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RESUMO

Um marcador bioldgico ideal deve ser especifico e sensivel para identi-
ficar o tipo tumoral e caracterizar o estagio da progressdo neoplasica.
Os tumores de tiréide originam-se de dois tipos celulares: 1) carcinoma
medular originario de células parafoliculares; e 2) as neoplasias de célu-
las epiteliais foliculares, que incluem bdcio, adenomas, carcinomas
diferenciados (carcinoma papilifero e carcinoma folicular) e carcinoma
indiferenciado (carcinoma anaplasico). O comportamento biolégico
distinto faz com que cada tipo tumoral necessite de uma conduta te-
rapéutica especifica. O conhecimento acumulado ao longo destes
anos, utilizando métodos de biologia molecular e, mais recentemente, a
gendmica, identificou mutacdes especificas de cancer de tirdide e,
atualmente, entendemos muito das alteragces que ocorrem na
expressdo de fatores de crescimento, seus receptores e proteinas sina-
lizadoras intracelular nas neoplasias tiroidianas. Contudo, apesar desses,
até o momento ndo dispomos de um marcador eficiente que auxilie no
diagndstico e prognéstico e, conseqientemente, para indicagdo de
uma terapéutica mais adequada. Nesta revisdo, discutiremos 0s princi-
pais aspectos relacionados a tumorigénese tiroidiana, avaliando o
potencial destes fatores como marcador em neoplasia folicular de
tirdide. (Arq Bras Endocrinol Metab 2004;48/1:114-125)

Descritores: Marcador bioldgico; Tirdide; Tumores de tirdide; Cancer de
tirdide; Tumorigénese

ABSTRACT

Biological Markers in Thyroid Tumors.

Thyroid tumors originate from two cell types: 1) medullar carcinoma from
parafolicullar cells and 2) the tumors derived from follicular epithelial cells,
which include multinodular goiter, adenomas, differentiated carcinomas
(papillary and follicular carcinoma) and undifferentiated carcinoma
(anaplastic carcinoma). Because of the tumors distinct biological behav-
ior, there is a requirement for a specific therapeutic approach. Some thy-
roid cancer specific mutations have been identfied using molecular biol-
ogy and more recently, genomic methodology. We now understand
much of the alterations that occur in the expression of growth factors,
receptors and the intracellular signaling pathway. However, none of these
have yet proven to be efficient as a marker for diagnosis and prognosis,
nor are they helpful in establishing a targeted therapeutic approach. In
this review, we will discuss the main aspects of thyroid tumorigenesis and
evaluate the potential of these factors as markers for thyroid follicular neo-
plasia. (Arq Bras Endocrinol Metab 2004;48/1:114-125)

Keywords: Biological markers; Thyroid; Thyroid tumors; Thyroid cancer;
Tumorigenesis
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GLANDULA TIROIDE ESTA SOB O CONTROLE da

tirotropina hipofisaria (TSH) e do iodo, os quais
regulam sua funcdo e proliferacdo. A tiréide adulta ca-
racteriza-se pela baixa renovacdo de suas células foli-
culares; entretanto, mantém o potencial para proliferar
em resposta a estimulos. A incidéncia do nédulo
tiroidiano palpavel, na populacdo geral, é de cerca de 4
a 7%, contudo, com o advento da ultra-sonografia, a
prevaléncia sobe para 30%, mostrando uma alta capaci-
dade mitogénica do tecido. Os nédulos sdo, em sua
grande maioria, lesdes benignas que incluem bdcio
coléide e os adenomas foliculares atéxico e tdxico,
enquanto uma pequena porg¢do corresponde ao cancer.
Os carcinomas de tiréide se originam de dois tipos
celulares: carcinoma medular originario de células pa-
rafoliculares e as neoplasias de células epiteliais folicu-
lares. Dentre as neoplasias foliculares malignas, mais de
90% sdo carcinomas diferenciados papiliferos e carci-
nomas foliculares, e cerca de 1% corresponde ao carci-
noma indiferenciado ou anaplésico, a neoplasia folicu-
lar mais agressiva da tiréide. Os adenomas e carcino-
mas de Hiurthle, também de origem folicular, repre-
sentam formas variantes de neoplasia. O cancer de ti-
roide constitui a neoplasia enddcrina mais comum,
responsavel por 1.200 mortes anualmente nos Estados
Unidos, sendo maior a incidéncia de cancer em mu-
Iheres e em individuos acima de 40 anos. Fatores
ambientais influenciam no desenvolvimento do cancer
de tiréide, como a exposi¢do a radiacdo, predispondo
ao carcinoma papilifero e fatores nutricionais sugeridos
pela maior incidéncia de carcinoma folicular observada
na populacdo iodo-deficiente (1,2).

O céancer surge de uma mutacdo inicial em
algum gene envolvido na regulacdo de proliferacao
e/ou diferenciacdo celular, ocorrendo, entdo, expan-
sdo clonal da célula geneticamente modificada devido
a sua maior capacidade de proliferar e escapar ao con-
trole do ciclo celular e dos sinais que induzem a apop-
tose, predispondo ao acimulo de mutac8es sucessivas
(3). O entendimento da tumorigénese depende da
identificacdo de mutacBes que levam a expansdo clo-
nal. Na tiréide, padrdo de expansdo clonal é observado
tanto em neoplasias benignas (bdcios e adenomas)
guanto malignas (4,5). Até o momento, foram identi-
ficadas mutacdes no gene do receptor de TSH
(TSHR) e mutacBes de GSP em adenomas hiperfun-
cionantes; mutacdo de RAS é encontrada tanto em
lesBes benignas quanto malignas, mas predominante-
mente em carcinoma folicular; rearranjo PAX-
8/PPARM em carcinoma folicular; mutacdo de p53 em
carcinoma anaplasico, rearranjo RET/PTC e de TRK-
T em carcinoma papilifero e, mais recentemente,
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mutacdo de BRAF em carcinoma papilifero. Interes-
santemente, em carcinomas papiliferos ndo se observa
sobreposicdo de mutacdo de genes RET/PTC ao de
BRAF e de RAS, refletindo uma diversidade biolégica
desta neoplasia que necessita ser elucidada. Entretan-
to, mesmo sem a identificacdo precisa destas mutacdes,
podemos observar uma série de alteragcdes na expressao
ou fungdo de fatores de crescimento, receptores e
sinalizadores intracelulares, que auxiliam no entendi-
mento da patogénese, com potencial como marcador
em tumores de tirdide (6-8). A figura 1 representa as
principais alteraces genéticas observadas na tumorigé-
nese da tiréide, idealizadas segundo o modelo Vol-
genstein de evolucdo neoplasica progressiva (3).
Discutiremos, a seguir, alteragdes dos principais
fatores envolvidos na proliferacdo e diferenciacdo da
célula folicular tiroidiana e a contribuicdo destes na
tumorigénese da tirdide. Na tabela 1, os mesmos estdo
agrupados em diferentes categorias arbitrarias.

Marcadores Especificos da Diferenciacao
Tiroidiana

Receptor de TSH

TSHR é uma proteina da familia de receptores com 7
segmentos transmembranosos associada a proteina G. A
sub-unidade a da proteina G, GSP, transmite o sinal
intracelular gerado pela interacdo do TSH ao receptor,
através das vias adenil ciclase/cAMP ou fosfolipase C,
regulando a proliferacdo e sintese de horménios tiroidi-
anos. Mutagdes em ponto do gene de TSH-R ou do
gene de GSP resultam na ativacdo constitutiva, sendo
observadas em cerca de 50% do adenoma hiperfuncio-
nante (Doenca de Plummer) (9). A ativacdo constante
desta via, independente da presenca de TSH, estimula a
proliferacdo e, também, a maior produgdo de hor-
madnios tiroidianos. As mutagdes promotoras de “ganho
de fungdo” do TSHR se concentram na terceira alca
citoplasmatica ou nos segmentos transmembranosos 6 e
7 (10). Devido & importancia desta via regulatoria na
célula tiroidiana, alteracBes nesta via poderiam estar pre-
sentes em cancer de tirdide. Entretanto, associacdo
entre mutacdes de TSH-R ou de GSP e malignidade
tiroidiana ndo € um achado frequente (11).

Tiroglobulina

A tiroglobulina (TG) é uma glicoproteina de alto peso
molecular (660kDa), fundamental para sintese e arma-
zenamento de horménio tiroidiano. A TG é sintetiza-
da exclusivamente pelas células foliculares tiroidianas,
sendo a dosagem sérica utilizada no acompanhamento
dos pacientes apés terapéutica do cancer. Mais recen-
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Tabela 1. Principais marcadores biolégicos envolvidos na tumorigénese da tiréide.

Marcadores especificos Rearranjos Reguladores do ciclo  Outros marcadores  Genes associados a

da diferenciacdo Cromossémicos celular sindrome familiar
tiroidiana
NIS PAX8/PPARg EGF/c-erbB Galectina-3 APC
PAX 8 RET/PTC HGF/MET Telomerase PTEN
Tiroglobulina TRK-T IGF TCO
TPO TGFb
TSHR VEGF
TTF-1 BRAF
RAS
p53
C-MYC
K67
PCNA
TSI
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Figura 1. Progresséo tumoral da neoplasia da tiréide, com indicagédo dos
genes envolvidos por mutagao ou rearranjo. Etapa de evolugao, basea-
da em modelo Volgelstein, segundo o conhecimento atual das alte-
ragcOes genéticas observadas em adenomas e carcinomas da tiréide.

temente, medida de mRNA de TG em sangue peri-
férico tem aumentado a sensibilidade desta investi-
gacdo para deteccdo precoce de células foliculares
residuais no organismo po6s tiroidectomia. Até o mo-
mento, ndo existe associagcdo desta molécula com a
tumorigénese da tiréide (12,13).

Peroxidase Tiroidiana

A peroxidase tiroidiana ou TPO (do inglés, thyroid per -
oxidase), enzima especifica da célula folicular tiroidiana,

desempenha papel fundamental na formacgdo do hor-

monio tiroidiano, em mdltiplas etapas que envolvem o

iodo, tais como na catalizando a oxidacdo do iodo, na

organificacdo da tiroglobulina e acoplamento de

iodotironinas. A auséncia de expressao de TPO reflete a

perda da diferenciacdo celular, pois esta enzima estd
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envolvida em importantes etapas da sintese hormonal.
Mutacdo somatica de TPO foi observada em nddulos
hipocaptantes, sugerindo que esta enzima poderia estar
contribuindo para o aumento da proliferacdo celular
(14). Um mecanismo indireto pelo qual mutacdo no
gene TPO poderia favorecer a atividade mitética da
célula folicular seria pela faléncia faléncia na formacéo
de iodolactona, um inibidor de proliferagdo celular (15).
A avaliacdo do grau de diferenciacdo dos tumores de
tirdide pela andlise da expressdo protéica de TPO em
tecido tumoral ou material de PAAF vem sendo reali-
zada por diferentes grupos. A expressdo de TPO é alta
em tecidos normais, porém baixa ou ausente em neo-
plasias malignas, Eentretanto, até 0 momento néo existe
um consenso que permita utilizar TPO como marcador
molecular de malignidade (7,16).

Arg Bras Endocrinol Metab vol 48 n° 1 Fevereiro 2004
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NIS

O NIS (do inglés, Na/l symporter) é uma glicoprotei-
na integral da membrana plasmatica, responsavel pela
captacdo de iodo nas células foliculares tiroidianas e
em outros tecidos, como a glandula salivar, glandula
mamaria e estdmago (17).

A presenca de NIS na membrana basal da célu-
la folicular garante a entrada de iodo, que sera organi-
ficado e armazenado no foliculo tiroidiano. Esta carac-
teristica da tirdide é importante na terapia ablativa por
radioiodo e tem garantido o sucesso no tratamento de
carcinomas diferenciados de tirdide e de metéstases. A
reducdo da concentracdo de radioiodo é observada em
tecidos malignos, sugerindo expressdo de NIS dimi-
nuida mesmo em carcinomas diferenciados como
papilifero e folicular (18,19). Entretanto, outros tra-
balhos mostram expressdo aumentada de mRNA e
proteina de NIS em céncer de tiréide (20,21). Embo-
ra a imunoexpressdo de NIS seja observada em cancer
de tirdide, estudos imuno-histoquimicos sugerem que
a predominante localizacdo intracelular e escassa mar-
cacdo imuno-histoquimica em membrana plasmatica
poderiam ser reflexo do comprometimento do traf -
ficking da proteina NIS no interior das células folicu-
lares neoplasicas (17). Visando restaurar ou induzir a
expressdo de NIS em céncer, alguns pesquisadores tes-
taram a capacidade da transferéncia génica de NIS em
células tumorais para posterior terapéutica com
radioiodo (22). Terapia génica de NIS em cancer de
préstata mostrou-se eficaz para tratamento subse-
gliente com 1131 in vitro e invivo (23). Estes resulta-
dos experimentais de manipulacdo do gene NIS sdo
promissores para futura utilizacdo em pacientes com
cancer pouco diferenciados de tiréide, assim como
naqueles com cancer de outros tecidos.

TTF-1 e PAX8

TTF-1 (do inglés, thyroid transcription factor 1), jun-
tamente com PAX8, sdo importantes fatores de trans-
cricdo especificos para os genes da TG, TPO, NIS e
receptor de TSH, componentes centrais do desenvol-
vimento e funcdo celular da tirdide. Camundongos
knockout de TTF-1 ndo conseguem desenvolver a
tiréide, e animais, na auséncia de PAX8, desenvolvem
glandula dis-hormoniogénica, pois ndo expressam TG
e TPO (24,25). A anélise dos niveis de RNA mensa-
geiro em tumores de tirGide mostra que a expressdo de
TTF-1 e de PAX8 esta preservada em adenomas, mas
diminuida em carcinoma papilifero e folicular, e
ausente em carcinomas anapléasicos. A observacao
experimental confirma o importante papel da perda
funcional de TTF-1 e de PAX8 nos carcinomas indife-
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renciados, pois células de carcinomas anaplasicos trans-
fectadas com de vetores que induzem a reexpressao
destes genes voltam a expressar TG e TPO (26). Desta
forma, mais do que indicadores do estado de diferen-
ciacdo da célula folicular no cancer, TTF-1 e PAX8 séo
potentes genes alvos a serem corrigidos em terapia
génica direcionada para o tratamento de carcinoma
indiferenciado de tiroide.

Rearranjos Cromossémicos

Rearranjos cromossdémicos sdo associados com cancer
e representam um dos mecanismos de ativacdo de
oncogene. RET/PTC, TRK-T e PAX8-PPAR(L sdo
rearranjos tipicos observados exclusivamente em
cancer de tirbide.

RET/PTC

O gene RET codifica um receptor de membrana tirosi-
no-quinase (TK,do inglés tyrosine-kinase) envolvido na
transducdo de sinais para a proliferagdo, diferenciacdo e
migragdo no desenvolvimento de células da crista neu-
ral. Célula folicular de tir6ide normal ndo expressa RET;
no entanto, rearranjos de RET estdo presentes em cerca
de 20-25% dos carcinomas papiliferos de tirdide (27).
Os rearranjos sao resultado da fusdo do dominio tirosi-
no-quinase do gene RET a porcdo 5’ de genes hetero-
logos e formam oncogenes quiméricos RET/PTCs clas-
sificados de 1 a 8 e, mais recentemente, outros dois rear-
ranjos foram descritos (figura 2) (28). Os rearranjos de
maior incidéncia sdo RET/PTC 1, derivado de uma
inversdo paracéntrica do braco longo do cromossomo
10 resultando no oncogene D10S170(H4)-RET, e
RET/PTC 3 e 4, originados de um rearranjo no cro-
mossomo 10, sobrepondo o dominio RET-TK a porcdo
5’ do gene ELE 1 (28). A ativacdo constitutiva de
RET/PTC leva a interagdo com SHC, um intermédio
da via de sinalizacdo RAS. A capacidade oncogénica de
RET/PTC é dependente da integridade da via SHC-
RAS-RAF-MEK.

Em carcinoma papilifero de adulto, o rearranjo
mais observado é o RET/PTCL1. A maior freqiéncia
de ativacdo de RET/PTC foi encontrada em criangas
com carcinoma papilifero de tiréide, expostas a radi-
acdo emitida em Chernobyl, 1996, que, na maioria,
apresentavam rearranjo RET/PTC3 (29).

PAX8/PPARYy

Rearranjo envolvendo os genes PAX-8 e PPARgL (do
inglés, peroxisome proliferator activated receptor) foi
identificado por Kroll e cols. (30) exclusivamente em
carcinoma folicular. Este rearranjo é uma translocacao
1(2;3)(g13;p25) que ocasiona a fusdo do dominio de
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Figura 2. Representacédo esquematica do produto do proto-oncogene RET e dos oncogenes RET/PTC que sdo
encontrados em carcinomas papiliferos de tirdide. Estdo indicados no esquema, a regiao rica em sitios de lig-
acdo a caderina (Cad), regido rica e cisteina (Cys), transmembrana (TM) e dominio quinase de tirosina (TK) e
os pontos de quebra em carcinomas papiliferos (SETA). E esquerda estao indicadas as aberragcées cromossdmi-
cas que levam a formagéao de rearranjos RET. (Modificado a partir do esquema Santoro).

PAXHE FPAR gl

L] ] b e
Figura 3. Representagcdo esquematica do rearranjo PAX8-PPARgL. O rearranjo une os dominios homeobox de
PAX8 (éxon 7, 8 ou 9) aos dominios receptores nucleares da proteina PPARg (éxon 1). Estdo indicados no esque-
ma o ponto de quebra (SETA), os dominioshomeobox pareado (PD) e parcial (HD) de ligagdo ao DNA de PAXS,

e dominios de receptores nuclear de PPARgL (A - F). (Modificado a partir do esquema de Kroll e cols.).

ligacdo do fator de transcricdo de tirGide PAX8 ao
dominio A a F do gene PPARg, cujo produto é a pro-
teina quimérica Pax8-PPARgL com atividade onco-
génica, como mostrado na figura 3. A observacao ini-
cial de que mais de 50% dos carcinomas foliculares
apresentavam Pax8-PPARgL, foi confirmada por ou-
tros que também mostravam o grande potencial de
Pax8-PPARgL em distinguir adenoma folicular de car-
cinoma folicular (30,31). Por outro lado, relatos mais
recentes mostram que adenomas apresentam rearranjo
Pax8-PPARgL em nudmero consideravel (32,33).
Segundo Kroll (34), Pax8-PPAR(gL est4 associado ao
estadiamento precoce do carcinoma folicular; porém
nao sabemos, ainda, se o rearranjo que tem sido obser-
vado em adenomas por outros autores representaria
um indicio precoce de transformacdo maligna.

TRK-T

NTRK1 codifica um dos receptores do fator de cresci-
mento neural (do inglés nerve growth factor), e rear-
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ranjos deste genes com sequiéncias cromossdmicas
aleatorias resultam em diferentes produtos quimeéricos.
Estas proteinas, denominadas TRK-T1, TRK-T2 e
TRK-T3, apresentam atividade oncogénica e estdo
presentes em carcinoma papilifero. Sio menos investi-
gados do que os rearranjos RET/PTC, mas foram
observados em 15% dos carcinomas papiliferos (35).

Reguladores do Ciclo Celular

Os fatores de crescimento atuam estimulando ou ini-
bindo a progressao do ciclo celular. Na Gltima década,
a influéncia de grande nimero de fatores de cresci-
mento com acao proliferativa, entre os quais o fator de
crescimento insulin-like (IGF), fator de crescimento
epidérmico (EGF), fator de crescimento de hepatécito
(HGF), assim como expressdao de fatores de cresci-
mento com ac¢do antimitogénica, representados pelo
fator de crescimento transformador beta (TGFb), foi
estudada em células foliculares da tir6ide utilizando
modelos in vitro e in vivo. Ao mesmo tempo, consoli-
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dou-se o conceito de que células foliculares sintetizam
fatores de crescimento, 0s quais contribuem na
mitogénese por mecanismo autdcrino/pardcrino na
glandula tiroidiana (36).

Desta forma, mostramos que IGF-1 e IGF-II,
peptideos de aproximadamente 7kDa, sdo expressos em
células foliculares da tirgide e atuam de maneira aut6-
crina promovendo a proliferacdo celular. Em linhagem
FRTL-5, o TSH estimula a sintese de mRNA de IGF-
11, contribuindo para o seu efeito mitogénico (37-39).

O HGF, um fator mitogénico para células foli-
culares da tirdide, se liga a um receptor TK especifico,
0 proto-oncogene MET. Diversos mecanismos con-
tribuem para ativagdo constitutiva de MET, perpetuan-
do o efeito do HGF. Amplificacdo do MET é observa-
da predominantemente em carcinoma papilifero e ana-
plésico (40).

A acdo proliferativa do EGF inicia-se pela inte-
racdo com seu receptor EGFR, uma TK codificada pelo
proto-oncogene c-erb-B, desencadeando cascata que
envolve a via MAPK (do inglés MAPK: mitogen-acti -
vated protein kinase). O aumento de expressdo de EGF
e de EGF-R é observado em tumores de tir6ide, com
maior expressdo em carcinoma. A acdo de EGF pode
ser bloqueada tanto pelos inibidores do receptor quan-
to da via MAPK por ela ativada (41,42).

Durante a evolucdo da transformagdo maligna,
pode ocorrer faléncia da célula em sustentar, expressar
ou responder a fatores de crescimento inibitérios do
ciclo celular. Em tecido epitelial, TGFb é um pro-
tétipo de fator de crescimento antiproliferativo que
atua na fase G1 tardia do ciclo celular interrompendo
a progressao para a fase S.

TGFb é uma proteina dimérica de 25kDa, que
inicia sua acao através da ligacdo com seus receptores
de membrana serino-treonina quinase, 0s quais desen-
cadeiam sinalizacdo intracelular mediada por diversas
proteinas da familia SMAD (43). O efeito antiprolife-
rativo de TGFb envolve a hipofosforila¢cdo de RB, ati-
vacdo de ciclinas inibitorias e inibicdo da transcri¢do de
C-MYC (44). Em célula folicular da tiréide, o iodo au-
menta 0 MRNA de TGFb e, curiosamente, ambos di-
minuem expressdo do NIS, sugerindo uma inter-re-
lacdo destes fatores na fungdo tiroidiana (45,46). Acti-
vina, uma proteina dimérica de cerca de 24kDa, tam-
bém é membro da superfamilia de TGFb e, quando se
liga a receptores especificos, desencadeia sinalizacdo
intracelular SMAD dependentes, similar ao de TGFb.
Inicialmente reconhecidas pelo seu efeito estimu-
latério na sintese de FSH, as activinas atuam em diver-
s0s outros tecidos, inclusive na tirdide (47). Apesar de
serem fatores antimitogénicos para célula folicular
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tiroidiana, a expressdo de diferentes isoformas de
TGFb (TGFb1, TGFb2 TGFb3) e de activina (activi-
na A, activina B), assim como os SMADS da via de
sinalizacdo direcionada para o ndcleo celular, SMAD2,
SMAD3 e SMADA4, é observada em tumores benignos
e em carcinomas de tiréide, o que mostra a integridade
desta via (48-50). Por outro lado, a expressdo aumen-
tada de SMAD7, uma proteina inibitéria da via SMAD
2/3 e 4, em carcinoma e, mais acentuadamente, em
linhagem anaplésica de tirdide, sugere um mecanismo
de escape a acdo de TGFb/activina (51). O escape ao
efeito inibitério de TGFb foi observado em cultura
primaria de tiréide humana proveniente de bdcio (52).

A expresséo alterada dos fatores de crescimento,
tanto estimulatérios quanto inibitérios, nos processos
neoplasicos da tiréide ndo parece ser o fator etiologi-
€O, mas uma consequiéncia do processo proliferativo
descontrolado, desencadeado por um ou mais eventos-
chave ainda desconhecidos.

Fator Angiogénico
Vascular endothelial growth factor (VEGF) é uma glico-
proteina de 46kDa, que estimula a formagdo de vasos
sangliineos, a regeneracdo endotelial e aumenta a per-
meabilidade vascular. VEGF possui um importante
papel na tumorigénese da tirdide, sendo possivelmente
modulado por TSH (53). Linhagens de carcinoma celu-
lar secretam maior quantidade de VEGF apés estimulo
com TSH; entretanto, curiosamente, a administracdo de
TSH recombinante em pacientes mostra diminuicdo do
nivel sérico de VEGF. Tanto em linhagens de carcino-
mas de tiréide quanto em tecidos tumorais, observa-se
gue o elevado nivel de expressdo de VEGF esta associa-
do a um alto potencial tumorigénico. Carcinomas
papiliferos e foliculares apresentam expressao aumenta-
da de mRNA e da proteina VEGF, quando comparada
com tecidos normais ou tumores benignos (54). Um
estudo experimental mostrou que utilizagdo de anticor-
po monoclonal anti-VEgF por via sistémica é eficaz na
reducdo do tamanho do carcinoma papilifero (55).
Associado ao VEGF, ocorre um aumento da
expressdo de outros fatores angiogénicos como VEGF-
C e angiopoietin-2. A alteragdo dos niveis destes fatores,
combinada com a perda progressiva da expressao de
inibidores de VEGF, como trombospondin (TSP-1),
pode determinar um fendtipo angiogénico, aumentan-
do o potencial metastético do carcinoma (53).

P53

P53, conhecido como um gene de supressao tumoral, é
um fator de transcricdo que controla a integridade do
genoma celular atuando no reparo do DNA (56). Célu-
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las que perdem a atividade de P53 tornam-se vulneraveis
a transformacdo maligna, pois acumulariam danos cro-
mossdmicos decorrentes da exposicdo a agentes
nocivos, como radiagdo, droga ou outro estresse. Em
cancer de tir6ide, a mutacdo de P53 que gera proteina
inativa é observada em alta incidéncia em céncer indife-
renciado — o carcinoma anaplasico e, quando presente
em carcinomas papilifero e folicular, afetam o subtipo
pouco diferenciado (57). O reparo da mutacdo de P53
em linhagem de carcinoma anaplésico diminui a proli-
feracéo celular e restaura a diferenciagéo, restabelecendo
a expressao de TPO e Pax-8 (58,59). A mutagdo de P53
é considerada um evento tardio da progressdo tumoral,
assim sendo, uma terapéutica mais agressiva deveria ser
considerada quando carcinomas “ainda” diferenciados
apresentam esta mutacao.

Sinalizadores Intracelulares

RAS

O proto-oncogene RAS, o qual inclui as isoformas H-
RAS, K-RAS, N-RAS, sintetiza um grupo de proteinas
de 21kDa com importante papel na tumorigénese e na
progressdo tumoral em grande variedade de tecidos. A
proteina RAS quando ativada desencadeia a via de
sinalizagdo intracelular ERK-MAPK (do inglés, ERK:
extracellular ligand-regulated kinase). A mutacdo de
RAS, predominantemente nos cdédons 12, 13 e 61, é
encontrada em ampla gama de tumores humano (30%),
inclusive na tiréide (60). Além da mutacdo que ativa a
proteina RAS constitutivamente, a amplificacdo do
gene ocasiona instabilidade genémica, propiciando o
aparecimento de outras mutacBes que levam a pro-
gressao da transformacdo neoplésica. Estudos in vitro e
in vivo, onde mutacdo de RAS sdo introduzidas em
células foliculares tiroidianas, observa-se atividade
oncogeénica, induzindo proliferacdo e de-diferenciacdo
das células. Curiosamente, foi observado que mutacdo
H-RasG12V ocasiona apoptose em células foliculares,
quando estas se encontram em situacdo de hiper-esti-
mulo da sinalizacdo de TSH-cAMP (61).

Mutag¢do RAS é mais comumente encontrada
em carcinoma anaplastico (58%), seguida por carcino-
ma folicular (32%), adenoma folicular (35%), carcino-
mas papiliferos (18%) e, em menor nimero, em ade-
nomas hiperfuncionantes (7%) (62).

Mutacdo de RAS é considerada um evento pre-
coce da tumorigénse tiroidiana, pois é observada em
lesBes benignas de tirdide e, mesmo quando nédo
mutada, a expressdo protéica de RAS estd comumente
aumentada em bdcios (63). Carcinomas apresentam
maior freqiiéncia de mutacdo RAS; entretanto, a pre-
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senca de mutacdo ndo é um indicador util para
prognéstico de comportamento agressivo em tumores
de tirdide.

BRAF

BRAF é uma das isoformas da proteina RAF e um
componente essencial da via RAS-MEK-MAPK,
atuando como efetor da sinalizacdo RAS nesta cascata
(64). A mutacdo de BRAF foi evidenciada recente-
mente em 66% de melanomas e em cerca de 15% de
cancer de colo retal (65). A mutacdo mais frequente
observada em BRAF envolve a translocagdo de timina
pela adenina na posi¢cdo 1796 (T1796A) no exon 15,
0 que leva a subsituicdo do amino4cido valina para
acido glutamico na posicdo 599 (V599E) da proteina.
A troca do aminécido ativa a proteina, pois propicia a
fosforilagdo constitutiva dos aminoacidos adjacentes,
conferindo capacidade oncogénica (figura 4). Em
tumores de tirdide, observa-se mutagdo de BRAFV59E
em 35% dos carcinomas papiliferos, mas ndo foi encon-
trada em nenhum caso de carcinoma folicular, adeno-
ma ou bécio (8,66). Curiosamente, a mutacdo BRAF
nao ocorre em concomitancia & mutacdo de RAS ou
de rearranjo RET-PTC , indicando alteragdo genéticas
distintas na patogénese do carcinoma papilifero (8). A
observacdo mais recente de mutacdo BRAF, presente
em alguns casos de carcinomas anaplésico, associada ao
predominio de mutagdo em carcinoma papilifero
pouco-diferenciado, sugere a possibilidade de um
envolvimento de BRAFV599E na progressdo tumoral
mais agressiva (67).

C-MYC, Ki67 e PCNA

A agressividade dos tumores tiroidianos pode ser
demonstrada através da atividade proliferativa de suas
células. C-MYC, antigenos associados ao ciclo celular
- Ki-67 e antigeno nuclear de células em proliferacdo
(PCNA) sdo proteinas nucleares envolvidas na regu-
lacdo da proliferacdo celular. A presenca destas protei-
nas € indicativa de células em proliferacdo celular.

O proto-oncogene C-MYC ¢é um fator de trans-
cricdo que ativa a expressdo de uma série de genes
regulatérios da proliferacdo e diferenciagdo celular, e
sua expressdo constitutiva esta associada a diversos
tumores. Na tirdide, fatores de crescimento e TSH in-
duzem a expressdo de C-MYC, ativando a progressao
do ciclo celular. Em linhagens celulares mais agressivas
da tirdide, observa-se maior expressdo de C-MYC,
sugerindo envolvimento deste gene na progressao
tumoral. Entretanto, em tecidos de tumores de ti-
réide, foi descrita alta expressdo de C-MYC, tanto em
neoplasias benignas quanto malignas da tiréide (68).
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Figura 4. Mutacao de BRAF. A) Representagéo esquemati-
ca da estrutura da proteina B-RAF e localizagao da
mutacdo ativadora (V599E) observada em carcinoma
papilifero. Estdo indicadas as trés regides conservadas
(CR1, CR2 e CR3) entre as isoformas RAF, o dominio de li-
gacao a RAS (RBD) e a posicao de potenciais sitios de fos-
forlacdo de B-RAF. B) Cromatografias representativas da
mutacéo pontual de BRAF no éxon 15 trocando o aminoa-
cido valina (V) pelo acido glutamico (E). A presenca de
heterozigose indica mutac&o de BRAF (H).

O Ki-67 e o PCNA sdo marcadores localiza-
dos no nucleo celular e sdo bastante utilizados para
identificar células em proliferacdo, normalmente em
conjunto com outros oncogenes. O anticorpo mo-
noclonal Ki-67 detecta uma proteina nuclear, origi-
nalmente descrita por Gerdes e cols. (69), e deriva
de camundongos imunizados com o nucleo da li-
nhagem celular L428. Este anticorpo marca ndcleos
das células em diferentes fases do ciclo celular (fase
G1, S, G2 e M), mas ndo marcam aqueles em qui-
escéncia (G0). Além da tentativa de utilizacdo isola-
da deste marcador no carcinomas de tirdide, onde a
expressdo estd aumentada, o Ki-67 foi utilizado em
conjunto com a investigacdo de P53 (70). O PCNA,
um polipeptideo nuclear de 36kDa, é uma proteina
auxiliar 8 DNA d polimerase, sintetizada durante as
fases G1 tardia e S do ciclo celular. Um anticorpo
monoclonal especifico, PC10, é capaz de detectar
esta proteina no nucleo da célula em proliferacdo em
ensaio imunohistoquimico (71). Células PCNA po-
sitivas, como indicador de proliferacdo, estdo au-
mentadas em carcinomas folicular e papilifero em
comparacdo aos tecidos normais. Em carcinomas
anaplasicos, o indice de células PCNA positivas é
extremamente alto e se correlaciona com a expressdo
de p53 (72). Entretanto, apesar da tentativa de asso-
ciar a positividade de PCNA para auxiliar no diag-
nostico, este marcador ndo é capaz de discriminar
lesdes tumorais benignas de malignas.
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Outros Marcadores

Telomerase
Telomerase humana é uma transcriptase reversa, cons-
tituida de uma sub-unidade de RNA (hTR) e uma
sub-unidade protéica catalitica (hnTERT), responsavel
pela sintese do DNA telomérico. Os teldmeros sdo
sequéncias de DNA repetitivas, (TTAGGG),, loca-
lizadas nas extremidades dos cromossomos. A manu-
tencdo da estabilidade cromossdmica durante a repli-
cacdo do DNA é mantida pela presenca dos teldbmeros.
A telomerase é abundante em células embrionérias,
mas estd ausente na maioria dos tecidos somaticos
adultos. Entretanto, em células tumorais, ha uma fran-
ca atividade telomerase (73).

Na tiréide, estudos em tecidos e linhagens celu-
lares tumorais utilizando ensaio TRAP mostram que a
atividade da telomerase é predominantemente observa-
da em carcinomas diferenciados e indiferenciados, mas
pouco observada ou ausente em adenomas foliculares e
tecido normal (74,75). A medida da atividade da telo-
merase poderia representar uma importante ferramenta
diagnostica e prognéstica; no entanto, além de ser um
procedimento dificil e pouco utilizado em laboratérios
clinicos, o ensaio TRAP pode gerar resultados falso-
positivos devido a infiltracdo de linfocitos. Alternativa-
mente, deteccdo da expressio mMRNA de hTERT foi
realizada em tecidos tumorais de punc¢do aspirativa de
agulha fina (PAAF), mostrando que o mRNA de
hTERT é expresso, predominante, em tumores malig-
nos e ausente nos tumores benignos; entretanto, outros
mostram expressdo de mMRNA de hTERT em 42% dos
tumores benignos e 63% dos malignos (7,76,77).

Além dos resultados contraditérios, as dificul-
dades metodoldgicas do ensaio, tanto por TRAP ou
por hTERT, dificultam a utilizagdo sistemética da
medida da telomerase na pratica clinica. Recente-
mente, um procedimento menos trabalhoso e alta-
mente sensivel de ensaio TRAP podera facilitar a inves-
tigacdo de atividade telomerase (75).

Galectina-3

Galectina-3 é um membro da crescente familia de
lectinas animais, ligando b-galactosideos, que desem-
penha mudaltiplas funcdes bioldgicas, tais como, na
adesdo celular, proliferacdo, diferenciacdo e progressao
tumoral (78). Na tiréide, desde os trabalhos iniciais
que mostravam que mais de 90% de lesdo tiroidiana
maligna expressavam galectina 3, expressdo esta obser-
vada quase que exclusivamente em carcinomas folicu-
lar e papilifero, sugeria que galectina-3 poderia ser um
marcador de malignidade em neoplasia da tiréide (79-
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81). Neste contexto, em trabalho recente, observou-se
gue expressao da proteina galectina-3 ndo é exclusiva
de tumores malignos, e esta expressa em adenomas
foliculares (14/31) e bocios multinodulares (4/24)
(82). A avaliacdo dos niveis de mMRNA de galectina-3
revelam que, tanto carcinomas quanto adenomas e
bécios, expressam mRNA de galectina-3 (82). Assim
como, em material proveniente de puncdo aspirativa
de agulha fina (PAAF) de adenomas e bdcios multi-
nodulares de criangas e adolescentes, foi detectado
MRNA de galectina-3 (83). Assim sendo, uma vez que
expressdo de galectina-3 ndo é exclusiva de tumores
malignos, a utilizacdo da expressdo de galectina-3 em
material proveniente PAAF, como ferramenta para
diagnéstico pré-cirargico, deve ser interpretada com
cautela, principalmente na distin¢cdo entre adenoma e
carcinoma folicular.

Tumores de Tir6ide Familiar N&o Medular

Ao contrério do carcinoma medular familiar, neoplasias
foliculares com caréater familiar ndo sdo freqientes, cor-
respondendo a 5% dos casos de carcinoma papilifero.
As neoplasias foliculares ndo medulares familiares sdo
geralmente multifocais, mais agressivas, com maior fre-
guéncia de recorréncia, com inicio em idade mais pre-
coce do que os casos esporadicos. As sindromes fami-
liares ndo medulares sdo menos conhecidas, porém tem
se procurado um elo que possa agrupar 0s carcinomas
papiliferos de membros de mesma familia. Sdo chama-
dos “carcinoma papilifero familiar”, mas, até 0 momen-
to, ndo se conhece nenhuma alteracdo genética especi-
fica. Ha poucas sindromes genéticas associadas ao car-
cinoma de tirdide “ndo medular”. A associacdo de neo-
plasias foliculares de tiréide com sindromes genéticas
nao sdo frequientes. Dentre estas, podemos citar a sin-
drome de Cowden, polipose adenomatosa familiar, e
TCO (do inglés, thyroid tumors with cell oxyphilia)
associadas a mutacBes germinativas de genes PTEN,
APC e TCO, respectivamente (84,85).

Perspectivas

Inimeras estratégias estdo sendo desenvolvidas para
aperfeicoar os métodos diagndsticos, assim como
para buscar terapias mais eficientes no combate ao
cancer de tirgide. Desta forma, é de extrema im-
portancia buscarmos novos genes associados &
tumorigénese da glandula tiredide, assim como o
melhor entendimento das alteracBes moleculares,
para que métodos mais precisos de diagnéstico au-
xiliem no estabelecimento de conduta terapéutica
diferenciada para os tipos distintos de neoplasias da
tirdide.
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Estudos da perda de heterozigosidade identi-
ficaram regides cromossémicas, tais como 2p, 2q, 3p,
79, 10q, 11q e 17p, que sdo mais vulneréveis & perda
de material genético em carcinomas de tiréide (86).
Estas regifes cromossémicas merecem uma cuidadosa
investigacdo, por representar potenciais localiza¢des de
genes candidatos em neoplasia tiroidiana.

As informacdes genéticas em larga escala,
provenientes da conclusdo de seqlenciamento do
genoma humano e ndmero crescente de sequéncias
expressas ESTs (do inglés, Expressed Sequence Tags)
nos bancos de dados gendmicos, favorecem inimeros
métodos de investigacdo inovadores (87,88). Algumas
destas metodologias baseadas em gendmica, tais como
microarrays, estudo citogenético em larga escala e
SAGE (do inglés, Serial Analysis of Gene Expression),
poderdo revelar o perfil molecular da doenca, do
paciente e até mesmo da eficacia terapéutica (89). Um
outro aspecto importante envolve a busca de alternati-
vas de tratamento, principalmente para os casos de car-
cinomas pouco diferenciados ou indiferenciados, nédo
responsivos a terapéutica convencional, os quais in-
cluem cirurgia, radioiodoterapia e terapia supressora
de TSH com T,. Para esta finalidade, novas estratégias
terapéuticas estdo sendo investigadas, tanto em mode-
los in vitro quanto in vivo (90,91). Embora a patoge-
nia dos tumores envolva mecanismo multifatorial, é
possivel bloquear um Unico gene e obter resultados
surpreendentes. Assim sendo, o uso de drogas ou anti-
corpos que atuam blogueando os componentes da
sinalizacdo ativada constitutivamente no cancer, silen-
ciamento de oncogenes através de métodos de anti -
sense de MRNA ou através de uma técnica descrita mais
recentemente, a interferéncia de RNA, imunoterapia,
entre outros, poderdo trazer beneficios futuros
(55,68,92). A terapia génica torna possivel a reintro-
ducdo de um gene defeituoso ou deletado na tumo-
rigénese, como o0 gene P53, a imunizacdo genética e
introducdo de agentes angiogénicos, a inducdo da ex-
pressdo de “genes suicidas” por promotores de genes
especificos da tiréide, como o da TG, em células tu-
morais e a restauracdo da expressao de NIS em células
tumorais foliculares para torna-las responsivas a
radioiodoterapia (23,26,58,90).

Podemos concluir que os conhecimentos acu-
mulados no entendimento dos eventos genéticos e
moleculares que envolvem os tumores de tiréide ainda
sdo insuficientes, assim sendo, persiste o desafio para
obtermos marcadores que auxiliem no diagnéstico
clinico e indiqguem terapéuticas melhor direcionadas.
O desafio maior tem sido identificar marcadores
capazes de distinguir tumores de tiréide malignos de
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benignos, que sejam especificamente sensiveis para
identificar os limites entre adenoma folicular e carci-
noma folicular.
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