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RESUMO

Melo, RL. Avaliacdo da hiperexpresséo do receptor da tirosina quinase- RON
em carcinoma papilifero de tiredide. Campo Grande; 2010. [Dissertacdo —
Universidade Federal de Mato Grosso do Sul].

Expressodes alteradas dos receptores da tirosina quinase tém sido observadas em
amostras de cancer, estando relacionadas com véarios comportamentos malignos.
Alteracdes do receptor da tirosina quinase-RON possuem um papel na regulacao do
comportamento maligno do céncer de tiredide. O objetivo deste estudo foi avaliar a
hiperexpressdo do marcador RON em amostras de carcinoma papilifero da tiredide,
correlacionando-a com achados clinico-patolégicos. Dezenove amostras foram
estudadas, onde houve a hiperexpressdo em 31% dos casos, sendo que 100%
apresentaram expressdo. Hiperexpressdao apresentou correlagdo com o0
comprometimento capsular (p=0,003) e com a extensao extra tireoidiana (p=0,017).
Esses achados corroboram que a hiperexpressédo do RON ocorre em tumores com
comportamento mais agressivos. Maiores conhecimentos do comportamento do
RON em céancer de tireéide poderdo ser importantes a utilizacdo de drogas de
terapias alvos contra o cancer de tiredide.

Palavras-chave: cancer de tireodide, hiperexpressdo, RON



ABSTRACT

Melo,RL. Evaluation of overexpression of the receptor tyrosine kinase RON in
papillary thyroid carcinoma. Campo Grande; 2010. [Dissertacdo — Universidade
Federal de Mato Grosso do Sul].

Altered expressions of receptor tyrosine kinase have been observed in cancer
samples, being related to several malignant behavior. Changes of receptor tyrosine
kinase RON have a role in regulating the malignant behavior of thyroid cancer. The
aim of this study was to evaluate the marker RON overexpression in samples of
papillary thyroid carcinoma, its correlation with clinicopathological features. Nineteen
samples were studied, where there was a overexpression in 31% of cases, while
100% showed expression. Overexpression correlated with capsular involvement
(p=0.003) and with the extra-thyroid extension (p=0.017). These findings confirm that
the overexpression of RON occurs in tumors with more aggressive behavior. Greater
knowledge of the behavior of RON in thyroid cancer may be important to use drug
therapy targets thyroid cancer.

Keywords: thyroid cancer, overexpression, RON
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1 INTRODUCAO

O cancer de tiredide é o tipo mais prevalente de neoplasia endécrina, com
taxas de incidéncias de 4 e 12 por 100.000 homens e mulheres respectivamente .

Nos ultimos anos, o cancer de tiredide, juntamente com o melanoma
maligno, € o tipo de cancer que mais vem crescendo no Brasil, com
aproximadamente 18 mil casos previstos para 2010 ’.

O carcinoma papilifero e o carcinoma folicular sdo as neoplasias epiteliais

derivadas das células foliculares* " *°

e em conjunto recebem o nome de carcinomas
bem diferenciados da tire6ide por razbes clinicas e morfolégicas que justificam
agregéa-los. ! Eles correspondem a maioria dos tumores primérios da tireéide *’

A incidéncia do carcinoma papilifero varia de 80 a 85%*’. Alteracdes
genéticas de alguns oncogenes estdo relacionadas a carcinogénese tireoidiana,
sendo a mutacdo RET/PTC uma das mais estudadas'®*92

A elucidacdo das vias de sinalizagdo que iniciam ou conduzem a
transformacdo neoplasica sdo essenciais para determinar ndo somente o
comportamento de determinado tumor, mas também util na descoberta de novas
drogas que agindo em alguma etapa da carcinogénese possa interromper esse
processo ou até mesmo reverté-lo.

Os receptores da tirosina quinase estdo envolvidos em inUmeras etapas
da carcinogénese, notadamente dos tumores epiteliais. O RON - receptor da tirosina
guinase - tem sido estudado em diversas amostras de canceres epiteliais e
evidéncias sugerem uma importancia deste receptor na determinacdo fenotipica
durante a carcinogénese. Ele encontra-se associado a vérias etapas da
carcinogénese e também relacionado com a progressao tumoral.

Atualmente existem estudos®’#243-44-50-65

avaliando a expressao de RON
em diversas amostras tumorais, como em cancer de mama, cancer colénico e
cancer de ovério. Alguns mostraram correlacdo com a agressividade tumoral e
outros tal relagéo nao se evidenciou.

No cancer de tiredide, os estudos demonstraram que ha uma expressao

tumoral deste receptor em amostras neoplasicas>®®

, sendo que a hiperexpresséo
do RON foi correlacionada com maior agressividade tumoral e comprometimento

metastatico linfonodal®®>. Em relacéo a correlacdo da hiperexpressdo de RON com
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critérios clinicos e caracteristicas tumorais os trabalhos séo infreqlentes, dai o
interesse do presente estudo.

O presente trabalho pretende avaliar a expressdo de RON em amostras
de carcinoma papilifero de tiredide e correlaciond-la com os achados
anatomopatologicos e o estadiamento clinico.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Cancer tireoidiano

A tiredide € uma estrutura impar e mediana, profundamente situada na
regido infra-hioidea da face anterior do pesco¢co na altura da quinta a sétima
vértebras cervicais, e esta recoberta pela lamina pré-traqueal da fascia cervical
profunda, que a fixa a laringe e a traquéia. Apresenta origem embriolégica do
assoalho da faringe e possui peso de 20 a 30g*. Possui um formato semelhante ao
“H”, sendo formada por dois lobos laterais que se unem na linha média por um
delgado istmo.

E uma glandula pertencente ao sistema enddcrino humano. Possui a
capacidade de segregar substancias, ditas horménios, diretamente na corrente
sanguinea, os quais desempenhardo papel importante na homeostase do corpo
humano.

Histologicamente, a tire6ide é envolvida por uma fina cdpsula de tecido
conjuntivo que envia septos ao interior da glandula. E constituida por dois tipos de
células epiteliais, com fun¢des diferentes: as células foliculares e as parafoliculares.
Ela exibe uma estrutura altamente organizada, sendo o foliculo tiredideo a unidade
funcional da glandula e responsavel pela secrecdo dos horménios tire6ideos?.

Os hormoénios produzidos pelas glandulas tireoidianas séo a Tiroxina (T4)
e a Triiodotironina (T3) que tém efeitos moduladores importantes durante o processo
de diferenciacdo, maturacdo e crescimento do organismo®. Tais horménios sdo
ainda essenciais para o metabolismo celular e & producéo de energia®. A funcéo
normal da tiredide é determinada pela regulacdo do eixo hipotalamo-hipofise-
tiredide, bem como por fatores locais, principalmente o conteddo de iodo
glandular®?.

As patologias que acometem a glandula tiredide classicamente estédo
divididas em alteracdes funcionais e estruturais. As alteracdes funcionais estéo
representadas por aquelas onde ha uma alteracdo glandular decorrente de
distirbios hormonais, inflamatérios ou infecciosos, o que resulta em aumento ou

diminuicdo da producdo de horménios pela glandula. No que tange as alteracdes
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estruturais temos desde anomalias congénitas, como as do ducto tireoglosso, até as
neoplasias benignas, como os bdécios e as neoplasias malignas como os canceres
tireoidianos™.

O céancer primario da tiredide constitui uma neoplasia maligna
relativamente rara, representando cerca de 1% de todas as neoplasias humanas. E
o tipo mais prevalente de neoplasia enddcrina, com taxas de incidéncias de 4 e 12
por 100.000 em homens e mulheres respectivamente”.

Nos Estados Unidos séo relatados aproximadamente 18 mil casos novos
a cada ano®. Dados do Instituto Norte Americano do Cancer (NCI) prevéem 44.670
casos novos e 1.690 mortes para o ano de 2010°. Estudos realizados pelo INCA
(Instituto Nacional do Céancer do Brasil) e comprovados pelos varios Registros
Populacionais de Cancer do pais, apontam um aumento na incidéncia do cancer no
Brasil, sendo que o cancer da tiredide estd na lista dos que mais cresceram nos
altimos anos. No Brasil, segundo dados do INCA, séo previstos 18 mil casos novos
para 2010’

O cancer da tiredide apresenta uma variacdo geografica na sua
incidéncia, enquanto que, em alguns paises nao ultrapassa 1% de todas as
neoplasias, em outras regides, como o Oriente Médio, é a segunda neoplasia mais
comum em mulheres®. No Brasil, os arquivos mostram uma grande variabilidade da
sua incidéncia nas diferentes regifes®. Esta grande variacdo de incidéncia reflete
ndo sO 0 acesso aos servicos de saude e a possibilidade de se empregar diversos
métodos diagnosticos, mas também alteracbes ambientais e genéticas das
populacdes estudadas™®.

A média de idade ao diagndstico do cancer tireoidiano € de 45 a 50 anos,
sendo as mulheres 2 a 4 vezes mais acometidas que os homens'®*!. Em criancas e
adolescentes, o carcinoma da tirebide é o terceiro tumor sélido em ordem de
freqiéncia; nesta faixa etaria mais jovem, o tumor apresenta um comportamento
mais metastatizante do que nos adultos, sendo que, 60- 80% deles apresentam
metéstases para linfonodos ao diagndstico. Além do mais, a recorréncia local e a
distancia é alta (10-35%). Apesar deste comportamento mais agressivo 0
prognéstico € bom com uma taxa de sobrevivéncia de 20 anos superior a 95%%% 12,

Os carcinomas da tiredide classificam-se de acordo com os achados
histolégicos em: carcinoma papilifero, folicular, anaplasico ou indiferenciado,

carcinoma medular e os linfomas priméarios da tire6ide. Em raros casos a tiredide
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pode ser acometida por metdstases de tumores originarios de outros 6rgaos,
principalmente oriundas do pulméo, rim, mama, trato gastrointestinal e do sistema
hematopoiético™

Embora o tipo celular seja um determinante importante ao progndstico do
cancer tireoidiano, para o manejo clinico ele é dividido em carcinomas bem
diferenciado e pouco diferenciado®

Os carcinomas bem diferenciados da tiredide classificam-se de acordo
com os achado histologicos pela Organizacdo Mundial de Saude - OMS em
carcinomas papiliferos (classicos e variantes) e folicular (minimamente invasivo e
invasivo)**°.

Assim considerado, o carcinoma bem diferenciado da tiredide, é a
segunda neoplasia mais comum da regido de cabeca e pescogco e a primeira do
sistema enddcrino. Ocorre em 5 a 10% dos portadores de nddulo tireoidiano Unico e
é responsavel por 90% dos carcinomas priméarios da glandula tire6ide'>°*°. Entre
0s subtipos dos carcinomas bem diferenciados, o carcinoma papilifero compreende
80-85% dos casos. Cerca de 10 a 15% séo carcinomas foliculares e 3 a 5%

15-21

carcinomas de células de Hurthle Em andlises de necrbpsias consecutivas

foram encontrado 3 a 36% de carcinoma papilifero® 2.

Apesar de inUmeras pesquisas realizadas a etiologia exata do cancer
tireoidiano permanece indeterminada, sendo a irradiacdo ionizante da regido de
cabeca e pescoco o Unico fator causal bem reconhecido®%.

A nova classificacdo da OMS respeita bastante as classificacdes classicas
anteriormente publicadas. Entretanto, os avancos de biologia molecular permitem
gue algumas afirmacdes se mantenham e que outras caracteristicas necessitem de
maiores esclarecimentos nos préximos anos***°. Por conseguinte, ela corrobora a
separacao tradicional nos quatro grupos anteriormente citados™*.

Os genes envolvidos na patogénese desses quatro grupos sao distintos,
com muito pouca sobreposicdo entre eles, confirmando suas diferencas
morfologicas™. Entretanto, entidades como o carcinoma papilifero variante folicular,
apresentam aspectos moleculares tanto do carcinoma papilifero como do folicular.

O carcinoma bem diferenciado de tiredide geralmente se apresenta
clinicamente como um ndodulo Gnico e assintomatico, porém o primeiro sinal da
doenca pode ser ocasionalmente a presenca de metastases em linfonodos ou mais

raramente nos pulmdes e nos ossos™**"19,
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Ao exame fisico o carcinoma da tiredide apresenta-se como um nédulo
firme, mével a degluticdo, e indistinguivel de um nédulo benigno. Dessa forma,
associada a historia clinica detalhada faz-se necessaria efetuacdo da investigacéo
diagndstica subsequiente.

A Puncao Aspirativa por Agulha Fina (P A A F), guiada por ultra-som
mostrou um impacto importante ao diagnéstico do cancer tireoidiano. Estudos
mostram que houve uma diminuicdo no namero total de tireoidectomias realizadas

16-17 A acuracia, a

com um aumento no diagnéstico de cancer da tirebide
sensibilidade e o valor preditivo da Puncao Aspirativa por Agulha Fina é superior a
90%*". No entanto, ndo é possivel assegurar a real natureza do nédulo quando a
amostra do material € escassa ou se 0 material aspirado exibir apenas o padréo
folicular tiredideo. O laudo citolégico limitado ao “padrao folicular” ocorre em 15 a
22% dos exames' %27

O carcinoma papilifero ao disseminar-se, apresenta tendéncia ao
desenvolvimento de metastases linfatico cervical, enquanto que o carcinoma folicular

apresenta mais metastases hematogénicas™> %

Na literatura vigente, ao se
considerar a incidéncia de metastases ela varia de 16 a 80%.'*° Tal disparidade é
devida as diferentes condutas adotadas. O nimero de casos diagnosticados € maior
guando realizamos 0 esvaziamento cervical sistematico e a pesquisa de
micrometastases.*> 97478,

Em oncologia, o estadiamento clinico € o primeiro passo para 0
entendimento da extensdo e do prognostico dos tumores malignos, bem como
importantissimo para o tratamento adequado®®. A nova classificacdo TNM proposta
pela Unido Internacional Contra o Cancer — UICC - em 2002, aplica-se somente aos
carcinomas da tiredide, utiliza os dados histopatolégicos e exames de imagem
(ANEXO A- p. 75).

Em relacdo aos fatores prognosticos do céncer tireoidiano, desde a
década de 70 diversos estudos foram publicados na intencdo de se classificar os
pacientes de acordo com caracteristicas individuais e tumorais em escores de niveis
de prognésticos® 192378,

Varios autores propuseram a classificacdo dos pacientes em grupos de
riscos segundo fatores prognésticos'®*#1% 7378 Uma das primeiras classificagées foi

idealizada por Cady e colaboradores’’ em 1979 e levava em consideracéo a idade, a
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presenca de metastases hematogénicas, a extensdo extra tireoidiana e o tamanho
do tumor.

Em 1998, Shaha e colaboradores’® descreveram os pacientes em trés
grupos de risco, utilizando os fatores prognosticos de Cady.( Anexo B- p.78)

Classicamente, os fatores prognosticos que se mostraram mais
significativos sdo o tamanho tumoral e o estadiamento (tumor intra-tireoidiano,
extensdo extra-tireoidiana e presenca ou auséncia de metastases)*®.

Em relagdo ao tratamento, o mais preconizado € a realizagdo de
tireoidectomia total’®*°. Alguns centros preconizam a tireoidectomia parcial aos
pacientes de baixo risco'®*%*°,

Ao nos remetermos ao esvaziamento linfatico cervical encontramos
controvérsia entre os diversos centros de tratamento, mesmo ao considerar a alta
frequéncia de metéstases linfaticas. A escola norte-americana ndo recomenda o
esvaziamento cervical eletivo, alegando que as presencas de metastases linfaticas
ndo alteram a sobrevida dos doentes e que a abordagem cervical aumentaria a

71-72-73-74

incidéncia de complicacdes As escolas japonesas e européias ao

considerarem que em uma segunda operacdo ha um maior risco de complicacdes
do que a primeira, preconizam o esvaziamento cervical sistematico "4 ">°.

A utilizacdo do iodo radioativo (1**!) como tratamento adjuvante é indicada
em pacientes de alto risco, com multicentricidade tumoral, doenca residual, tumor
inoperavel, metastase linfonodal e & distancia e doenca recorrente™®.

No carcinoma avancado a realizacdo de quimioterapia convencional e
radioterapia adjuvante nao apresentam resultados efetivos, dessa forma constitui um
dilema terapéutico sendo considerado um grande campo de pesquisa na atualidade,

principalmente relacionado a biologia molecular no intuito de descobertas de
terapias alvos.

2.1.1 AlteracOes genéticas no cancer tireoidiano

s

Como conhecimento corrente, € sabido que o céancer ocorre devido a
danos genéticos, adquiridos ou herdados, conferindo uma vantagem a uma célula e

tendo como consequéncia o surgimento de clones de células que escapam aos
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controles normais de crescimento e diferenciacdo®®?!. Esses recentes avancos na
genética molecular tém proporcionado melhores entendimentos sobre o surgimento
e progressao tumoral.

Fatores genéticos envolvidos nos mecanismos de defesa celular frente a
fatores lesivos provenientes tanto de nosso proprio metabolismo como,
principalmente, do meio ambiente, e aos quais estamos constantemente expostos,
modulam nossa propensdo ao cancer de tiredide?’. A presenca de anormalidades
tanto nos oncogenes, genes estimuladores de divisdo celular, como nos genes
supressores, genes protetores ou bloqueadores do ciclo celular, podem conferir a
uma célula vantagens de crescimento e desenvolvimento sobre as células normais®.

Os genes da telomerase, 0s genes envolvidos na apoptose e 0s genes de
reparo do DNA intervém diretamente no processo da carcinogénese.”?* Entretanto,
para que haja a progressdo do tumor, varios outros genes devem estar alterados.
Sabemos que 0 processo de metastatizacao € seletivo para as poucas células que
conseguem produzir vasos (angiogénese), mover-se, vencendo barreiras e
invadindo as células vizinhas, capsulas, embolizar e sobreviver ao ataque de células
do sistema imunoldgico na corrente sanguinea, parar em leitos capilares distantes e
extravasar e se multiplicarem dentro do parénquima de outros 6rgaos. Todos esses
passos exigem a ativacado e desativacdo de uma série de genes®* 23,

Através dos avancos da medicina molecular, diversos trabalhos tém
demonstrado a importancia do conhecimento dos mecanismos genéticos que
conduzem & carcinogénese®?4?"32 A descoberta de mutacbes de determinados
genes responsaveis, ndo apenas pelo inicio da carcinogénese, mas também,
responsaveis pelos mecanismos de progressdo e metastatizacdo veio motivar o
surgimento de mais pesquisas no intuito de se conseguir uma terapia génica
oncolégica efetiva®*?’.

Os principais genes envolvidos na tumorigénese tireoidiana sdo os genes
RAS, RET, BRAF e PAX8-PPAr-y.*®. As mutaces de RET-PTC, RAS ou BRAF sdo
encontradas em cerca de dois ter¢cos dos carcinomas papiliferos sem praticamente
nenhuma sobreposi¢ao, fornecendo evidente importancia fundamental da ativagéo
constitutiva da via sinalizadora RET-RAS-BRAF-MAPK para a etiopatogenia do
carcinoma papilifero. Em relacdo aos oncogenes GSPE rTSH, aproximadamente

10% dos carcinomas bem diferenciados apresentam mutacdo?**?,
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A mutagdo mais freqiientemente encontrada nos carcinomas papiliferos é
a do gene BRAF, pertencente a familia da RAF serina- treonina cinase, cuja ativacao
é desencadeada pela ligacdo de RAS?**3. A mutacdo consiste em uma transversao
de timina para adenina na posi¢céo 799 (T799A) do gene, causando a substituicdo do
aminoacido valina por um glutamato na posi¢cdo 600 da proteina BRAF (V600E).
Esta mutac&o ativa constitutivamente a bRAF cinase®. Uma vez totalmente ativada,
a proteina RAF fosforila e ativa MEK que, por sua vez, ativa ERK e os efetores
subsequentes da cascata da MAPK. ( lustrado na figura 1). A proteina BRAF é a
mais ativa entre as proteinas RAF e é a que mais fosforila MEK quando ativada por
RAS?% Também a superexpressdo da mutacédo de BRAF é capaz de transformar
células de camundongos em células com aparéncia de carcinoma papilifero. As
mutaces de BRAF ocorrem de modo mutuamente exclusivo em relagéo as outras
mutacdes mais frequentes do carcinoma papilifero, as mutagdes nos genes RAS e
RET, todos participantes da mesma via da MAPK?" 2 Evidéncias atuais sugerem
gue o gene BRAF seria necessario para a expressdo de uma série de genes
regulados por RET-PTC?,
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Figura 1 — Papel da cascata de MAP quinase durante transducdo de sinal intracelular pelo receptor
tirosina quinase ativado. Redesenhado com base em figura de Alberts, B., et al. Essential Cell
Biology, 2nd ed. New York: Garland, 2004.

A via da tirosina quinase (TRK), também componente da via MAPK, esta
associada unicamente ao aparecimento do fendtipo papilifero. Os oncogenes RET e
TRK sao ativados através de rearranjos e ocorrem nos carcinomas papiliferos. Os
genes RET, que habitualmente ndo se encontram expressos em células foliculares
normais, encontram-se hiperexpressos em aproximadamente 50% dos carcinomas
da tire6ide®. RET é ativado por fusdo do seu fragmento C terminal contendo o
dominio tirosino quinase com trés principais porcdes de outros genes™.

Uma série de publicagbes sugeriu o envolvimento da via das proteinas
quinases (PKC) em tumores foliculares da tire6ide®*>3*. A via da PKC esta
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envolvida no processo de crescimento e diferenciacdo de vérias células, existindo
descricao de envolvimento de varias isoformas de enzimas da via PKC em diversos
tumores humanos®>3*.

A partir da ultima década, destacam-se os trabalhos sobre marcadores
biolégicos dos carcinomas tireoidianos, conduzindo as publicacdes de relatos de
investigacdo de marcadores moleculares, imunologicos, imunoistoquimicos e
genéticos com a intencdo de predizer qual tipo de pacientes teriam beneficios com
tratamentos mais ou menos conservadores®?.

Uma série de terapias génicas esta em desenvolvimento, algumas ja em
fase clinica de experimentacdo®®. Assim o bloqueio da via MAPK podera ser
conseguido por meio de compostos que agem em BRAF, RET, RAS e em outros

33-34

componentes da via A utilizacdo do &cido retindico, que promove a re-

diferenciacdo celular, tem sido utilizada em alguns centros. A talidomida tem
demonstrado interessante acéo anti-angiogénica>>?.

A evolucdo do conhecimento cientifico encontra-se tdo acelerada que
num futuro ndo muito distante poderemos detectar oncogenes inadequadamente
ativados, reintroduzir genes supressores tumorais perdidos ou defeituosos, induzir
células mutadas a apoptose, impedir a proliferacdo e metastatizagcdo a distancia,
cortando o suprimento sanguineo tumoral, reativando o conhecimento imunolégico

de células tumorais; e muitas outras estratégias deverdo estar disponiveis'®3*.

2.2 RON — Receptor datirosina-quinase

Recepteur d'origine nantais (RON) é um membro da familia MET de proto-
oncogenes dos Receptores da Tirosina Quinase (RTKSs), juntamente com Stk, c-
MET, e c-Sea®. c-MET, o receptor para o Fator de Crescimento de Hepatdcito
(HGF; também conhecido como fator de Scatter) estd associado com muitos
processos relacionados ao desenvolvimento e disseminagdo tumoral. C-Sea esta
expresso como receptor de superficie das células de galinhas, enquanto o Stk é um
homélogo murino de RON*. ¢c-MET e RON s&o os Unicos membros da familia MET
gue existem em humanos, embora o0 RON seja mantido evolutivamente em mdltiplas

espécies; sugerindo uma funcao vital para este receptor®.
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O gene humano de RON foi inicialmente identificado e isolado através da
selecdo complementar de DNA de preparado do epitélio da pele humana
(queratindcitos)*®. Este gene foi localizado no cromossoma humano 3p21, o qual se
encontra geralmente mutado em carcinoma de pequenas células de pulméo e
carcinoma de células renais®. As proteinas ligantes para RON, proteina
estimuladora de macrofago (MSP), também se encontram na regiao 3p21.

RON é uma proteina de 180 kDa formada por um heterodimero de cadeia
alfa de 40-kDa e uma cadeia beta de 150 kDa*. RON é inicialmente formado como
uma unica cadeia precursora, pro-RON, e suas adesdes estdo nas duas cadeias
ativas. A cadeia alfa é completamente extracelular, enquanto que a cadeia beta
atravessa a membrana celular e contém a tirosina quinase intracelular e elementos
regulatérios®. RON e c-MET sdo os Unicos RTKs a possuirem um dominio na
porcéo extracelular da proteina® . Este dominio especializado fora conservado do
padrdo de residuos de cisteinas, sequiéncia de aminoacidos e um sitio potencial de
glicosilacdo®" 8,

A funcdo do RON tem sido mostrada como sendo importante no
desenvolvimento embriolégico, uma caracteristica comum encontrada em muitos do
RTKs envolvidos no processo carcinogénico. A funcdo do RON durante o
desenvolvimento foi estabelecida pelo uso de RON homozigoto e heterozigoto de
ratos>>*% A perda de homozigose foi embriologicamente letal no 6,5 dia durante o
estagio de peri - implantacéo do desenvolvimento®. A letalidade da homozigose de
RON em ratos em fase inicial do desenvolvimento enfatizou o papel critico de RON

no desenvolvimento embrionario®“°,

Em contraste o0s ratos heterozigotos
desenvolveram-se normalmente até a idade adulta, exceto por apresentarem uma
resposta inflamatéria inapropriada. A resposta inflamatéria inapropriada fora
associada a dano na regulacéo do 6xido nitrico.

RON encontra-se expresso em inumeros tipos de células epiteliais,
incluindo benignas e malignas. RON também foi identificado nos macrofagos,
células-tronco da medula dssea e osteoclastos*™2. Juntamente com ativacdo de
RON, através de seus ligantes MSP, B1 integrinas podem fosforilar RON através da
via Src dependente. A ativacdo de RON pode ser potencializada através de outros
RTKs dos quais temos c-MET e receptores para crescimento epidérmico***.
Heterodimeros de RON-MET tém sidos observados no cancer gastrico (GTL-a6)

onde tais células expressam altos niveis dos dois receptores®. Estes heterodimeros
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também permitem a sinalizacdo sem a presenca dos seus receptores ligantes
associados.

Multiplos mediadores de RON sinalizam as cascatas que envolvem a
motilidade celular, adesé&o, proliferacdo e apoptose. As vias de ativagcdo da
diminuicdo da sinalizagdo de RON incluem a proteina quinase ras-mitogénica-
ativada (MARK), quinase fosfotidol inositol-3 (PI-3K)*"“#***. Akt e via quinase de
adesdao focal (FAK). Ativacdo de RON pode também aumentar significantemente a
atividade de c-Src, um sinalizante intermediario envolvido na progressao do ciclo
celular, motilidade, angiogénese e sobrevida®* 384144,

Recentemente, um receptor truncado de RON (forma curta RON; sf —
RON) faltando o dominio extracelular foi observado tanto em tecidos normais como
de neoplasias. Através da reacdo de cadeia da transcripitase reversa (RT-PCR), um
RON truncado foi encontrado sendo altamente expresso em canceres de ovario e

46-47  sf-RON demonstrou aumento da atividade intrinseca da

mama de humanos
tirosina quinase e foi constitutivamente fosforilado em células programadas para
hiperexpressdo sf-RON*®,

O ligante de RON é o MSP (Proteina Estimuladora de Macro6fago) que foi
inicialmente identificada como uma proteina que estimulava a quimiotaxia em

peritonites de murinos mediada pelo fator do complemento C5a*%4°.

2.2.1 Funcao biolégica de RON

A ativacdo do RON pelo MSP pode iniciar a sinalizacdo através de varias

vias relacionadas com a progressao tumoral e disseminacdo, das quais a adeséo,

49-50

invasdo, motilidade, proliferacdo e inibicho da apoptose Além disso, a

hiperexpressdo e mutacdo de RON tém demonstrado seu papel potencial na

carcinogénese e disseminacdo metastatica® >,
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2.2.1.1 Adesao

A capacidade de adesdo celular é uma das caracteristicas mais
importantes para a manutencdo da integridade estrutural dos epitélios. Uma funcéo
importante de RON é o seu envolvimento na adesédo celular. MSP aumenta a
adesdo celular da fibronectina humana somente em células com RON expresso®°.
Em canceres de rim e célon observou-se sua hiperexpressdo®*>>.

Outro estudo mostrou que MSP aumenta a afinidade de integrinas da
matriz extracelular mais do que o nimero do aumento de integrinas*. Esta
observacéo foi confirmada pela observacdo de um nivel inalterado da expresséo da
integrina B1 com estimulacdo de MSP. A adesdo MSP- dependente necessitou da
ativacdo de PI-3K e foi bloqueada por wortmannim, um inibidor PI-3K, numa
concentracdo dependente®*®?,

Ativacdo de RON também resulta na fosforilacdo de FAK através da
sinalizacdo e aumento da atividade da quinase associada a FAK. Contudo, a inibicédo
de FAK nao afeta a adesao potencializada por MSP, e isso implica que a fosforilagéo
de FAK nao é um fator critico na ades&o mediada por RON**°,

A interacdo funcional entre RON e integrinas é muito comprovada por
estudos usando células RE 7 ( células MDCK com hiperexpressdo- RON ). Nestes
estudos, RON foi avaliado com imunoprecipitacdo com B1 integrinas com células RE
7 MSP- estimulado e MSP- ndo estimulado, sugerindo que ha relacao funcional e
fisica entre elas. Entretanto em células RE 7 aderidas ao colageno, RON
permaneceu constitutivamente fosforilado, e o grau de fosforilacdo foi dessa forma
potencializado pela adicdo de MSP®2. Esta interacdo funcional com a matriz
extracelular foi inibida por anticorpos de Bl integrina. Similarmente as interacdes
entre integrinas e outros RTKs, ambos FAK a Src mediaram a sinalizacao entre RON
e integrinas. Formas dominantes negativas de FAK e Src diminuem o nivel de

integrinas- mediadoras de fosforilagdo de RON>*>’.
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2.2.1.2 Invasao e motilidade

Estudos tém demonstrado que RON esta envolvido na invasdo e na
motilidade celular. Células normais do epitélio de cdlon transfectadas (CoTr) com
RON cDNA demonstraram aumento de migracao e invasdao apos tratamento com
MSP em dose dependentes®. Em contraste as células RON-transfectadas CoTr,
células deficiente-transfectadas ndo exibiram migracdo ou invasdo em resposta ao
MSP. Adicionalmente, linhagens HCT-116 de células de cancer colénico humano, as
guais expressavam endogenamente RON, exibiram aumento de migracao e invaséo
ap6s estimulagdo com MSP338,

O aumento da migracdo e a invasdo também foram demonstrados em
células de carcinoma de mama humano que hiperexpressavam RON>3,

A habilidade da hiperexpresséo de RON em potencializar a invaséo
celular e a migracdo denota a importancia do RON na progressdo do cancer, bem

como a disseminacdo metastatica®* >

2.2.1.3 Mediacdo do RON na EMT

A transicdo do tecido epitelial para o mesenquimal (EMT) é o Unico
processo observado no desenvolvimento embriologico e de carcinogénese, no qual
as células perdem as caracteristicas epiteliais e ganham propriedades
mesenquimais®.

EMT é caracterizada pela perda de adesdo celular e rearranjos do
citoesqueleto normal. Morfologicamente, células epiteliais normais submetidas a

EMT alteram sua forma cubdide para formas disformes®®®

. Esta transformacéo
morfologica esta associada com a perda de E-caderina e aumento da expressao de
vimentina e actina da musculatura lisa (SMA)>*. A alteracdo da expressdo de E-
caderina, vimentina e-SMA sdo mais caracteristicas das células mesenquimais e
ndo sdo usualmente observadas em células epiteliais ndo estimuladas. Quando as
células epiteliais demonstram alteragbes EMT, presumidamente a transformacédo

ocorreu de um fendtipo epitelial para um tipo de célula mesenquimal com maior
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motilidade®®. Essas mudancas fenotipicas de EMT correlacionam com o aumento de
motilidade e invasdo. Adicionalmente, demonstrando significancia funcional, EMT
est4 também associada com a progressdo tumoral e o pior progndstico clinico ©Y.
Fator de Crescimento Tumoral (TGF) bl e HGF s&o duas citoquinas que tém sido
demonstradas para induzir EMT>%%%,

O papel do RON na EMT foi investigado em células MDCK transfectadas
com RON cDNA ( células RE 7). A estimulacédo de células RE 7 com MSP mostrou
aumento de células esparsas™>2,

Através da técnica de imunofluorescéncia, células RE 7 tratadas com
MSP demonstraram redistribuicdo de E-caderina, B-catenina e actina. Apos 48h de
exposicéo ao MSP, o nivel de E-caderina foi reduzida em 50%°°.

As mudancas associadas com EMT devido a ativagdo de RON sustentam
a capacidade do RON em aumentar a migragao celular e invasao. Entretanto, essas
mudancas fenotipicas observadas com MSP também s&o atribuidas ao RON na

progress&o e metastases>".

2.2.1.4 RON - inibic&o da apoptose

Os gregos intrigavam-se com o fenbmeno outonal da mudanca de cor,
textura e finalmente queda das folhas de algumas arvores. Entendiam que era um
fendbmeno diverso da morte de algumas arvores acometidas por processos
patolégicos. Chamaram a “morte” programada durante o inverno de apoptosis .

A todo o momento, nos organismos pluricelulares, originam-se células
com caracteristicas neoplasicas, porém, mecanismos de autocontrole evitam que
estas células se proliferem e desenvolvam massas tumorais. Um dos mecanismos é
a inducdo destas células a morte programada — apoptose®.

A hiperexpressdao de RON e ativagcdo por MSP pode potencializar a
habilidade das células em evitar a apoptose. Essas propriedades nao apoptdicas do
RON tém sido investigadas em células epiteliais do célon malignas e ndo malignas®®.

Células epiteliais normais de coélon e CoTr potencializadas pela
hiperexpressdo de RON foram tratadas com a adicdo de Ac Fas para induzir
apoptose. Com a adicdo de Ac Fas, ambos os tipos celulares submeteram a
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formacdo DNA, dessa forma significando apoptose. Com a adicdo de MSP,
entretanto, o efeito apoptoico observado na hiperexpressdo de RON foi reduzido
para 50%**. Assim sendo, a hiperexpressdo e ativacdo de ligantes de RON foram
necessarias para inibir a apoptose mediada por Fas.

Em relacdo a via de sinalizacdo anti- apoptética, em células que
expressam RON, MSP pode ativar ambas as vias de potencializacdo com efeitos
anti- apoptéicos**. Quando essas vias forem inibidas, MSP sinalizara a ativacéo
através de vias alternativas de inibir a apoptose™.

A aglutinacdo de células da membrana basal ou da matriz normal conduz
a morte celular (anoikis), entretanto, células cancerigenas, nas mesmas situacoes ,
evitam a anoikia. Também as células cancerigenas metastaticas devem sobreviver
na circulacdo, por essa razdo, evitar a anoikia é uma propriedade critica para a

progressao do cancer*®°,

2.2.1.5 RON como um Oncogene

A transformacao celular como resultante da hiperexpressédo de RON tem
sido demonstrada em modelos de ratos transgénicos®®. Ratos transgénicos foram
criados para expressar RON somente no epitélio pulmonar distal usando a proteina
promotora surfactante C- uma promotora especifica do epitélio pulmonar. Esses
ratos transgénicos cresceram normais, mas desenvolveram multiplos adenomas
pulmonares até o 2° més de vida. Apés o 4°. més de vida, multiplos nddulos se
desenvolveram conduzindo-os a insuficiéncia respiratoria no 14°. més secundaria a
progressdo tumoral do adenoma para adenocarcinoma®® . Nenhum outro tumor fora
encontrado em outros 6rgdos e nos ratos controles. Analises imunoistoquimicas
demonstraram que RON estava altamente expresso nos tumores e estava
constitutivamente fosforilado. Pela selecdo de super- regulacdo da expressao de
RON em células pulmonares epiteliais de ratos transgénicos, a hiperexpresséo de

RON foi demonstrada como sendo oncogénica %>

. llustrado na figura 2.
sf-RON possivelmente também tenha a capacidade para transformar
células, conduzindo ao desenvolvimento de neoplasias malignas®. T74D- células

transfectadas com sf-RON demonstrou construgbes alteradas morfolégica e
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fenotipicamente, com perda da expressao da E-caderina. Além disso, a presenca de

sf-Stk (homologo de RON de ratos) em hemécias de ratos potencializou a

susceptibilidade & eritroleucemia induzida por Friend leucemia viral *°.
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Figura 2- Formas mutadas de receptores tirosina quinases como produtos de oncogenes que causam
cancer. Redesenhado com base em figura de Alberts, B., et al. Essential Cell Biology, 2nd ed. New
York: Garland, 2004.

2.2.1.6 RON — mediador de metastases

Véarios tipos de mutacdes na ativacdo de RON tém sido associados com a
mediacdo de formacdo de metastases. Células NIH3T3 transfectadas tanto com o
tipo selvagem de RON, como os trés variantes mutados de RON com Unica
substituicdo de aminoé&cidos, foram estudadas para avaliarem o papel do RON na
mediacao de transformacao e progresséo de metastases®®.

As mutacles projetadas por RON foram homodlogas as bem descritas
mutacdes dos membros da familia c-MET. Essas linhagens de células foram
injetadas no subcutaneo e na extremidade distal das veias para lancar seu potencial
de metastases in vivo *°. Ap6s injecdo parenteral subcutanea das células NIH3T3, o
surgimento de tumor ocorreu em somente 25% (1 de 4) dos ratos, enquanto a

injecdo parenteral subcutanea das células de linhagens transfectadas promoveram
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tumores em 88% ( 22 de 25 ) dos ratos®™. Uma promocdo de mutacdo in-vitro
(L1176V) gerou a transformacéo de tumores em 58% dos ratos injetados, enquanto
o tipo selvagem de RON e outras duas mutacdes geraram tumores em 100% dos
ratos injetados®®. A mutacdo M1231T no dominio quinase de RON desenvolvem
tumores com maior taxa de crescimento e um aumento relativo do indice mitético do
que outras mutacées com linhagens de células transfectadas-RON>’. Em contraste &
injecdo subcutanea, a injecdo venosa aumentou significantemente o numero de
metastases pulmonares com duas das formas de RON mutadas. Nenhuma
metastase pulmonar fora identificada com a injecdo de células néo transfectadas ou

em células com o tipo selvagem de RON*°,

2.2.2 Expressao do RON no Cancer

Estudos prévios indicaram que RON tem um potencial proeminente na
progressdo tumoral e metastatizacd0®®*>*°®. A fim de corroborar esta hipétese, é
importante determinar se RON ou seus ligantes estdo hiperexpressos em tecidos
epiteliais malignos.

A hiperexpressdo de RON foi primeiramente observada em 1998 em
cancer de mama. Em analises imunoistoquimicas de espécimes de cancer de mama
de humanos, aproximadamente 50% dos tumores tinham hiperexpressdo de RON.
Um equivalente grau de hiperexpressao fora observada tanto no carcinoma ductal
como no lobular mamario®. Em outros estudos foram também evidenciados que os
canceres mamarios de mulheres pdés menopausadas apresentavam uma
hiperexpressdo maior de RON do que os canceres de mulheres pré-
menopausada®. Esta correlacdo é incerta, devido ao fato de que ndo foram
encontradas correlacdo entre a expressdo de RON e o estado dos receptores
hormonais. Analise com immunoblot revelaram a presenca de altera¢cdes genémicas
ou amplificacbes, sugerindo que a hiperexpresséo de RON resulta na
potencializacdo da transcricdio do gene®®. Esta demonstracdo inicial da
hiperexpressdo de RON em tumores humanos direcionou a atencdo para o papel

deste RTK no desenvolvimento do cancer.
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Em carcinoma colorretal, adenocarcinomas demonstraram hiperexpressao
de RON comparado com a mucosa das células normais. Em analises
imunoistoquimicas, 29 (59,2%) de 49 espécimes de canceres hiperexpressaram
RON®. Importante salientar que nestes o RON foi difusamente presente no
citoplasma das células, enquanto que em células epiteliais normais, RON esta
localizado na superficie celular e granulos citoplasmaticos®***. Nenhuma correlacédo
foi observada entre a hiperexpressdo de RON e caracteristicas de cancer avancado
de célon, como profundidade de invasao e envolvimento vascular. Em analises in
vitro mostrou-se que constitutivamente RON encontrava-se fosforilado com um
aumento relativo da atividade das quinases>®*.

Apesar dos estudos demonstrarem que a hiperexpressdo de RON possa
conduzir ao aumento do potencial de metastases e invasdo tumoral, a
hiperexpressdo de RON ndo esté correlacionada as caracteristicas de tumores mais
agressivos em carcinomas colorretais e de mama®*. A presenca e funcdo de RON
e MSP tém sido investigadas em células de carcinomas ndo pequenas células de
pulméo (NSCLC)*. Em espécies de NSCLC, RNAm de MSP é expressado em dois
diferentes padrdes: primeiro, o epitélio pulmonar normal pode expressar altos niveis
de MSP RNAmM adjacente ao tecido maligno. Esta relacdo foi demonstrada em trés
de oito andlises de espécimes de NSCLC, assim sugerindo uma relacéo paracrina
entre o tecido normal adjacente e o tumor. Segundo, a potencializacdo da expresséo
de MSP RNAm também é vista nas linhagens de células neoplasicas . De modo
geral, RON estava presente em 62% (10 de 16) das linhagens de células
cancerosas. Em cinco de 16 células da linhagem NSCLC, detectou-se co- expressao
de RON e MSP RNAm, e isto sustenta a possibilidade de uma sinalizac&o autécrina.

RON também tem sido observado hiperexpresso em carcinoma de
ovario®. Em 55% (29 de 53) de espécimes de tumores investigadas, RON
hiperexpresso foi identificado por PCR-RT*%. Nenhuma correlacdo foi observada
entre a hiperexpressdo de RON e a progressdo da doenca®>™*.

Como anteriormente exposto a hiperexpressdo do RON tem sido
demonstrada em varios estudos com diferentes amostras tumorais. Em relacdo ao
cancer tireoidiano evidenciamos um numero menor de estudos, principalmente se
compararmos com os de cancer de mama. Em um estudo onde se avaliou a
hiperexpressdo do RON em 50 amostras de cancer tireoidiano (incluindo todos os

tipos histologicos), observou-se que a hiperexpressdao de RON resultou em um
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aumento na formagdo de coldnias de células tumorais e também mostrou uma
correlagédo com o comprometimento linfonodal®.

Dessa forma h& evidente necessidade de maiores estudos analisando o
marcador RON no intuito de se predizer suas correlacdes com o cancer de tiredide e
posteriormente subsidiar dados para aquisicdo de novas terapias utilizando este
receptor da tirosina quinase, como € atualmente realizado para o tratamento de

inUmeros canceres.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Avaliar a expressao de RON- receptor de tirosina quinase em carcinoma

papilifero de tiredide.

3.2 Objetivos especificos

a. Verificar a correlacédo entre a hiperexpressao de RON com os achados
anatomopatolégicos das pecas cirurgicas dos pacientes com
carcinoma papilifero de tiredide.

b. Verificar a correlagdo entre a extensdo (porcentagem de células
coradas) do marcador RON com os achados anatomopatol6gicos das
pecas cirdrgicas dos pacientes com carcinoma papilifero de tireoide.

c. Verificar a correlagdo entre a hiperexpressdo de RON com o
estadiamento clinico dos pacientes com carcinoma papilifero de
tiredide.

d. Verificar a correlacdo entre a extensdo (porcentagem de células
coradas) do marcador RON com o estadiamento clinico dos pacientes
com carcinoma papilifero de tiredide.

e. Verificar a correlagdo entre a hiperexpresséo de RON com o
comprometimento linfonodal dos pacientes com carcinoma papilifero
de tiredide.

f. Verificar a correlagdo entre a extensdo de RON com o
comprometimento linfonodal dos pacientes com carcinoma papilifero

de tiredide.
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4 MATERIAL E METODO

4.1 Amostra (pacientes)

Foram selecionados 0s casos clinicos aleatoriamente nos arquivos do
laboratério de Anatomia Patoldgica do Nucleo do Hospital Universitario de Campo
Grande (NHU-UFMS), no intuito de se obter 20 casos de carcinoma papilifero de
tiredide, no periodo de 2004 a 2007. Dos 20 casos selecionados, um foi excluido do
estudo, pois ao se realizar a confeccdo da lamina para o estudo anatomopatolégico
néo fora evidenciado tumor no corte histologico.

Apés a selecdo dos casos, 0s pacientes selecionados assinaram um
termo de consentimento informado (Apéndice A - p. 72) para a realizacdo da

pesquisa e aprovacdo do Comité de Etica e Pesquisa da UFMS.

4.2 Dados do Prontuario

Os seguintes dados dos pacientes selecionados foram pesquisados a
partir de seus prontuarios médicos arquivados no Servico de Arquivo Médico do
NHU- UFMS:

Sexo

Idade

Cor

Tipo de cirurgia realizada

Dados anatomopatolégicos da peca cirargica: tamanho da peca,
multifocalidade tumoral, tamanho do tumor, caracteristica tumoral
quanto a presenca de encapsulamento, comprometimento da
capsula tireoidiana, comprometimento de margens cirargicas pelo
tumor, avaliacédo linfonodal.

Estadiamento clinico-patolégico
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Realizac&o ou ndo da Pesquisa de Corpo Inteiro (PCI)
Avaliagcdo de metastases
Realizac&o de iodoterapia adjuvante
Seguimento oncoldgico.
Estes dados foram entdo registrados em uma Ficha de avaliacao

desenvolvida pela autora deste estudo (Apéndice B-p.74).

4.3 Analise histolégica (amostras tumorais)

4.3.1 Preparo de blocos e laminas

Para a realizagdo do estudo histopatolégico e imunoistoquimico dos
espécimes foram utilizadas as técnicas rotineiras de inclusdo em parafina, conforme
metodologia recomendada por Michalany (Michalany, 1998)°". Seccées de 4nm de
espessura foram realizadas em micrétomo rotatério (LEICAO, modelo RM-2155), e
montadas em laminas de vidro convencional — para a coloracdo padrdo de
hematoxilina-eosina (H&E) e em laminas silanizadas (SurgipathO) — para o estudo
imunoistoquimico. Apés, as laminas foram secas durante a noite, a 37°C, ou a 60°C

por no minimo 60 minutos para a realizacdo da coloracdo ou da imunoistoquimica.

4.3.2 Analise histolégica

ApOs a confeccdo das laminas coradas pelo H&E, foi realizada a
microscopia o6tica através do microscopio optico (Marca Nikon, modelo Elipse E200)
com lente binocular, por dois patologistas para evidenciar a presenca de tecido

neoplasico maligno.
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4.3.3 Imunoistoquimica

A técnica de imunoistoquimica utilizada foi a do complexo streptavidina-
biotina (Burnier Junior et al., 1988; White, 1994; Alves, 1998) para a pesquisa e
localizacdo do antigeno RON nos tecidos embebidos em parafina, utilizando-se o
anticorpo monoclonal RON ( SC-322, Santa Cruz, CA, EUA) em diluicdo de 1:100.

Em resumo, o preparo do tecido para a técnica ABC, fosfatase alcalina
conjugada foi o seguinte:

a. Obtencéo de cortes de 4 ym de espessura, através de um
micrétomo rotatério, com o auxilio do banho histolégico e
estufa de secagem.

b. Desparafinizacdo em xilol dentro da capela de exaustdo de
gases;

c. Colocacgdo em alcool absoluto dentro da capela de exaustéo
de gases;

d. Reidratacdo em alcool graduado (95%) dentro da capela de
exaustao de gases;

e. Lavagem em tampéao TRIS-HCL (pH 7,6).

f. Resgate calor-induzido dos epitopos, com imersdo em
solucdo de citrato de sédio 10 mM com pH 6,0 e exposicdo
em forno de microondas por 10 minutos.

g. Banho com solucdo de peroxido de hidrogénio a 3% em
metanol durante 10 minutos para bloquear a atividade da
peroxidase endogena;

h. Banho de 30 minutos em solucdo de albumina de soro
bovino a 1% em tampédo TRIS (pH 7,6) para bloquear as
ligagbes ndo-especificas.

i. Aplicacdo do anticorpo primario dentro da capela de
exaustdo de gases, com sua titulacdo, e incubacdo em
camara Umida (Fisher modelo SH197) a 4°C por 18 horas;

j. Lavagem com solucdo de tampé&o TRIS-HCL (pH 7,6) por 5

minutos, por 2 vezes.
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k. Aplicagdo do anticorpo biotinilado de coelho contra o
anticorpo primario, em diluicdo de 1:500, seguida de
incubacdo em camara Umida a 37°C por 30 minutos;

|. Lavagem com solucdo de tampéao TRIS-HCL (pH 7,6).

m. Aplicagdo do complexo avidina-biotina, fosfatase alcalina
conjugado em diluicdo pronta do fabricante (DAKO), seguida
de incubagdo em camara Umida a 37°C por 30 minutos;

n. Lavagem com solucdo de tampédo TRIS-HCL (pH 7,6) por 5

minutos, por 2 vezes.

Aplicacéo do cromogeno “fast red” (DAKO) por 30 minutos;

Lavagem com agua por 5 minutos;

L T 0o

Contra coloragdo com Hematoxilina de Mayer (DAKO);

-~

Lavagem com agua;
s. Passagem em solucéo saturada de carbonato de litio;
t. Lavagem com agua destilada;
u. Montagem de laminula com meio de faramount (DAKO).
As laminas para controle negativo foram tratadas de maneira idéntica,
porém sem a aplicagdo dos anticorpos primarios. As laminas de controle positivo
consistiram em laminas de um caso de adenocarcinoma de colon, sabidamente

positivo para o anticorpo pesquisado, conhecido por conter o antigeno de interesse.

4.3.4 Classificacdo da expressao imunoistoguimica do receptor RON

A intensidade e a extensdo da expressdo do marcador RON foram
graduadas de acordo com método previamente estabelecido®. Foi utilizada a
técnica de contagem de pontos (point counting) semi-quantitativa, associada a
andlise ponderada subjetiva da intensidade de express&o®®®?.

A intensidade foi graduada de 0 a 3, sendo:
0: os caso sem nenhuma expressao — ndo apresentou coloracéo
1+: positivo fraco - casos que apresentaram expressdo fraca e

citoplasmatica
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2+: positivo moderado - casos que apresentaram expressao
moderada e citoplasmatica
3+: positivo intenso — casos que apresentaram expressao forte,
citoplasmatica e/lou membranosa
Consideramos como hiperexpressos aos casos positivo moderado e
positivo intenso (2+ e 3+); 0s casos positivos fracos (+1) foram considerados como
baixa expressao e 0s casos negativos como sem expressao do marcador.
A extensdo, ou seja, o grau de porcentagem de células coradas, foi
graduada de 0 a 3, sendo:
0: negativo
1+: positivo em 1% a 25% das células tumorais
2+: positivo em 25% a 50%
3+: positivo em mais que 50% das células tumorais.
Todas as laminas foram avaliadas primeiramente por dois patologistas
independentes, sem conhecimento das respectivas graduacdes. Em casos de
discrepancia entre as graduacdes, 0s patologistas revisaram as laminas e a

graduacdo foi realizada apés um consenso.

4.3.5 Captura de imagem da microscopia

A microscopia otica foi realizada utilizando-se Microscopio (Marca Nikon,
modelo Elipse E200) com lente binocular com aumento 10X e objetiva no aumento
40X/0,65. Acoplado a camera de video (Marca SanSung, modelo SCC131); conexao
ao microcomputador via placa de video (Marca Pinnacle Studio PCTV — USB);
microcomputador Duron 750 Mhz, 128 Mb Ram, HD 20 Gigabytes e sistema

operacional Microsoft Windows 98 SE.
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4.4 Analise estatistica

Medidas de tendéncia central e de variabilidade foram utilizadas para
descrever as variaveis numéricas e a distribuicdo de frequéncias para as
categoricas.

Para verificar a associacdo entre as variaveis numéricas com relacéo a
intensidade e porcentagem de células coradas, foram usados os testes ndo
paramétricos U de Mann-Whitney, e o teste de Kruskal-Wallis. Para comparar as
variaveis categoricas, considerando a amostra menor que 30, foram utilizados o
teste exato de Fisher, bem como o teste do Chi quadrado com e sem a corre¢éo de
Yates (a correcao se aplica aos casos de tabelas de contingéncia 2 X 2).

O nivel de significancia de 5% foi adotado para todos os testes
estatisticos.

Os demais resultados das variaveis avaliadas neste estudo foram
apresentados na forma de estatistica descritiva ou na forma de tabelas e graficos.

A linguagem R, usada na programacdo de computadores em aplicagbes
estatisticas, foi utilizada para a realizacdo de todas as andlises estatisticas, inclusive
a geracao de graficos e instantaneos dos calculos. Foi usado o sistema operacional
Linux Debian, sobre plataforma de hardware usando processador Intel Core 2 Duo.

Também se utilizou o programa estatistico para computadores STATA
versdo 7.0 na realizacdo de algumas anélises estatisticas®®, considerando diferencas

e relacdes significativas quando o valor de p foi menor que 0,05.

4.5 Normas adotadas

Esta dissertacao obedece:

As recomendacbes do Programa de Pé-graduacdo em Saude e
Desenvolvimento na regido Centro-Oeste da Universidade Federal de Mato Grosso
do Sul, segundo as Diretrizes para elaboracdo de Teses e Dissertacfes, elaborado
por Zarate P, Andrade SMO, Aydos RD. Campo Grande. Pro-reitoria de Pesquisa e
P6s-graduacéo, 2008.
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As normas de referéncias bibliograficas adaptadas do International
Committee of Medical Journals Editor (Vancouver).
Abreviaturas dos titulos dos periddicos da List of Journal Indexed in the

Index Medicus
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5 RESULTADOS

Neste estudo foram avaliados 19 (dezenove) casos de pacientes com
diagnéstico de carcinoma papilifero de tireéide, sendo que destes 89,5% (n = 17)
eram do sexo feminino e 10,5% (n = 02) do sexo masculino.

A idade dos pacientes variou de 26 a 68 anos, com a idade média de
48,10 + 13,05 anos (Média + Desvio Padrdo da Média). Encontramos 07 (sete)
pacientes (36,8%) com idade inferior a 45 anos e 12 pacientes (63,2%) com idade
superior a 45 anos.

Quinze (15) pacientes eram brancos e quatro (04) ndo brancos.

Tabela 1 — Frequéncia absoluta e relativa das variaveis de identificagcdo observadas.
Campo Grande — 2010

Variavel Categoria / Medidgs / Frquéncia
Medidas Quantidade Relativa
Min - Max 26 - 68 na
Idade (anos) Média 48,10 na
Desvio Padrao 13,05 na
Género Feminir_10 17 89,5%
Masculino 2 10,5%
Etnia Branco 15 78,9%
Nao branco 4 21,1%

na: ndo se aplica.

Todos o0s pacientes nao apresentavam linfonodos clinicamente
comprometidos na avaliagdo pré-operatéria, sendo que 13 (treze) pacientes (68,4%)
foram submetidos a Tireoidectomia Total, 05 (cinco) pacientes (26,3%) a
Tireoidectomia Total com Esvaziamento Cervical Recorrencial Unilateral e 01 (um)
paciente (5,3%) a Tireoidectomia Total com Esvaziamento Recorrencial Bilateral
(Tabela 2).

Na analise anatomopatolégica, o peso da glandula tireoidiana variou de

10 a 63 gramas. Estes resultados estao apresentados na Tabela 2.
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Tabela 2 — Tipo de cirurgia e peso glandular: medidas e frequéncias absoluta e

relativa. Campo Grande — 2010

Varia Categoria / Medidas / A .
ariavel . A Frequéncia relativa
medidas freqUéncia absoluta

TT 13 68,4%
Cirurgia TT + ECRU 5 26,3%

TT + ECRB 1 5,3%

Min — Max 10-63 na
Peso (9) Média 26,2 na

Desvio Padrdo 11,0 na

TT: Tireoidectomia Total. ECRU: Esvaziamento Cervical Recorrencial Unilateral. ECRB:
Esvaziamento Cervical Recorrencial Bilateral. na: ndo se aplica.

~

Em relacdo a multifocalidade tumoral, nesta amostra encontramos 10
(dez) casos (52,6%) com tumores com um unico foco, e 09 (nove) casos com
multifocalidade (47,4%), conforme ilustrado na Figura 3.

Multifocalidade

m Multifocal

u Unifocal

Figura 3 — Grafico ilustrando a freqiiéncia relativa de multifocalidade

O tamanho dos tumores variou de 0,4 a 3,2 cm, com a médiade 1,5+ 1,0
cm (Média £ Desvio Padrao da Média).

Os tumores que apresentavam capsula tumoral, ou seja, encapsulados,
foram 63,2% (n=12).

O comprometimento da capsula tireoidiana pelo tumor ocorreu em 47,4%
(n=9) dos casos.
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A auséncia de comprometimento da margem cirdrgica ocorreu em 9 casos
(47,4%), a presenca de margens exiguas (menores do que 5 mm) ocorreu em 7
casos (36,8%) e margens tumorais comprometidas em 3 pacientes (15,8%).

A extensao tumoral a estruturas extras tireoidianas adjacentes ocorreu em
26,3% (n=5) dos casos. A presenca de invaséo vascular pelo tumor ocorreu em 6
casos (31,6%).

Dos 6 (seis) pacientes que foram submetidos a esvaziamento cervical
(linfadenectomia), 5 (85%) apresentaram comprometimento linfonodal enquanto
apenas um (15%) nao apresentou comprometimento linfonodal. Nos demais
pacientes (n=13), ndo houve indicacdo clinica para realizacdo de esvaziamento
cervical (Tabela 3).

Em relagdo a classificagdo TNM de tumores malignos da Unido
Internacional Contra o Cancer (UICC-2004)%, encontramos 31,6% (n=6) de tumores
T1, 31,6% (n=6) de tumores T2 e 36,8% (n=7) de tumores T3. Nos casos onde
foram realizados esvaziamento cervical (n=6), um caso foi NO e 5 casos Nla

(comprometimento de linfonodos do nivel VI — recorrencial unilateral).

Tabela 3 — Frequéncia absoluta e relativa de acordo com as caracteristicas

anatomopatoldgicas dos tumores avaliados. Campo Grande — 2010

. : Frequéncia Frequéncia
Variavel Categoria Absoluta Relativa
Encapsulado N_élo ¢ slEggi

Sim 12 63,2%
Cépsula N_Slo 10 52,6%
Sim 9 47,4%
Comprometida 3 15,8%
Margem Exigua 7 36,8%
Livre 9 47,4%
Extensao N.éo 14 73,7%
Sim 5 26,3%
Invasao N_'ao 13 68,4%
Sim 6 31,6%
Comprometidos 5 26,3%
Linfonodos N&o comprometidos 1 5,3%

Nao realizado 13 68,4%
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Ao realizarmos a classificacgdo TNM para carcinomas papiliferos de
tiredide, (classificacao que leva em consideracdo a idade — corte aos 45 anos — e as
caracteristicas tumorais®®), encontramos 47,4% (n=9) no estadio clinico I, 21,1%
(n=4) no estadio clinico Il e 31,6% (n=6) no estadio clinico Ill, conforme ilustrado na
Figura 4.

No presente estudo, encontramos 7 pacientes (36,8%) com idade abaixo

de 45 anos, e todos eram do estadiamento clinico |I.

Estadiamento Clinico-Patologico

10

47,4%

31,6%

21,1%

Figura 4- Grafico mostrando a distribuicdo dos casos conforme o estadiamento clinico-patolégico,
UICC- 62. edicao.

Quanto a expressdo do RON, foi evidenciada em 100% dos casos (n=19).
Destes, 68,4% (n=13) expressaram 0 RON fracamente (1+), e 31,6% (n=6)
apresentaram hiperexpressdo do RON (2+ e 3+). Conforme evidenciado nas
fotomicrografias das laminas- figura 5.
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Figura 5 - Fotomicrografias de laminas coradas por imunoistoquimica para RON em aumento de 400X
mostrado a expressdo do marcador. Nota-se o colorido castanho no citoplasma e nucléolos dos
tiredcitos malignos.
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Tabela 4 - Correlacdo da expressdo do marcador RON com achados

anatomopatoldgicos. Campo Grande — 2010

Intensidade (%) p-valor
., : )
Variavel Categoria 14 24/3+ Fisher X2 X
Yates
N&o 3(42,9) 4 (57,1)
Encapsulado . 10 (83.3) 2 (16.7) 0,128 0,067 0,187
) N&o 10 (100) 0 (0,0)
Céapsula o 3(33.3) 6 (66.7) 0,003 0,001 0,008
Comprometida 0 (0,0) 3 (100,0)
Margem Exigua 4 (57,1) 3(42,9) 0,001 0,003 -
Livre 9 (100,0) 0 (0,0)
~ N&o 12 (85,7) 2(14,3)
Extenséo cim 1(20.0) 4 (80.0) 0,017 0,006 0,031
~ N&o 8 (61,5) 5 (38,5)
Invasao cim 5 (83.3) 1(16.7) 0,604 0,342 0,675
: Comprometidos 3 (60,0) 2 (40,0)
Linfonodos . | comprometidos 1 (100,0) 0 (0,0) 000 0438 0,698

Dos canceres que nao apresentavam capsula tumoral 16,7% (n=2) foi
evidenciada a hiperexpressdo do RON, ndo houve relacdo estatistica com p=0,19
(teste exato de Fisher).

O comprometimento da capsula tireoidiana pelo tumor foi encontrado em
9 casos, sendo que 3 casos (33,3%) apresentaram expressao fraca de RON e 6
(66,7%) apresentaram hiperexpressdo. Dos 10 pacientes que ndo apresentavam
comprometimento capsular todos apresentaram uma expressdo fraca de RON.
Houve relacdo entre o comprometimento capsular e a hiperexpressdo de RON (teste
exato de Fisher, p=0,003). llustrado na tabela 4.

A presenca de extenséo extra tireoidiana pelo tumor foi evidenciada em 5
casos, onde 20% (n=1) o tumor apresentou expressdo fraca de RON e 80% (n=4)
apresentou hiperexpressdo. Dos casos que ndo apresentaram comprometimento
extra tireoidiano 85,7% (n=12) expressaram fracamente o RON. Este dado teve
correlacdo com a hiperexpressao de RON (teste exato de Fisher, p=0,017). Tais
resultados estdo ilustrados na tabela 4.

A presenca de invasdo vascular pelo tumor foi encontrada em 6 casos,
onde 83,3% (n=5) os tumores apresentavam expressao fraca de RON e 16,7% (n=1)
exibiu hiperexpressédo. Nao houve correlagao entre a invasao e a hiperexpressao de
RON (teste exato de Fisher, p=0,604).
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Dos 6 pacientes que foram submetidos a esvaziamento cervical
recorrencial, 5 apresentaram comprometimento metastatico e destes 60% (n=3)
apresentaram expresséao fraca de RON e 40% (n=2) apresentaram hiperexpressao.
N&o houve correlacdo entre o comprometimento de linfonodos e a hiperexpressao
de RON (teste exato de Fisher, p=1).

Em relacdo ao estadiamento clinico pelo TNM - UICC, remetendo ao T
(Tumor), houve correlacdo estatisticamente significante com a intensidade de
expressado (Teste exato de Fisher, p=0,0003 e validado pelo Chi quadrado,
p=0,0005). Conforme demonstrado na tabela 5.

Tabela 5 — Correlagdo da expressdo do marcador RON com o T (tumor). Campo
Grande — 2010

i Intensidade (%) p-valor
Tumor - T 1+ 2+/3+ Fisher X2
1 6 (31,57) 0 (0)
2 6 (31,57) 0 (0) 0,0003 0,0005
3 1 (5,26) 6 (31,57)

Ao agruparmos as caracteristicas tumorais (T), linfonodais (N) e
comprometimento metastatico a distancia (M) e classificarmos os casos em trés
grupos de estadiamento: I,Il e Ill e ao correlacionarmos esse estadiamento com a
expressdo de RON evidenciamos que houve relacdo com significancia estatistica.
(Teste Exato de Fisher, p=0,0067, validado pelo Chi quadrado, p=0,004).
Demonstrado na tabela 6.



52

Tabela 6 — Correlacdo da expressdo do marcador RON com estadiamento clinico.
Campo Grande — 2010

: Intensidade (%) p-valor
Estadio . /34 e o
! 8 (42,10) 1 (5,26)
I 0 (0,00) 4 (21,05) 0,006 0,004
I 1 (5,26) 5 (26,31)

Ao avaliarmos a porcentagem de células tumorais coradas observamos
que 68,4% (n=13) apresentaram um numero maior do que 50% de células coradas
expressando o marcador. llustrado na tabela 7. Ao correlacionarmos com a
intensidade da expressédo ndo houve significancia estatistica (teste exato de Fisher,
p=0,109). Tabela 8

Tabela 7 — Frequéncia absoluta e relativa da intensidade da expressao e
porcentagem de células coradas. Campo Grande — 2010

Variavel Categoria / Medidas Freq. (%) / Medidas
. 1+ 13 (68,4)
Intensidade 2+ | 3+ 6 (31,6)
1+ |2+ 6 (31,6)
% células coradas 3+ 13 (68,4)

Tabela 8 — Correlagcdo da intensidade da expressdo do marcador RON com

porcentagem de células coradas. Campo Grande — 2010

Intensidade
Variavel Categoria Freq (absoluta e relativa) p-valor
14 24| 3+ (Fisher)
1+ | 2+ 6 (100,0) 0 (0,0)
% células coradas 0,109

3+ 7 (53,8) 6 (46,2)
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Ao avaliarmos a correlacdo das células coradas com a idade dos
pacientes encontramos que 0s pacientes com tumores que apresentavam menos de
50% de células coradas possuiram uma mediana de 33 anos, enquanto que aqueles
gue apresentavam mais de 50% de células coradas a mediana foi de 56 anos, com p
= 0,0005 pelo Teste exato de Fisher. Mostrado na tabela 9.

Tabela 9 — Correlacao da porcentagem de células coradas com a idade, género e a
etnia. Campo Grande — 2010

% células coradas

Variavel Categoria/  Freq (absoluta e relativa) p-valor
Medidas 1+ | 2+ 3+ Fisher Mann-  Kruskal-
| Whitney ~ Wallis
N 6 13
Idade Min — Max 26 — 50 30 - 68
(anos) Média 36,2 53,6 ) Joltlo - 0
Desvio Padréo 9,8 10,6
Género Feminino 6 (35,3) 11 (64,7) 1 ) )
Masculino 0 (0,0) 2 (100,0)
. Branco 5 (33,3) 10 (66,7) i i
Etnia N0 branco 1 (50.0) 3 (75.0) 1

Os casos de tumores multifocais que apresentaram uma porcentagem de
células coradas menores do que 50% foram 11,1% (n= 1) e em 88,9% (n=8)
demonstraram mais de 50% de células coradas. Em relacdo aos tumores unifocais
ndo houve diferenca entre a porcentagem de células coradas. llustrado na tabela 10.

Em relagdo ao tamanho tumoral n&o houve correlagdo com a
porcentagem de células coradas, p= 0,14 pelo Teste de U de Mann Whitney.
Mostrado na tabela 10.

O comprometimento das margens cirdrgicas pelo tumor apresentou

significancia estatistica, sendo o Teste Exato de Fisher, p=0,01. Tabela 10.
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Tabela 10 — Distribuicdo da casuistica de acordo com a porcentagem de células

coradas. Campo Grande — 2010

% células coradas

L Categoria/  "'ed(absolutae p-valor
Variavel Medidas relativa)
Kruskal- Mann- . X2
1+ 2+ 3+ Wallis  Whitney Fisher X Yates

Min — Max 18 - 63 10-32

Peso Média 32,7 23,2 0,451 0,478
Desvio Padr&o 17,0 5,6
Multifocal 1111 8 (88,9

Tumor Unifocal 5 250’0; 5 Eso,og - - 0,141 0,068 0,184
Min — Méax 0,4-3,1 0,7-3,2

Tamanho Média 1,4 1,6 0,146 0,158
Desvio Padrao 1,3 0,9
Comprometida 0(0,0) 3(100,0)

Margens Exigua 0(0,00  7(100,0) - - 0,010 0,007
Livre 6(66,6)  3(333)

Tabela 11 - Correlacdo da porcentagem de células coradas com achados

anatomopatoldgicos. Campo Grande — 2010

% células coradas p-valor
., . 5
Variavel Categoria 14| 2+ 3+ Fisher X2 X
Yates
N&o 1(14,3) 6 (85,7)
Encapsulado Sim 5 (41.7) 7 (58.3) 0,333 0,215 0,467
) Nao 4 (40,0) 6 (60,0)
Capsula sim 2 (22.2) 7 (77.8) 0,628 0,405 0,735
Comprometida 0 (0,0) 3 (100,0)
Margem Exigua 0 (0,0) 7 (100,0) 0,010 0,007 -
Livre 6 (66,7) 3(33,3)
~ N&o 6 (42,9) 8 (57,1)
Extenséo Sim 0 (0.0) 5 (100.,0) 0,127 0,076 0,226
~ N&o 4 (30,8) 9 (69,2)
Invasao sim 2 (33.3) 4 (66.7) 1,000 0,911 0,675
, Comprometidos 1 (20,0) 4 (80,0)
Linfonodos Nio comprometidos 0 (0.0) 1(100.0) 1,000 0,624 0,327

Setenta e cinco por cento dos pacientes foram submetidos a iodoterapia
adjuvante e 25% (n= 05) ndo apresentavam indicacao de tal terapéutica. A captacao
da Pesquisa de Corpo Inteiro (PCI) variou de 0 a 5%, com média de 2,4%.

Demonstrados na tabela 12.
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Tabela 12 — Analise da Pesquisa de Corpo Inteiro e iodoterapia. Campo Grande —

2010
Variavel Categoria / Medidas Medidas / Freq. (%)
Min — Max 0-5
PCI Média 2,4
Desvio Padrao 1.4
lodoterapia Néo 5(25,0)
b Sim 15 (75,0)

O tempo de seguimento variou de 02 a 05 anos. Nenhum paciente

apresentou durante o seguimento recidiva local ou metastase a distancia. Todos os

pacientes continuam em seguimento oncolégico e vivos sem doenca.
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6 DISCUSSAO

A etiologia do céancer € multifatorial, com fatores genéticos,
comportamentais, ambientais e de estilo de vida interagindo para a promoc¢éo do
tumor**. Conhecimentos da genética do cancer vieram rapidamente melhorar nosso
entendimento sobre a biologia, os fatores de riscos individuais ou coletivos, o
comportamento tumoral e a habilidade de se desenvolverem novas armas
terapéuticas.

Neste estudo encontramos um predominio de mulheres (n=17). Embora a
propor¢cao chegue a 8:1, este dado esta de acordo com o encontrado na literatura,
onde a relacdo estimada entre mulheres e homens em algumas regiées chega a
6:1'*1>1% Alguns trabalhos associam a maior incidéncia do carcinoma papilifero de
tiredide em mulheres devido a acao proliferativa do estrogénio sobre as células da
glandula tire6ide*>.

O cancer de tiredide ocorre principalmente na faixa etaria dos 45 a 50
anos, neste estudo a média de idade foi de 48,10 anos. Encontramos 36,8% (n=7)
pacientes com idade inferior a 45 anos. Tais dados apresentam importancia uma vez
gue a incidéncia maior do cancer de tiredide ocorre na quarta e quinta década de
vida, sendo que, a idade é fator sabidamente de progndstico relevante no carcinoma

13-73-78

papilifero de tiredide , onde os pacientes com idade inferior a 45 anos,

independente de outros fatores apresentados sempre serdo classificados no

estadiamento clinico-patolégico | e 11,

apresentando dessa forma melhor
progndéstico do que os pacientes com idade superior a 45 anos.

O céancer de tiredide apresenta taxas de presenca de multifocalidade de
30 a 80%'%'%" neste estudo encontramos 52,6% dos casos de multifocalidade. A
presenca de foco de multifocalidade é determinante para realizacéo de iodoterapia™®
9 A classificacdo de Ohio, um dos sistemas de classificacdo de estadiamento
tumoral, utiliza a multifocalidade como variavel para o estadiamento.*3192°

Encontramos neste trabalho uma taxa de hiperexpressdo de RON de
31,6%, enquanto que os trabalhos de Wang e colaboradores evidenciaram 42% de
hiperexpressdo®. Atualmente diversos estudos tém sido realizados a fim de
determinar a expressdo de RON em amostras de diferentes tipos de canceres.

Nesses estudos, entretanto, diferentes anticorpos, métodos e critérios foram
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utilizados®*3%***_Um estudo utilizando western blotting mostrou uma hiperexpresao
de RON em 50% de amostras de cancer de mama, outro mostrou que RON estava
expresso, ndo hiperexpresso, em 32% dos canceres de mama’®’. Outro estudo
mais recente demonstrou que RON estava expresso em 100% dos casos de cancer
de mama”. As discrepancias desses resultados foram atribuidas aos anticorpos,
métodos e critérios utilizados na interpretacdo dos resultados nesses estudos. Além
disso, diferentes formas para descreverem a expressdo de RON também tém
causado muitas dificuldades. Em nosso estudo ao adotarmos um método

padronizado e semi-quantitativo, semelhante ao utilizado por Wang®"®

, podera
possibilitar a agregacao de resultados com outros trabalhos para futuras metas-
analises sobre RON e cancer de tiredide.

O padrdao de expressdo de RON no presente estudo foi interessante,
houve a expressdo em todas as amostras de canceres, variando apenas na
intensidade.

A hiperexpresséo apresentou correlacdo estatisticamente significante com
a invasdo capsular tireoidiana pelo tumor (p= 0,003). Sabemos que a capacidade
das células tumorais de invadir capsulas, estruturas vizinhas, atingirem vasos e
implantarem em parénquimas e se multiplicarem estd diretamente associado a
alteracdo de alguns genes. Essa caracteristica celular correlaciona-se com maior
agressividade tumoral. A alteracdo de RON, demonstrada em vérios trabalhos®*>>>°
atribui um papel importante a este receptor nesta funcéo da carcinogénese.

A extensao extra tireoidiana, evidenciada em 25% dos casos apresentou
correlacdo estatisticamente significante com a hiperexpressdo de RON, (p= 0,017).
No novo estadiamento clinico-patolégico TNM - UICC®®, a presenca de extensdo
extra tireoidiana minima (tumores de qualquer tamanho com extensdo minima para
musculatura pré-tireoidianos ou tecidos moles adjacentes — T3) foi acrescentada
como critério mudando assim o nivel de estadiamento. Os trabalhos da literatura
mostraram a significancia da alteracdo de RON envolvido ndo sé na tumorigénese,
mas também como mediador da capacidade de potencializar as células tumorais na
invasdo de estruturas adjacentes, com maior capacidade de invasao de estruturas e
metastatizacdo>%°".

Uns dos principios basicos da cirurgia oncolégica refere-se a obtencao de

margens cirdrgicas livres, ou seja, a obtencdo de uma ressec¢do tumoral completa
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sem evidéncias de restos tumorais no leito operatério macroscopica e
microscopicamente.

Ao nos referirmos a cirurgia de Oncologia de Cabeca e Pescoco, nem
sempre tal principio é factivel, visto que, as estruturas anatdbmicas ai localizadas
apresentam-se intimamente relacionadas e muito proximas. No cancer tireoidiano, o
comprometimento maior das margens (grosseiramente comprometidas - com
grandes extensdes extras tireoidianas, envolvimento de traquéia e fascia profundas.)
esta relacionado com uma alta taxa de recidiva local e a distancia'®’* As margens
exiguas (menores do que 0,5mm) e as com comprometimento menor (avaliaveis
apenas microscopicamente) demonstram uma caracteristicas mais agressiva do
tumor, no entanto os trabalhos relacionando este comportamento com os fatores
prognosticos sdo poucos na literatura e ndo evidenciam impacto no prognostico em
relacdo as recidivas*3*737¢

Neste estudo ao correlacionarmos as margens tumorais com a expressao
de RON, observamos que houve significancia estatistica pelo teste exato de Fisher,
p= 0,0015. Notamos que 0s pacientes que apresentavam margens comprometidas
(n=3) todos hiperexpressaram RON (3+). Em relacdo a extensdo do marcador
(porcentagem de células coradas) também observamos relevancia com p=0,01pelo
teste exato de Fisher, onde todos os pacientes com margens comprometidas
apresentavam mais de 50% das células tumorais coradas.

A presenca de linfonodos comprometidos, embora seja reflexo de uma
maior agressividade tumoral, pois estd intimamente relacionada a sua capacidade
de invasado vascular e atingindo os linfonodos ai se fixarem e se multiplicarem, no
cancer de tiredide ndo apresenta grande impacto no prognéstico desse pacientes™
17273 A indicacdo da realizacdo da linfadenectomia dependera da presenca de
metastases clinicamente detectaveis no pré-operatério, tamanho do tumor e
alteracdes macroscoépicas, como a invasao de estruturas adjacentes evidenciadas
no intra- operatério. Algumas escolas a indicam apenas quando ha o
comprometimento linfonodal clinicamente detectavel’*”®. Neste estudo, 13 pacientes
ndo foram submetidos a linfadenectomia. Os seis pacientes que sofreram a
linfadenectomia, cinco (85%) apresentaram comprometimento metastatico. Ao
correlacionarmos com a expressao do RON o0 caso sem comprometimento
metastéatico apresentou expressao fraca de RON. N&o houve significAncia estatistica
ao aplicarmos o teste exato de Fisher e Chi quadrado.
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Em relacdo ao estadiamento clinico tivemos 47,1% (n=9) dos pacientes
no estadio |, onde destes 88,9% (n=8) apresentaram expressao fraca de RON; nos
pacientes no estadio Ill, 83,3% (n=5) tiveram hiperexpressao. Houve correlacdo com
a expressao de RON, p=0,0067, pelo teste exato de Fisher, corroborando com os
dados da literatura®.

Nos ultimos anos, o conhecimento da carcinogénese tireoidiana foi
ampliado significantemente por estudos de biologia molecular, pela utilizacdo da
tireotrofina (TSH) recombinante no tratamento e seguimento pdés-cirlrgico e pela

13-74-18 - Esses estudos

identificacdo de formas familiares por estudos genéticos
genéticos contribuiram ndo s6 para o entendimento da patogénese tumoral, mas
também, para a predicdo do comportamento do tumor, auxiliando a escolha da
conduta para o tratamento da doenca. Ainda assim o conhecimento de eventos
associados a progressdao do tumor da tiredide é bastante limitado, haja vista, as
evidéncias da evolucdo de adenoma para carcinoma. Desse modo, ha uma grande
expectativa de que a biologia molecular possa contribuir ndo sé para o
conhecimento dos eventos envolvidos na progressao desses tumores, mas também,
para identificacdo pré-cirdrgica precisa dos nédulos malignos® "+,

A descoberta dos marcadores biolégicos, com especial atencdo aos
receptores da tirosina quinases, onde ja esta estabelecido o papel importante destes
receptores na carcinogénese e a constante utilizacdo de droga alvos destes
receptores em oncologia de mama, gastrointestinal®®, bem como a realizacdo de
protocolos experimentais para o carcinoma espinocelular recidivado e irressecavel
da regido de cabeca e pescoco tem proporcionado experiéncia clinica e estimulado
novos estudos com esses receptores a fim de se identificar novas terapéuticas

Ao nos referirmos ao cancer tireoidiano ha pelo menos trés quinases —
RET, BRAF e PI (3) que podem ser consideradas como alvo apropriado para serem

inibidas por “terapias alvos™?

. O RON, também um receptor da tirosina quinase, e ao
apresentar papel importante na carcinogénese tireoidiana também podera ser objeto

de pesquisa para eventual droga terapéutica na reversdo da tumorigénese.
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7 CONCLUSOES

a.

A frequéncia da expressdo de RON foi 100% (n=19). Treze casos
(68,4%) apresentaram expressao fraca (1 +) e 6 casos (31,6%)

apresentaram hiperexpressao ( 2+ / 3+).

Houve correlacdo da hiperexpressdo do RON com os seguintes dados
anatomopatologicos:  Extensdo  extra  tireoidiana  (p=0,017),
comprometimento da capsula tireoidiana (p= 0,003) e margens

cirdrgicas tumoral (p=0,001).

Houve correlacdo da extensdo do RON (porcentagem de células

coradas) com as margens cirurgicas tumoral (p=0,007).

Houve correlacdo da hiperexpressdo do RON com estadiamento
clinico (p= 0,006) e com as caracteristicas tumorais (T) (p=0,0003).

Houve correlacdo da extensdo do RON com o estadiamento clinico
(p=0,047).

N&o houve correlacdo entre a hiperexpresséo do RON e o

comprometimento linfonodal ( p=1).

N&o houve correlagéo entre a extensdo do RON e o comprometimento

linfonodal ( p=1).
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GLOSSARIO

Proto-oncogene Serina-treonina-proteina quinase B-Raf (do inglés
Serine / threonine-protein kinase B-Raf). Ele tem um papel importante na
regulacdo da MAP-cinase/ERKSs, as quais afetam diretamente a divisao
celular, diferenciagéo e receptagéo.

Proto-oncogene que codifica a proteina receptor do fator de crescimento
de hepatécito ( HGFR- do inglés: Hepatocyte Growyh Factor Receptor).
MET é um receptor da tirosina cinase. Este proto oncogene esta
envolvido na transformacdo tumoral, na angiogénese e na
metastatizacao tumoral.

Proteina presente em galinhas. Responsavel pela codificacdo do
receptor da tirosina cinase — c-SEA, expresso na superficie celular.
Proto-oncogene da familia das tirosina quinases envolvida na
fosforilacdo da Tyr-504. Possui fungdes na embriogénese e no
crescimento celular.

Proteina da superfamilia de ligantes do fator de necrose tumoral. Liga-se
ao receptor Fas e desencadeia a apoptose.

E a proteina Quinase de Adesdo Focal, envolvida nos processos de
adesdo celular e metastatizacdo tumoral (do inglés: Focal Adhesion
Kinase).

Fator de crescimento de Hepatocito (do inglés: Hepatocyte Growth
Factor Receptor). Relacionado com o crescimento celular, morfogénese
e motilidade celular. Ativado pela cascata da tirosina cinase.

Proteinas quinase ativadas por mitbgenos responsaveis pela regulacéo
da expressao génica, mitoses, diferenciacéo celular (do inglés: Activated
Protein Kinases)

Pertencente a familia das proteinas quinase responsaveis pela
regulacdo de varias atividades, tais como a regulacdo da expressao
génica, mitoses entre outras. Importante na carcinogénese tireoidiana.

(do inglés: Mitogen Protein Kinases)
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Proteina Estimuladora de Macréfago (do inglés: Macrophage-Stimulating
Protein )

Pesquisa de Corpo Inteiro. Método da medicina nuclear que utiliza iodo
radioativo em baixas doses para realizagcéo de pesquisa- evidéncia de
metastases em pacientes submetidos a tireoidectomia total.

E uma proteina envolvida na funcéo celular de crescimento celular.
Quinase fosfotidol-inositol-3 (do inglés: Phosphatidylinositol 3-kinases)
Proto-oncogene da super familia RAS, a qual corresponde a uma série
de enzimas que hidrolisam os aminoacidos guanina e triptofano-
GTPases. Sao importantes a proliferacao celular, fenétipo celular e uma
série de eventos envolvidos na transcri¢cao celular

Proto-oncogene codificador de um receptor da tirosina quinase

Receptor da tirosina quinase envolvido no fendtipo celular humano.
Pertencente a familia MET

Receptores da tirosina quinases. Existem aproximadamente 20 classes
diferentes de recptores da tirosina quinases identificados

E uma variante da reacdo em cadeia da polimerase reversa, Gtil nas
amplificagdes de DNA. (do inglés: Reverse Transcription Polimerase

Chain Reaction)
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APENDICE A — TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Titulo da Pesquisa: Avaliacdo da expressdo do receptor de tirosina
guinase- RON em cancer de tiredide

Nome do (a) Pesquisador(a): Rosana Leite de Melo

Nome do (a) Orientador (a): Ricardo Dutra Aydos

Natureza da pesquisa: Vocé estd sendo convidado a participar deste
estudo que tem como finalidade avaliar a expressdo de um receptor, substancia
presente nos seres humanos, no material (peca cirurgica) que fora retirado durante a
sua cirurgia (Tireoidectomia).

Envolvimento na pesquisa: Sera garantido esclarecimentos antes e
durante o curso da pesquisa, a respeito da metodologia (desenvolvimento da
pesquisa), assim como podera consultar o pesquisador responsavel acima
identificado, sempre que julgar necessério obter informagdes ou esclarecimentos em
relacédo ao projeto de pesquisa e participagdo no mesmo.

Riscos e desconforto: a participagdo nesta pesquisa nao traz riscos nem
desconfortos, sera apenas avaliado a presenca ou auséncia daquela substancia
(rececptor). Os procedimentos adotados nesta pesquisa obedecem aos Critérios da
Etica em Pesquisa com Seres Humanos. Nenhum dos procedimentos usados
oferece riscos a dignidade do paciente.

Confidencialidade: Todas as informacfes coletadas neste estudo sao
estritamente confidenciais. Somente a pesquisadora e o0 orientador teréo
conhecimento dos dados. O nome néo serd relatado. Os resultados obtidos durante
da coleta dos dados serdao mantidos em sigilo, mas fica liberada a divulgagdo em
publicacbes cientificas, uma vez que os dados pessoais ndo serdao mencionados
tendo como garantia o sigilo quanto aos dados confidenciais envolvidos na pesquisa,
assegurando-lhe absoluta privacidade, preservando o anonimato. Sendo a imagem
parte necessaria do estudo, fica liberada consentida a divulgacdo dessas em
publicacdes cientificas desde que seja preservada a identificacdo do sujeito.

Beneficios: ao participar desta pesquisa a familia e responsavel nao
terdo nenhum beneficio direto, entretanto, esperamos que este estudo evidencie
informacOes importantes sobre a presenca da hiper expressdo do receptor
comparando-o com o estadio clinico o que podera contribuir com outras pesquisas

no desenvolvimento de terapias alvo em oncologia.
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Pagamento: N&o tera nenhum tipo de despesa para participar desta
pesquisa. Nao gerara onus adicional ao SUS, apenas sera feito uma coleta dos
dados do prontuario do paciente. Tem garantido o direito de tomar conhecimento,
pessoalmente, do(s) resultado(s) parcial (is) e final (is) deste estudo.

Fica garantido o direito de renlncia, sem qualquer prejuizo a imagem do
paciente a qualquer momento. Em caso de duvidas quanto a sua participacdo, entre
em contato com a pesquisadora Rosana Leite de Melo ( 8407-2638) e/ou Comité de
Etica em Pesquisa /CEP/UFMS (3345-7187).

ApoOs estes esclarecimentos, solicitamos o seu consentimento de forma

livre para participar deste estudo preenchendo os itens que se seguem:

DECLARACAO

Eu,

portador(a) do RG N° , DECLARO para fins de participacéo

na pesquisa, na condicdo de sujeito objeto da pesquisa ou representante legal do

sujeito objeto da pesquisa,

gue fui devidamente esclarecido do Projeto de Pesquisa intitulado Avaliacdo da
expressdo do receptor de tirosina quinase — RON em cancer de tiredide,
desenvolvido por Rosana Leite de Melo, médica oncologista do Nucleo do Hospital
Universitario “Maria Aparecida Pedrossian” da UFMS e Dr Ricardo Dutra Aydos —
Orientador da pesquisa do Nuacleo do Hospital Universitario “Maria Aparecida
Pedrossian” da UFMS.

Campo Grande, de de 200__ .

Participante da pesquisa e/ou responsavel

Rosana Leite de Melo — Pesquisadora responsavel
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APENDICE B — FORMULARIO DE COLETA DE DADOS

NUMEI0 NO ESTUAO ...eeieiieeeeee et e e e e e e e e e e e e e e e e s s s eeseeeeees ( )
] o PR ( )
o F= To [T €= 10T 1= SRS PPUUOURT ( )
Cor: (a) branca (b) nAo branca..........ccc.oevvviiiiiiiii e, ( )
Sex0: (8) FEM (D) MASC . ... ( )
[N F= L0 1= 1o F= To [
[ o ToT=To [T o [ox = LTS PPPPPPPP

Cirurgia: (1)Tireoidectomia parcial direita (2)Tireoidectomia parcial esquerda
(3)Istmectomia (4)Tireoidectomia Total (5)Tireoidectomia Total + Esvaziamento
Recorrencial Unilateral (6)Tireoidectomia Total + Esvaziamento Recorrencial
Bilateral (7)Tireoidectomia Total + Esvaziamento Cervical Funcional Unilateral

(8)Tireoidectomia Total + Esvaziamento Cervical Funcional Bilateral............... ( )

Numero da biopsia.................

Diagnéstico  (a) Bécio Coléide  (c) Carcinoma papilifero  (d) Carcinoma folicular

(e) Carcinoma Medular (f) Adenoma folicular..............ccceeeeiiiiiiiiiieiiiiees ( )
Tamanho da PECA (CIM) ....ccoiiiiiieeeeeee et e e e e e e e e e e e e e e e eeeeeeanaae ( )
[0 I o b= W o L= oF= W (o ) PP ( )
Tumor (@) unifocal (b) Multifocal (c) MulticEntriCo.............oooeviiiiiiiiiinnnee. ( )
Tamanho do tUMOF (CM) ....coiiieeeeeee e e e e e e e e e e e e e eeeeaeeeannnes ( )
Coprometimento capsular (a) sSim (b)) NAO0 ..........ooovviiiiiiiiii i, ( )
Margens: (a) livres (b) exiguas (c) comprometidas ..........ccccceeeeeeeeeeeeeeeenennennee, ( )
Linfonodos: (2)Nao realizou esvaziamento (b)comprometidos
(C)NAO0 COMPIOMELIAOS .. .uvuiiiiiii e e e e e e e e e e e e e e e eeeees ( )
Estadiamento patologico pT........ N....... M........ PCI (%) .....( )
Metéstases a distancia (a) ndo (b) pulméo (c) osso (d) cérebro .................... ( )
lodoterapia (a) SIM (D) NAO ... ( )
Seguimento (a) sim (b) perda de SeguUIMEeNtO ..............vvvvviiiiiieieeeeeeeeeeeeeeeiiianns ( )
Recidiva (a) ndo (b)local (c) loco-regional (d) distancia............cc.cc..o...... ( )
Ultima consulta: / /

Situacédo atual: (a) Perda de seguimento (b) vivo sem doenca (c) vivo com doenca

(d)bbito por neoplasia (€) Obito por OUtras CaUSAS ........uvveeeeeeeeeeeeeieeeeeeiiiiinnens ( )



ANEXO A — ESTADIAMENTO CLINICO

Definitions of TNM

The American Joint Committee on Cancer (AJCC) has designated staging by TNM
classification to define thyroid cancer.

Table 1. Primary Tumor (T)

X
TO
T1
Tla
T1lb
T2
T3

T4a

T4b

T4a
T4b

Primary tumor cannot be assessed.

No evidence of primary tumor.

Tumor <2 cm in greatest dimension limited to the thyroid.

Tumor <1 cm, limited to the thyroid.

Tumor >1 cm but <2 cm in greatest dimension, limited to the thyroid.
Tumor >2 cm but <4 cm in greatest dimension, limited to the thyroid.

Tumor >4 cm in greatest dimension limited to the thyroid or any tumor with
minimal extrathyroid extension (e.g., extension to sternothyroid muscle or
perithyroid soft tissues).

Moderately advanced disease.

Tumor of any size extending beyond the thyroid capsule to invade
subcutaneous soft tissues, larynx, trachea, esophagus, or recurrent laryngeal
nerve.

Very advanced disease.

Tumor invades prevertebral fascia or encases carotid artery or mediastinal
vessels.

Intrathyroidal anaplastic carcinoma.

Anaplastic carcinoma with gross extrathyroid extension.
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Table 2. Regional Lymph Nodes (N)

NX | Regional lymph nodes cannot be assessed.
NO | No regional lymph node metastasis.
N1 | Regional lymph node metastasis.

Nla | Metastases to Level VI (pretracheal, paratracheal, and prelaryngeal/Delphian
lymph nodes).

N1lb | Metastases to unilateral, bilateral, or contralateral cervical (Levels I, II, I, 1V, or
V) or retropharyngeal or superior mediastinal lymph nodes (Level VII).

Table 3. Distant Metastasis (M)

MO No distant metastasis.

M1 Distant metastasis.

Table 4. Anatomic Stage/Prognostic Groups

Stage T N M
Papillary or follicular (differentiated)
YOUNGER THAN 45 YEARS
| Any T Any N MO
[ Any T Any N M1
45 YEARS AND OLDER

I T1 NO MO
[l T2 NO MO
1 T3 NO MO
T1 Nla MO
T2 Nla MO
T3 Nla MO
IVA T4a NO MO
T4a Nla MO

T1 N1b MO
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Stage T
T2 N1b MO
T3 Nla MO
T4a N1b MO
VB T4b Any N MO
Stage IVC Any T Any N M1
Medullary carcinoma (all age groups)
I T1 NO MO
I T2 NO MO
T3 NO MO
1 T1 Nla MO
T1 Nla MO
T2 Nla MO
T3 Nla MO
IVA T4a NO MO
T4a Nla MO
T1 N1b MO
T2 N1b MO
T3 N1b MO
T4a N1b MO
Stage IVB T4b Any N
VB T4b Any N MO
IvC Any T Any N M1
Anaplastic carcinoma
IVA T4a Any N MO
VB T4b Any N MO
IvC Any T Any N M1




ANEXO B—- GRUPOS DE RISCOS CONFORME SHAHA, 1998.

Table 14-6. RISK GROUPS IN THYROID CANCER

Low Risk Lo risk patients/low risk tumors
- Lo risk patienthigh risk tumor

Intermediate Risk
" High risk patient/low risk tumer

High Risk High rigk patient’high risk tumor

Patient Factors Ane, Gender

Tumor Factors Grade, Size, Extrathyroidal extension,
Distant metastasis

Table 14—7. RISK-GROUP DEFINITIONS IN
DIFFERENTIATED CARCINOMA OF THE THYROID

Low Risk Intermediate Risk High Risk

Age (years) <45 wd 5 >45 >4 5
Distant metastasis MO hl+ MO ful+
Tumor Size T1, T2 T3, T4 T1, T2 T3, T4
(=4 cm) (=4cm)  (=dcm) (=4 cm)
Histology and Papillary  Follicular  Papillary  Follicular
gracde andfor and/or
high-grade high-gradea
5-Year survival 100 % 06 [ T2%

20-vear survival Q0% 25% 5% AT%
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