de Cirurgia de Cabeca e Pescoco, disponiveis no
praprio servico. Informacdes demograficas e clinicas serdo obtidas dos registros hospitalares, enquanto que os
dados histopatolégicos e 0s ensaios imunoistoquimicos seréo 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 lesbes, 0s quais
foram totalmente independentes do protocolo agui apresentado. Para caracterizacio da amostra e posterior
analise estatistica, de cada caso serdo recuperadas informacdes 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 histolégicas de interesse para o estudo a saber: tipo histoldgico, subtipo (para o carcinoma
papilifero: formas classica e variantes), multifocalidade, encapsulamento / invaséo capsular, invaséo linfonodal,
invaséo perineural, invaséo vascular, contagem de mitoses, e extenséo extratireoideana.

ENSAIOS IMUNOISTOQUIMICOS

Cortes parafinados das matrizes teciduais com 3micrémetros de espessura serdo submetidos a recuperacéo
antigénica com solucio de acido citrico em forno de microondas. Sera entéo realizado o bloqueio da atividade
de peroxidase endbdgena, seguida por incubacéo com os 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. Apos a incubacdo com os anticorpos
primarios, os cortes serdo incubacos com sistema de amplificacdo conjugado com peroxidase. Em seguida, a
reacéo sera revelada com substrato cromogénico pré-diluido (343 diaminobenzidina, Sigma), seguido por
contracoloracéo 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.

Critério 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.

Critério de Excluséo:

O material a ser utilizado consiste em blocos de tecido provenientes de biopsias, 0s quais sédo arquivados por
determinacéo 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 revisao diagnostica mediante
avaliacdo do material arquivado. Dessa forma, serdo excluidos todos os casos cujo material (blocos
histopatologicos) ndo seja suficiente para execucéo dos ensaios imunoistoquimicos e posterior preservacéo
para revisao diagnéstica, se necessaria.

Analise estatistica

A marcacéo imunoistoguimica de cada antigeno de interesse sera descrita por medidas de freqiiéncia absoluta
e percentual (por categorias), bem como com medidas de tendéncia central (média, desvio-padrio e variacio).
Para fins analiticos, conforme as metas apresentadas no item 2, a comparacio dos indices médios de
marcacfo entre os diferentes tipos de tumores sera empregado teste de Kruskal-Wallis com pas-teste de Dunn.
Para a comparacéo das diferentes moléculas em cada um dos tumores, a analise devera ser inicialmente
exploratdria e descritiva para identificar possiveis alteracdes na expresséo (aumento ou diminuicéo),seguindo-
se por teste de qui-quadrado para verificacio de possiveis associacoes entre reatividade e caracteristicas
clinicas e histopatologicas. Serdo consideradas significativas apenas aquelas associactes cuja probabilidade
de terem

sido obtidas ao acaso seja inferior a 5%. Todas as anadlises seréo 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 modificacfo global de histonas durante o
processo de progressédo tumoral dos carcinomas de tireoide. Se possivel, contribuir para o refinamento do
processo de diagnostico, mediante a identificacdo de marcadores especificos de comportamento agressivo.

Avaliagdo dos Riscos e Beneficios:

Riscos:

O risco previsto € o de quebra de sigilo quanto a informacdes arquivadas. Para evita-lo, a equipe proponente se
compromete a manter todas as informacdes pessoais dos pacientes codificadas de tal forma que néo seja
permitida identificacio pessoal, e aléem 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, néo se prevé risco ou desconforto fisico a partir deste estudo.

Beneficios:

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

Comentarios e Consideragdes sobre a Pesquisa:

Trabalho bem elaborado, bem delineado, com importdncia cientifica.

Consideragoes sobre os Termos de apresentagao obrigatoria:

Apresenta todos os termos obrigatérios.

Recomendacgoes:

Né&o ha.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes:

Protocolo aprovado.

Situagdo do Parecer:

Aprovado

Necessita Apreciacdo da CONEP:

Nao

Consideracdes 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.

Orientacfes 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 penalizacéo alguma e sem prejuizo ao seu cuidado (Res. CNS 196/96 - ltem IV.1f) e
deve receber uma copia 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 apos analise das razdes da descontinuidade pelo CEP gue o aprovou (Res. CNS ltem [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 (ltem V_3) que requeiram acéao
imediata.

¢, O CEP deve ser informado de todos os efeitos adversos ou fatos relevantes que alterem o curso normal do
estudo (Res. CNS ltem V.4). E papel de o0 pesquisador assegurar medidas imediatas adequadas frente a
evento adverso grave ocorrido (mesmo que tenha sido em outro centro) e enviar notificacdo ao CEP e a
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria ; ANVISA ¢ junto com seu posicionamento.

¢, Eventuais modificacdes 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 & ANVISA, o pesquisador ou patrocinador deve envia-las
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também & mesma, junto com o parecer aprobatorio do CEP, para serem juntadas ao protocolo inicial
(Res 251/97 item [l1.2 e). O prazo para entrega de relatério é de 120 dias apd6s o término da execucéo prevista
no cronograma do projeto, conforme norma.

04 de Agosto de 2012

Assinado por:
Sandra Terezinha de Farias Furtado






