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Marcadores Bioldégicos Sao o Futuro?
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RESUMO

Com o uso da ultra-sonografia de alta resolugdo, a prevaléncia de nddulos
tem aumentado e, conseqiientemente, o nUmero de puncao aspirativa por
agulha fina (PAAF), que é o método de escolha para diagndstico inicial. Um
dos maiores dilemas clinicos para o citologista € o diagnéstico diferencial
das lesbes foliculares comumente agrupadas na classe padrao folicular.
Neste artigo de revisdo, discutiremos quais sdo as lesdes que podem ser
assim classificadas e os marcadores moleculares, identificados por nés ou
por outros grupos, que sdo capazes de distinguir as les6es benignas das
malignas. (Arq Bras Endocrinol Metab 2007;51/5:832-843)

Descritores: Padrdo folicular; Marcadores moleculares; Adenoma
folicular da tiréide; Carcinoma folicular da tiréide; PAAF; Diagnéstico

ABSTRACT

Nodule Diagnosed as Follicular Patterned Lesion: Are Biomarkers
the Promise?

There are an increasing number of thyroid nodules found by ultrasound
and sampled by fine needle aspiration (FNA). A clinical problem is the
accurate distinction between benign and malignant forms of follicular
lesion. In this review we discuss the thyroid lesions that are common
sources of diagnostic error, and grouped together as follicular patterned
lesion, and the molecular markers identified by us and others, and that are
able to distinguish the benign from the malignant ones. (Arq Bras
Endocrinol Metab 2007;51/5:832-843)

Keywords: Follicular patterned; Biomarkers; Follicular thyroid adenoma;
Follicular thyroid carcinoma; FNA; Diagnosis

NODULO COM DIAGNOSTICO DE PADRAO FOLICULAR,
“A CATCH-ALL TERM”

S NODULOS DA TIROIDE SAO ENCONTRADOS em prevaléncia de aproxi-
madamente 4-7% na populacdo. Com o advento da ultra-sonografia
de alta resolucdo, uma técnica simples, barata, de facil acesso e sensivel,
capaz de identificar nédulos a partir de 2 mm, a prevaléncia de nédulos
pode chegar a 67% (1,2). Portanto, na maioria das vezes, 0os n6dulos sdo
impalpaveis e identificados nas ultra-sonografias cervicais realizada por
razBes nem sempre relacionadas a tirdide. Sendo os nédulos da tirdide um
problema clinico comum, o que o médico deve fazer?
A conduta clinica depende da avaliacdo inicial. O método de escolha
para avaliacdo inicial dos nédulos tiroidianos, na maioria dos servicos, € a
puncdo aspirativa por agulha fina (PAAF) com subsequente analise
citologica. O principal objetivo da PAAF ¢ diferenciar os n6dulos com
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maior risco de malignidade, e que devem ser enca-
minhados para cirurgia, dos nédulos tiroidianos, que
devem ser seguidos clinicamente.

Na citologia, os nédulos podem ser classificados
como benignos (60-70%), malignos (5-10%), indeter-
minados (10-20%) ou inadequados (10-15%) (3,4).
Quanto aos nddulos diagnosticados como inadequa-
dos na citologia, estes podem ser submetidos a uma
nova PAAF. No entanto, os nddulos classificados co-
mo indeterminados representam um dilema clinico
devido a dificuldade de classificA-los como benignos
ou malignos. Quais sdo essas lesdes cujo diagndstico
na PAAF representa um desafio para o citologista e
diminui a acurécia do método?

Este dilema clinico ocorre, sobretudo, nos ca-
sos de adenoma folicular da tiréide (AFT) e de carci-
noma folicular da tiréide (CFT) (5,6). A dificuldade
de diagnéstico diferencial é decorrente, além da seme-
Ihanca citoldgica das duas lesbes, da impossibilidade
de verificar na PAAF se ha invasdo de vasos e/ou
capsula, que sdo os critérios que determinam maligni-
dade. Para estes nddulos, tem sido recomendado 0 uso
do termo leséo folicular ou, ainda, padréo folicular (PF).

Além do adenoma folicular e do carcinoma foli-
cular, o termo citoldgico PF também pode incluir outras
condicBes que podem levar a dificuldade no diagnaostico.
Estas lesdes sdo os nédulos hiperpléasicos (NH), ade-
nomas de Hurthle (AH), carcinomas de Hurthle (CH) e
a variante folicular do carcinoma papilifero da tiride
(VFCPT) (6-9). Nos casos de AH e CH, que séo consi-
derados variantes dos tumores foliculares, os critérios de
malignidade seguem aqueles determinados para o AFT e
CFT e, portanto, necessitam de andlise histologica para
verificar invasdo de vasos e/ou cépsula. No caso da
VFCPT, os critérios de diagndstico citolégico de carci-
noma papilifero (CPT) podem estar ausentes e, nestes
casos, apresentam caracteristicas citoldgicas que se asse-
melham ao AFT ou CFT (6,8).

Além disso, varios grupos observaram que um
grande namero dos casos de nddulos diagnosticados
como PF na PAAF eram, na andlise histoldgica final,
casos de VFCPT, ou ainda de CPT (10-13). Estes
achados demonstram que mesmo o CPT, cuja sensibi-
lidade e especificidade na PAAF se aproxima de 100%,
também pode ser uma fonte de dificuldade para o
diagnostico na PAAF.

Embora de 10-30% de todas as PAAFs resultem
no diagndstico PF, e estes possam corresponder a
gualguer uma das entidades acima citadas, na pratica
clinica somente 20% dos nddulos tém diagnéstico de
carcinoma na analise histolégica final (3,14,15).
Assim, a maior parte dos nddulos removidos cirurgica-
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mente sdo nddulos benignos (6). Isso se deve prin-
cipalmente ao excesso de tratamento, pois, embora o
diagndstico falso-positivo na citologia de tiredide seja
indesejavel, a maior preocupacéo sao os falso-negativos
devido ao atraso no tratamento.

Para minimizar o nimero de cirurgias desneces-
sarias ou sérias consequiéncias no atraso do tratamento,
varios grupos tém procurado aumentar a sensibilidade
e especificidade do teste pré-operatério.

Balochi e cols. sugerem que sejam observadas
certas caracteristicas nucleares sugestivas de CPT, os
nédulos com diagndstico de PF poderiam ser subdivi-
didos em duas classes: neoplasias foliculares ou neopla-
sias foliculares suspeitas para CPT (9,16). Levando em
consideracdo tais caracteristicas, 0 grupo observou uma
taxa de malignidade de 35% nos casos de nodulos ini-
cialmente diagnosticados como PF, e de 72% nos no-
dulos inicialmente classificados como PF suspeitos para
CPT (17). Entre os nddulos diagnosticados como PF, a
maioria era composta por AFT (33%) e bécio (31%),
seguida por VFCPT (22%). Entre os 72% inicialmente
diagnosticados como suspeitos para CTP, o diagndstico
observado com maior frequiéncia foi de VFCPT (54%),
seguido por bocio nodular (20%), CPT (12%), AFT
(8%), CFT (4%) e CCH (2%).

Nos casos de AFT, CFT, ACH e CCH, cujo
critério de diferenciacdo é invasdo de vasos e/ou cap-
sula, a andlise citoldgica isoladamente ndo resultara no
aumento da acuracia do teste. Varios protocolos foram
realizados com o intuito de determinar pardmetros cli-
nicos que pudessem identificar os nédulos com alto
risco de malignidade daqueles com menor risco (10).
Entretanto, nenhum dos pardmetros foi satisfatorio.

A compreensdo do genoma humano e o avanco
das técnicas moleculares tém revolucionado a pratica
clinica. Estes avancos tiveram profundas implicacdes
no diagnéstico, no planejamento do tratamento indi-
vidualizado e no desenvolvimento de novas drogas em
vérias areas da medicina, incluindo a endocrinologia.

Com relacdo ao diagnostico dos nédulos tiroi-
dianos, varios grupos investigaram alteracdes genéticas
especificas das lesdes benignas ou malignas ou ainda
investigaram o perfil de expressdo génica das leses ini-
cialmente classificadas como PF com o objetivo de iden-
tificar genes diferencialmente expressos que possam ser
utilizados como marcadores de diagnéstico. Os mar-
cadores identificados com estas andlises tém sido
testados quanto a eficiéncia em classificar os ndédulos
como benignos ou malignos utilizando vérias metodo-
logias como, por exemplo, RT-PCR, ensaio de atividade
enzimatica e imunoistoquimica. Neste trabalho de
revisdo serdo discutidos os principais marcadores mo-

833



Diagnosticos de Padrao Folicular
Cerutti

leculares identificados e que, em associacdo com a
PAAF, oferecem perspectivas no diagndéstico diferencial
dos nddulos inicialmente classificados como PF.

PAX8-PPARY, UM MARCADOR MOLECULAR
CAPAZ DE DIFERENCIAR AS LESOES BENIGNAS
DAS MALIGNAS?

Entre as alteracBes genéticas identificadas e inicial-
mente associadas a patogénese do CFT, destaca-se o
rearranjo envolvendo os genes PAX8 e PPARY (18).
Este evento somético de translocagdo justapde a regido
5’ do gene PAX8 (2g13) ao exon 1 do gene PPARY
(do inglés, peroxisome proliferator-activated receptor ))
(3p25). Até o momento, algumas variantes tém sido
observadas em decorréncia dos diferentes pontos de
quebra no gene PAX8, que podem ocorrer nos exons
7-9 (19,20). As quebras observadas no gene PPARY
ocorrem no exon 1 do gene (figura 1). A proteina de
fusdo formada tem aproximadamente 87-99 kDa.

Na descri¢do original, o gene quimérico for-
mado em decorréncia desta translocacdo estava pre-
sente em 5/8 (63%) casos de CFT investigados. Por
outro lado, o rearranjo ndo foi detectado em nenhum
dos casos de adenoma folicular (0/20), bécio (0/10)
e carcinoma papilifero da tirdide (0/10) (18). Os
autores sugeriram que este marcador poderia dife-
renciar o CFT do AFT. Estes dados sdo extremamente
interessantes porque é o primeiro evento genético
associado especificamente com CFT e porque ja havia
sido observada em andlise citogenética a perda de 3p
em CFTs, sugerindo que provavelmente nesta regido
haviam genes supressores de tumor (21).

Entretanto, varios grupos, incluindo o nosso,
reportaram a ocorréncia deste rearranjo em 8-55% dos
casos de AFT (20,22,23). Além disso, a freqiiéncia do
rearranjo nos casos de CFT é inferior & reportada por
Kroll e cols., com uma prevaléncia acumulativa de 30%
(24). Outras alteragdes envolvendo 3p25 como, por
exemplo, trissomia, tetrassomia e trissomia associada a
monossomia parcial, foram identificadas em casos de
CFT (25). Recentemente, este rearranjo foi detectado
em casos de VFCPT (26,27). Os autores sugerem que
alguns casos de VFCPT apresentam caracteristicas
moleculares semelhantes aos CFT.

A partir destes achados, muitas questdes foram
levantadas. Por exemplo, qual o real papel desta proteina
na patogénese dos tumores foliculares? Este evento
ocorre precocemente e, de fato, os AFT com este
rearranjo sdo formas mais agressivas e devem ser tratados
como CFT? Este marcador pode predizer a evolugdo
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clinica? Sendo PAX8 e PPARYy fatores de transcri¢do,
quais sao as vias de sinalizagdo que estdo comprometidas?
Diferentes vias de sinalizacdo foram ativadas em
decorréncia deste rearranjo? Serdo as vias associadas ao
PPARy fundamentais, uma vez que aneuplodias
envolvendo o 3p25 foram identificadas em casos de CFT?
Eventos genéticos adicionais sdo necessdrios para a
transformagdo maligna das células foliculares da tir6ide?
Novas drogas que tém como alvo esta proteina de fusdo
serdo mais eficientes no tratamento dos pacientes com
CFT e rearranjo PAX8-PPARY?

Com relacdo a expressdo desta proteina e sua
associacdo com a apresentacgdo clinica e evolucgdo, exis-
tem controvérsias. Em trabalhos posteriores, 0 grupo
de Kroll refor¢a a sua posicao de que este rearranjo esta
associado a patogénese dos CFT. O grupo sugere que
0 rearranjo ou a aneuplodia observada possam ser
eventos subseqlientes a outras alteragbes e estdo pre-
sentes em CFT mais agressivos. Discute, ainda, que a
positividade nos casos de adenoma folicular, descrita
pelos outros grupos, deve indicar a presenca de carci-
nomas foliculares in situ e, portanto, AFT com um
prognéstico menos favorével (25). Nikiforova e cols.
confirmam a associagdo entre rearranjo PAX8-PPAye
CFTs mais agressivos e sugerem que a exposicdo a
radiacdo pode ser o mecanismo responsavel pela ge-
racdo deste evento genético (28). Sahin e cols. suge-
rem que a expressdo da proteina de fusdo, investigada
através da expressdo do PPARY por imunoistoquimica,
esta associada a um subtipo menos agressivo (29).

Com relacdo ao mecanismo molecular, Kroll e
cols. acreditam que a proteina de fusdo (figura 1)
contribui para a patogénese do CFT porque inibe a
funcdo da proteina PPARy normal produzida na célula
através do efeito dominante-negativo (18). Martelli e

PAXE [2q13] PPA R | Bpd
ol E e 7 AEIRL. a
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Figura 1. Rearranjo dos genes PAX8 e PPARy. O gene de
fusédo codifica uma proteina de aproximadamente 87-98 kDa,
dependendo do ponto de quebra no gene PAX8. Mais de uma
isoforma podem ser detectadas no mesmo paciente. A
proteina de fusdo contém os dominios de ligacdo ao DNA
que compreendem (PAIRED e HD) do gene PAX8 e os
dominios de transativacdo (AD1 e AD2), associagdo ao
ligando, dimerizagdo com RXR e de ligacdo ao DNA (DBD) do
gene PPARYy.
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cols. demonstraram que a proteina PPARY, quando re-
expressa em linhagens celulares de carcinoma de tirdide,
inibe o crescimento celular, promove parada no ciclo
celular e induz apoptose (30). Estudos posteriores de-
monstraram que a proteina de fusdo foi capaz de
estimular o crescimento das células, interferir na progres-
sdo do ciclo celular e inibir apoptose (31). Mais recen-
temente, em um modelo biolégico onde a proteina de
fusdo foi constitutivamente expressa em diferentes linha-
gens celulares, foi demonstrado que as vias de sinalizacdo
controladas por PAX8-PPARYy sdo complexas e depen-
dem do tipo celular. Os autores acreditam que a inapro-
priada expressdao de genes responsivos a PPARY ou
PAX8, associada & inibigdo da expressdo de outros genes,
seja 0 mecanismo pelo qual essa proteina contribua para
o crescimento celular e perda da diferenciacédo (32).

Embora esses trabalhos citados e outros que
investigaram genes diferencialmente expressos nos tu-
mores que apresentam este rearranjo (33,34) tenham
contribuido para a compreensdo da patogénese dos tu-
mores foliculares da tirdide, o papel do rearranjo
PAX8-PPARYcomo marcador de malignidade nédo é
consensual na literatura. Enquanto nédo for esclarecido
se 0s casos de AFT com rearranjo PAX8-PPARYy tém
um prognoéstico menos favordvel e se tratam de
carcinomas foliculares in situ, como interpretar os
resultados em que este rearranjo esta presente na
PAAF? Além disso, sendo que este rearranjo tem uma
freqUiéncia acumulativa de 30% dos casos de CFT, qual
a conduta para 0s casos negativos?

OUTROS MARCADORES MOLECULARES

Outros candidatos a marcadores moleculares foram
descritos. Entre estes, telomerase, HMGI (Y), HBME-
1, FN-1, CITED-1, TPO, CK19, GAL-3, RASSF1,
RAS, PTEN e CAV1 (35-45). Até o momento, ne-
nhum destes marcadores se mostrou eficiente em dis-
tinguir as lesbes benignas das malignas e, portanto,
ndo tém sido aplicados na prética clinica.

Sendo a carcinogénese um processo complexo e
associado a multiplas alteracBes genéticas, a identificacdo
de um Unico marcador capaz de classificar todas as lesGes
com alta sensibilidade e especificidade é um grande desa-
fio ou, talvez, inexequivel. Por exemplo, GAL-3 foi capaz
de distinguir AFT de CFT com boa sensibilidade e especi-
ficidade (37,46), mas quando testada em outras popula-
¢Oes este dado ndo foi confirmado (47,48). Esta discre-
pancia na literatura também ocorre para 0os demais mar-
cadores. Assim, sugere-se que a associacdo entre os mar-
cadores possa aumentar a sensibilidade e a especificidade.
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Prasad e cols. testaram um painel de marcadores
contendo GAL3, FN1, CITED1, HBME1 e CK19. Os
autores sugerem que a combinacdo da expressao de dois
dos marcadores GAL3, HBMEL e FN1 foi observada
somente em carcinomas e, portanto, é capaz de diferen-
ciar AFT de todos os carcinomas derivados das células
foliculares com sensibilidade de 82% (GAL3 e FN1) e
62% (HBMEL e FN1). Vale a pena comentar que so-
mente 6 casos de CFT foram investigados, sendo a
grande maioria casos de CPT e VFCPT. Dos 6 casos de
CFT, somente 3 foram positivos para dois destes mar-
cadores. Além disso, quando incluidas na analise outras
lesBes benignas como bacio e hiperplasia, que também
sdo fonte de erro no diagnéstico, estes marcadores mos-
traram baixa especificidade. Por exemplo, 55% dos bé-
cios expressam GAL3, 31% expressam CK19, 7% ex-
pressam FN1 e 3% expressam HBMEL. Ainda, a co-ex-
pressdo de dois destes marcadores, declarada como espe-
cifica de carcinomas, foi observada em 38% dos boécios.

Outro painel de anticorpos, que consiste em
GAL3, TPO, CK19, KS e HBMEL1, foi testado em
material obtido da PAAF e comparado com material
conservado em parafina dos mesmos pacientes (49). Os
autores propGem um protocolo para avaliagdo dos né-
dulos diagnosticados como PF, sendo a anélise inicial a
imunoistoquimica empregando o anticorpo para GAL3.
Segundo o protocolo, todos os nédulos positivos devem
ser encaminhados para cirurgia sem adicional avaliagdo
imunoistoquimica. Os nddulos negativos para GAL3
devem ser investigados quanto a expressdo de CK19 e
HBMEL. Em presenga de um resultado negativo do
segundo marcador, é sugerido que o médico acompanhe
0 paciente clinicamente, incluindo uma nova PAAF nos
proximos 6-12 meses e reavaliagdo por imunoistoqui-
mica. Eles acreditam que em caso de falso-negativo, o
tratamento seria adiado por no méximo 12 meses. Em
resultado positivo do segundo marcador, este deve ser
encaminhado para cirurgia. Segundo os autores, GAL3 e
HBMEL1 diferenciam as lesdes foliculares convencionais
(FTA e CFT), enquanto GAL3 e CK19 distinguem
ACH de CCH com alta sensibilidade e especificidade.
Os autores sugerem que a discrepancia observada nos
varios trabalhos provavelmente é decorrente da meto-
dologia utilizada na imunoistoquimica (49).

Interessantemente, outros grupos tém asso-
ciado a expressdo de GAL3 principalmente a CPT, b6-
cios e outras lesdes benignas, mas raramente ao CFT.
A expressdo de HBMEL ¢é positiva em casos de ACH
(12%) e AFT (55%) (41,48,50-53).

Portanto, o protocolo de screening inicial com
GAL3 (49) dever ser analisado com muita cautela, ndo s6
pelos casos falso-negativos de CFT, mas pelo grande
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namero falso-positivos. Mesmo que a positividade de
GAL3 ou ainda HBME1 tenha sido focal nas lesbes
benignas, como alguns autores discutem, como seré esta
interpretacdo no material obtido da PAAF? Embora 0s
autores acreditem que um atraso de 12 meses no
tratamento ndo implique em conseqliéncias mais sérias
para os pacientes, nos casos de CFT negativo para GAL3
que permanecem negativos e cujo tamanho do nédulo
néo varie muito, como sera o tratamento? Doze meses de
atraso no tratamento realmente néo faz diferencga?

AlteracBes associadas especificamente ao CPT,
como a mutacdo no gene BRAF ou ainda rearranjos do
tipo RET/PTC, também tém sido propostas para serem
utilizadas no material obtido da PAAF numa tentativa
de classificar os ndédulos em benignos e malignos.
Entretanto, a mutagdo V600E encontrada no exon 15
do gene BRAF ocorre exclusivamente na forma classica
de CPT (30-69%), dependendo da casuistica estudada
(54-56). Portanto, além de ndo ser identificado em
todos os casos de CPT da forma classica, ndo identifica
as lesdes mais comumente agrupadas como lesdes
foliculares que sdo as VFCPT. Se este marcador pode ser
utilizado ou ndo como marcador de progndstico, isso
ndo sera discutido nesta revisdo.

DIAGNOSTICO DE NODULOS COM PADRAO
FOLICULAR: NOVAS FERRAMENTAS

Tendo em vista o fato de que o desenvolvimento e a
progressdo dos tumores sdo decorrentes do acimulo de
alteragdes genéticas e/ou epigenéticas no genoma das
celulas sométicas tumorais e que essas alteracdes resultam
em modulagdo da expressdo génica, a caracterizacdo do
perfil de expressdo génica dos tumores tem se tornado
uma ferramenta importante para a descoberta de genes
que estejam envolvidos na patogénese dos tumores e que
possam ser utilizados com marcadores de diagnostico,
prognostico ou ainda alvos terapéuticos.

Metodologias que utilizam sistemas fechados
onde os genes sdo dispostos em arranjos génicos como
cDNA microarray e oligonucleotideo array tém sido uti-
lizadas para caracterizar a ““assinatura molecular” e iden-
tificar genes diferencialmente expressos em cada uma das
lesGes comumente agrupadas como PF. Estas analises tém
contribuido para aumentar a compreensdo das diferencas
moleculares existentes entre os diferentes subtipos de
tumores foliculares e estdo resumidas na tabela 1.

Nosso grupo utilizou macroarray com o ob-
jetivo de identificar novos marcadores. Entre 0s genes
identificados, 5 foram selecionados para validacdo em
diferentes subtipos de tumores da tiréide. A validacao
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dos achados mostrou que os marcadores eram diferen-
cialmente expressos nos diferentes subtipos tumorais e
podem contribuir para a compreensdo da patogénese
dos tumores da tirdide, ndo eram eficientes para serem
utilizados como marcadores de diagnoéstico (57).

Barden e cols. investigaram o perfil de expressdo
génica de AFT e CFT e identificaram 105 genes diferen-
cialmente expressos. Os autores sugerem a andlise destes
105 genes candidatos em material obtido da PAAF (58).

Mazzanti e cols., empregando microarray,
identificaram um grupo de 11 genes diferencialmente
expressos entre as lesBes benignas e malignas da tirdide
(tabela 1). Dois modelos foram criados a partir da
combinacdo da expressao destes 11 genes. O primeiro
modelo é baseado na combinacdo de 10/11 genes e 0
segundo de 6/11 genes. Estes dois modelos foram
utilizados para testar 10 amostras com diagnostico
desconhecido. Os resultados demonstraram que a
combinagdo de 6 genes classificou corretamente
10/10 amostras (59). Posteriormente, o grupo inves-
tigou a expressdo dos 6 genes selecionados por
microarray através da metodologia de PCR em tempo
real. Entretanto, trés dos genes tiveram niveis se-
melhantes nas amostras benignas e malignas. Os au-
tores discutem que mesmo com uma diferenga pe-
quena, estes genes sdo fundamentais para a correta
classificagdo das amostras e devem ser incluidos na
investigacdo. Somente com anélises realizadas em ou-
tros laboratérios utilizando este painel de genes sera
possivel dizer se este achado é reproduzivel. Vale a
pena salientar que, embora os autores discutiram que
foram utilizadas amostras de subtipos comumente
classificados como lesBes foliculares, nestas duas ana-
lises ndo foram incluidos casos de CFT e ACH (60).

Um novo modelo de classificagdo, baseado nos
niveis de expressdo de trés genes, permitiu que 0s
autores discriminassem AFT de CFT. Os genes PCSK2
e CCDN2 apresentaram aumento de expressdo em
AFT, enquanto que PLAB tem aumento de expressdo
em CFT (61). Vale a pena comentar que o gene
PCSK2, diferentemente do descrito como um dos
marcadores expressos em AFT por Weber e cols. em
2005, havia sido identificado no nosso screening inicial
como marcador de CFT. Entretanto, a validacdo
demonstrou que PCSK2 néo foi capaz de diferenciar
AFT de CFT, pois estava expresso em 30-40% dos
casos de AFT e em 30-69% dos CFT (62).

Uma critica comum as analises que utilizam
array é a falta de concordancia entre os diferentes es-
tudos e as exaustivas listas de genes geradas. Como se-
lecionar entre a lista de genes aqueles que tém poten-
cial para serem usados como marcadores biolégicos ou
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Tabela 1. Resumo dos principais estudos que utilizaram array para identificar marcadores biolégicos com aplicacdo no diagnéstico dos

nédulos classificados como padréo folicular.

AUTORES METODOLOGIA SCREENING MARCADORES
UTILIZADA INICIAL IDENTIFICADOS
SUBTIPO (= n)a
Arnaldo e cols. (57) Macroarray ARO 505 genes
(1.807 transcritos) NPA diferencialmente
WRO expressos entre as

Tiréide normal linhagens celulares

e tiréide normal

Barden e cols. (58 Oligonucleotideo AFT (12) 105 genes
array CFT (7)
(>12.000)
Mazzanti e cols. (59) Microarray NH (15) C21orf4, KIT, LSM7,
(10.000 transcritos) AFT (16) SYNGR2, Hs.24183,
CPT (17) Hs.296031, FAM13A1,
VFCPT (15) Clilorf8, KIAA1128,
IMPACT e CDH1
Rosen e cols. (60) NH (11) Utilizagdo do modelo
AFT (15) de Mazzanti e cols.
CPT (9)
VFCPT (12)
Finley e cols. (74) Microarray NH e AFT (14) 262 genes
CPT e VFCPT (21)
Weber e cols. (61) Microarray AFT (12) CCDN2, PLAB e
(22.283 transcritos) CFT (12) PCSK2
Chevillard e cols. Microarray FTA (4) 43 genes
(5.760 transcritos) CFT (3) diferencialmente
VFCPT (3) expressos entre
CPT (2) AFT e CFT
23 genes entre
AFT e CPT
52 genes entre
CFT e CPT

Griffith e cols. (63) Meta-analise MET, TFF3, SERPINA1,
EPS8, TIMP1, TGFA,
QPCT, PROSP1,
CRABP1, FN1, FCGBP

e TPO

VALIDACAO b

DCN, NPM1, DIO1,
DIO2 e CH8

ADM, ENPP2,
EMMPRIN, MET,
TGFAR2

C21orf4, KIT, LSM7,
SYNGR2, Hs.24183,
Hs.296031

AM, TROP-2, MET,
NRP2, Trefoil

CCDN2, PLAB e
PCSK2

DUSPS5, CYR61 e
SDC4

Dez destes genes
foram validados em
diferentes estudos

CONCLUSAO

Os marcadores mostraram-se
diferencialmente expressos entre
os diferentes subtipos tumorais
mas nao foram capazes de
distinguir AFT e CFT
Sugere o uso destes 105
marcadores em material obtido da
PAAF

Gerou um modelo que utiliza a

combinacdo de 6 genes para

distinguir lesGes benignas
(NH e AFT) das
malignas (CPT e VFCPT)

Diferencia CPT e VFCPT de AFT

e NH das demais lesdes com

sensibilidade de 75%

e especificidade de 100%
Diferencia CPT das demais lesGes
benignas com sensibilidade e
especificidade de > 90%
Diferencia AFT e CFT com
sensibilidade de 100%

e especificidade de 96,7%
Identificou um grupo de genes
diferencialmente expressos em
AFT e CFT e entre estas lesdes
e CPT

Estes marcadores sdo candidatos
a distinguir leses benignas
de malignas

a2 NH (nédulo hiperplasico); AFT (adenoma folicular da tiréide); CPT (carcinoma papilifero da tiréide); VFCPT (variante folicular de carcinoma

papilifero da tiréide); CFT (carcinoma folicular da tiréide).

b Validagdo por RT-PCR (sintese de cDNA usando a enzima transcripitase reversa seguida de reagdo em cadeia da polimerase) ou

imunoistoquimica (IHC).

que tém importancia na patogénese dos tumores da
tiréide, daqueles genes cuja expressdo € ilegitima?
Com o objetivo de identificar genes cuja diferenca de
expressdo era constante nos diferentes estudos, Griffith
e cols. re-avaliaram as listas resultantes de 21 estudos
publicados (63). Neste trabalho foram incluidos dois
trabalhos publicados pelo nosso grupo e que utili-
zaram metodologias “hightroughput” (57,62).
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Usando critérios de selecdo bem definidos, eles
identificaram 107 genes diferencialmente expressos e
citados mais de uma vez, 18 foram reportados pelo
menos duas vezes e doze citados pelo menos quatro
vezes. Os autores descrevem uma lista de 12 genes, 10
dos quais foram validados por metodologias que
investigam MRNA e/ou proteina (PCR em tempo real
e/ou imunoistoquimica e elisa) (tabela 1). Os autores
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sugerem que estes genes candidatos poderdo auxiliar
no desenvolvimento de um painel de marcadores que
tera suficiente sensibilidade e especificidade para diag-
nostico dos tumores da tirdide. Uma analise utilizando
estes marcadores em material obtido da PAAF é neces-
séria para rejeitar ou aceitar tal hipotese. Entretanto,
devido a quantidade de material obtido da PAAF e o
custo do teste, o uso de 12 marcadores ndo é desejavel.
Outro fator que deve ser levado em consideracéo é que
entre esses 12 marcadores, sdo listados genes cuja
eficiéncia em distinguir lesGes benignas das malignas é
questionavel como, por exemplo, TPO.

Ainda com relacdo ao perfil de expressdo génica,
alguns autores tém investigado o perfil de expressao
em uma nova classe de pequenos RNAs, também
denominados microRNAs ou miRNAs, com o
objetivo de identificar marcadores de diagnoéstico e
progndstico. Esta classe de pequenos RNAs, que
apesar de serem transcritos ndo codificam proteinas,
exerce suas funcBes através da regulacdo da transcricao
génica (64). Recentemente, um grupo identificou um
aumento de expressdo dos microRNAs miR-197 e
miR-346 em CFT. Os autores sugerem que esses
microRNAs podem participar da progressdao de AFT
para CFT. Além disso, sugerem que estes ou ainda
seus genes alvos possam ser candidatos a marcadores
moleculares e alvos terapéuticos (65).

Além das ferramentas acima discutidas e que
investigam o conjunto de RNA mensageiro que so
expressas em um determinado tecido e que caracte-
rizam o “transcriptoma”, a analise do “proteoma” ofe-
rece uma vantagem que é a deteccdo dos reais rea-
lizadores das fun¢Bes moleculares, que sdo as protei-
nas. Um estudo piloto investigou o perfil de expressdo
das proteinas em bidpsias de CPT comparado com o
de tiréide normal. O estudo revelou alguns candidatos
a marcadores moleculares de malignidade (66).

“BENCH-TO-BEDSIDE”, QUAIS SAO AS
PERSPECTIVAS?

Na auséncia de um biomarcador que eficientemente
pudesse resolver esse problema clinico que ¢é diferen-
ciar as lesdes benignas das malignas, investigamos o
perfil de expressdo génica de uma lesdo benigna (AFT)
e de uma lesdo maligna (CFT). De posse das duas
“assinaturas moleculares” poderiamos, entdo, com-
para-las e selecionar os melhores candidatos a marca-
dores de diagnéstico. Para essa investigacdo, optamos
pela metodologia de SAGE. Esta metodologia foi
escolhida porque, diversamente dos microarrays que se
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caracterizam por serem sistemas fechados, os quais
investigam 0s genes presentes em uma determinada
plataforma, SAGE nos permitiria identificar e quan-
tificar “todos os genes” expressos em uma determi-
nada amostra. Para maiores detalhes da metodologia,
consultar as referéncias (67,68).

A andlise realizada usando SAGE e subsequente
validacdo dos genes candidatos por PCR em tempo real
permitiu identificar quatro novos marcadores, DDITS3,
ARG2, ITM1 e Clorf24. A combinacdo da expressao
destes marcadores permitiu diagnosticar corretamente
19 das 23 amostras analisadas (83%) (62).

Posterior validacdo por imunoistoquimica,
usando anticorpos comerciais para DDIT3 e ARG2,
revelou que esses marcadores foram capazes de dife-
renciar AFT de CFT com alta especificidade (90,6%) e
sensibilidade (85,2%) (62). Serd que a associagdo com
outros marcadores (ITM1 e Clorf24) poderia aumen-
tar a sensibilidade e a especificidade? Anticorpos para
ITM1 e Clorf24 (Niban) foram produzidos pelo
nosso grupo e testados nas amostras de AFT e CFT
previamente analisadas para DDIT3 e ARG2. Obti-
vemos uma sensibilidade de 100% para ITM1 e
Clorf24 e especificidade de 89% (Clorf24) (tabela 2,
figura 2) (69).

Vale a pena comentar que os falso-positivos
eram 2 casos de adenomas de células de Hurthle e 1
adenoma atipico. A positividade era focal e, interessan-
temente, os 3 casos foram positivos para os 4 mar-
cadores. Desta forma, a combinacdo dos 4 marcadores
nao aumentou a especificidade.

Com relacdo aos adenomas atipicos, alguns
autores sugerem que alguns casos possam ser lesdes
intermediarias entre adenoma folicular e carcinoma in-
diferenciado, uma vez que mutacdes no gene supressor
de tumor P53 foram identificadas em dois casos de
adenoma atipico (70). Outros acreditam que os ade-
nomas atipicos possam ser precursores de CFT ou CPT,
pois apresentam caracteristicas morfologicas e genéticas
comuns a esses dois subtipos de carcinomas (71,72).

Como discutido na primeira se¢do deste
manuscrito, o termo padréo folicular ndo se restringe
s6 a AFT e CFT, mas pode incluir outras lesdes.

Todos os marcadores mostraram alta sensibili-
dade e especificidade quando testados nas demais
lesBes benignas e malignas comumente agrupas como
padrdo folicular (tabela 2, figura 2). Isoladamente,
ITM1 teve maior especificidade e sensibilidade. Os
falso-positivos foram 3 casos de nédulos hiperplasicos
com ceélulas de Hurthle. Esses 3 casos também foram
positivos para os demais marcadores (69). Embora os
dados sugiram que ITM1 pode distinguir as lesdes
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Tabela 2. Sensibilidade e especificidade para cada marcador.

Nome Marcador Sensibilidade Especificidade Sensibilidade Especificidade
(95% CiI) (95% ClI) (95% CiI) (95% CiI)
CFT vs. AFT Maligno vs. Benigno
DDIT3 .85 [.68,.94]* .90 [.76,.97]* .90 [.80,.95] .90 [.80,.95]
ARG2 .85 [.68,.94]* .90 [.76,.971* .91 [.82,.96] .88 [.78,.94]
ITM1 1.00 [.87,1.00] .85 [.68,.94] 1.00 [.95,1.00] .87 [76,.93]
Clorf24 1.00 [.87,1.00] .89 [.72,.96] .97 [.90,.99] .90 [.80,.95]

A sensibilidade e a especificidade foram calculadas conforme previamente descrito (69).

CFT, carcinoma folicular da tir6ide; AFT, adenoma folicular da tirdide.

Benigno: N6dulos Hiperplasicos (n= 33) e adenoma folicular da tiréide (n= 27)

Maligno: carcinoma folicular da tiréide (n= 25), variante folicular de carcinoma papilifero da tiréide (n= 27) e

carcinoma papilifero da tiréide (n= 15).

TS

TarZd

Figura 2. Imunoistoquimica empregando os anticorpos para ARG2, DDIT3, ITM1 e Clorf24 em secc¢des de carcinoma folicular
da tiréide (CFT), variante folicular de carcinoma papilifero (VFCPT) e adenoma folicular da tirdide (AFT). Os carcinomas (A-H)
mostram forte reagdo positiva para todos os marcadores. Por outro lado, os adenomas (I-L) que sdo lesdes benignas séo
negativos para todos os anticorpos. A ampliagdo original corresponde a 100X (A,B, I-L) e 400X (C-H).

benignas das malignas com alta sensibilidade e
especificidade, a andlise estatistica demonstra que ne-
nhum dos marcadores deve ser eliminado nas etapas
posteriores do desenvolvimento de um teste pré-cirdr-
gico, uma vez que ha sobreposicdo do intervalo de
confianga (tabela 2).

Uma vez que desejavamos desenvolver um teste
pré-cirdrgico barato e de facil implementacéo na rotina
laboratorial, estes marcadores foram testados em ma-
terial obtido da PAAF de nddulos diagnosticados co-
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mo padréo folicular utilizando a metodologia de imu-
nocitoquimica. Entre os seis nddulos analisados, cinco
casos foram submetidos a tiroidectomia. A compara-
¢do com os dados obtidos da andlise histolégica reve-
lou que 5/5 casos foram corretamente classificados
pelos marcadores (69).

Trés meses apos a nossa publicagdo validando os
4 marcadores nas varias lesdes (69), um grupo japonés
publicou um trabalho sugerindo que Niban (também
denominado Clorf24) era um “novo marcador” tu-
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moral em tirdide (73). Semelhante aos nossos achados,
algumas lesdes benignas com células de Hirthle foram
focalmente positivas para a expressdao de Clorf24. O
grupo sugere que talvez Niban seja um marcador de
progressdo tumoral.

Com relacdo a expressdo destes marcadores nos
estudos de array, DDIT3 e ARG2 estavam entre 0s
genes listados como diferencialmente expressos em CFT
mas ndo foram validados (Barden, 2003 #7; Ying, 2003
#202). Clor24 e ITM1 néo foram identificados, muito
provavelmente porque estes genes ndo estavam pre-
sentes nas plataformas usadas, deixando clara a vanta-
gem de SAGE sobre as outras metodologias.

Até agora, as decisBes de tratamento tém sido
predominantemente baseadas na avaliagdo dos dados
clinicos e citolégicos do nodulo. Ao final das pesqui-
sas, nossas e de outros grupos, esperamos ter marca-
dores tumorais que poderdo ser investigados ho ma-
terial obtido de PAAF, que ¢ um método minimamen-
te invasivo, seguro e barato.

O uso de marcadores moleculares, associado a
analise citoldgica, € uma nova concepc¢do no diagnés-
tico dos noédulos tiroidianos. Com um diagndéstico
pré-cirargico mais preciso teremos um tratamento
adequando e, conseqlientemente, mais efetivo para os
pacientes com cancer de tiréide.
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