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Introdução ­ 1

1. INTRODUÇÃO

1.1. Anatomia e fisiologia da glândula tiróide

A glândula tiróide está localizada imediatamente abaixo da laringe e seu

desenvolvimento ocorre a partir do crescimento do duto tireoglosso e de parte do

último arco branquial (Williams, 1995). Torna­se funcional por volta da 10a.

semana de vida fetal e atinge seu tamanho normal aproximadamente aos 15 anos

de idade, quando então é formada por dois lobos que lhe confere um aspecto de

borboleta. Cada lobo é constituído por estruturas esféricas denominadas folículos

ou ácinos, cujas paredes são revestidas por epitélio cubóide. O lúmen dos

folículos é preenchido por uma substância, o colóide, que contém a proteína típica

da glândula, ou seja, a tireoglobulina. Além dos folículos, a glândula possui uma

pequena população de células conhecidas como células C, que secretam a

calcitonina, um hormônio envolvido no metabolismo do cálcio (Wartofsky & Ingbar,

1991; Larsen, 1993; Guyton & All, 1997).

As substâncias produzidas pela tiróide desencadeiam a transcrição de um

grande número de genes, o que leva à síntese de diferentes enzimas, proteínas

estruturais e transportadoras e, consequentemente, à elevação do metabolismo

basal e do gasto energético. Sua secreção é controlada pelo hormônio estimulante

da tiróide ou tireotrófico (TSH), que é produzido pelo lobo anterior da hipófise

(Cotran et a/., 1994). Tal controle é iniciado com a ligação do TSH a receptores

específicos na membrana da célula, o que ativa a ciclase do adenilato

aumentando a formação de monofosfato de adenosina cíclico (AMPc). O AMPc,
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Introdução ­ 2

por sua vez, estimula quinases citoplasmáticas e desencadeia múltiplas

fosforilações, cujo resultado final é a produção de hormônios tiroideanos (Guyton

& All, 1997).

A síntese desses hormônios depende da presença de iodo, que é

bombeado ativamente do plasma para o interior da célula. No retículo

endoplasmático é sintetizada a tireoglobulina, que contém 70 aminoácidos tirosina,

posteriormente iodados pela forma oxidada do iodo para formação de dois

importantes hormônios, a tiroxina (T4) e a trilodotironina (T3), a partir de seus

precursores, a monoiodotirosina (MIT) e a diiodotirosina (DIT). Essas moléculas

permanecem como parte da molécula de tireoglobulina durante sua síntese e,

mesmo depois, como hormônios armazenados no colóide folicular (Larsen, 1993;

Guyton & All, 1997).

1.2. Doenças tiroideanas

A tiróide é sede de diferentes doenças benignas e malignas consequentes

da ação de agentes etiológicos ambientais ou endógenos. Tais doenças

apresentam­se principalmente sob a forma de hipertiroidismo, hipotiroidismo e de

um aumento da glândula conhecido como bócio. De acordo com Cotran et al.

(1994), o hipertiroidismo é resultante da produção elevada de T3 e T4, sendo

comumente causado por hiperplasia difusa da glândula (doença de Graves).

Menos frequentemente, pode ser consequência de um foco hiperfuncionante

dentro de um bócio colóide, de um tumor benigno ou maligno com capacidade de

elaborar hormônio tiroideano e, raramente, da doença autoimune tiroidite de
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Introdução ­ 3

Hashimoto. Intolerância ao calor, aumento da sudorese, perda de peso e

nervosismo, entre outros sintomas, são as principais manifestações clínicas do

hipertiroidismo. O hipotiroidismo, por outro lado, é causado pela deficiência de T3

e T4 e, em geral, os efeitos são opostos aos do hipertiroidismo, sendo

caracterizados por sonolência extrema, atividade muscular lenta, frequência

cardíaca baixa e aumento de peso. De qualquer modo, a gravidade do quadro

clínico depende da concentração de hormônio presente e da idade na qual a

deficiência apareceu pela primeira vez. Quando a falta do hormônio é congênita

ou presente no período neonatal o quadro clínico é severo resultando em

cretinismo. Por outro lado, quando ocorre na infância ou na vida adulta ele é

menos severo, podendo causar pouca ou nenhuma manifestação clínica ou ainda,

nos casos mais graves, levar ao desenvolvimento de um aspecto edematoso em

todo corpo conhecido como mixedema (Cotran e/ a/., 1994; Guyton & All, 1997).

A tiróide pode sofrer processos inflamatórios conhecidos como tiroidites

que, embora tendo a inflamação como componente comum, revelam diferenças

acentuadas nas suas apresentações clínicas e etiológicas. Existem três tipos de

tiroidites, as agudas, as subagudas e as crônicas. As agudas são consequentes

de infecção bacteriana, as subagudas decorrem de infecção viral e têm

manifestações de hipertiroidismo e as formas crônicas compreendem a tiroidite de

Riedel e de Hashimoto. A tiroidite de Riedel, de incidência rara e causa

desconhecida, manifesta hipotiroidismo por infiltração fibrosa esclerosante. A de

Hashimoto trata­se de doença aparentemente auto­imune, estreitamente

relacionada à doença de Graves, cujo sintoma mais importante costuma ser o

hipertiroidismo (Larsen, 1993).
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Introdução ­ 4

Um outro tipo de hipotiroidismo ocorre frequentemente associado com

hiperplasia da glândula e é conhecido como bócio. Compreende lesões benignas

cuja etiologia está ligada a diversos fatores, destacados por Woeber (1991),

Larsen (1993) e Guyton & All (1997) como alterações no suprimento dietético de

iodo, no nível das demandas metabólicas dos tecidos periféricos ou nos níveis de

TSH e de globulina de conjugação da tiróide (TBG), além de alterações nas

enzimas ou receptores teciduais relacionados com os hormônios da tiróide.

Nessas condições, as concentrações de tiroxina e de trilodotironina, inferiores

àquelas exigidas, resultam na secreção de quantidades excessivas da

tireoglobulina nos folículos e no consequente aumento de tamanho da glândula.

Três tipos principais de bócios podem ser descritos, o colóide multinodular,

o familial e o iatrogênico. Todos constituem lesões proliferativas múltiplas ou

isoladas caracterizadas por hiperplasia circunscrita de folículos. Embora tenham

caráter benigno, alguns experimentos realizados em rato, referidos por Roque et

al. (1998), demonstraram que uma terapia indutora de bócio pode levar ao

desenvolvimento de nódulos e adenomas e, posteriormente, de carcinomas. Os

estudos desenvolvidos por Galanti et a/. (1995) também indicaram que o risco de

câncer de tireóide no homem aumenta após a exposição a ambientes com

deficiência moderada a severa de iodo e sugerem dois padrões diferentes dessa

associação, dependendo do carcinoma. No tipo folicular, a duração da carência é

provavelmente o determinante mais importante enquanto, no tipo papilar, parece

haver relação do aumento do risco quando o período de deficiência ocorre por

ocasião da adolescência, ou seja, no início da atividade endógena dos hormônios

sexuais.
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Introdução ­ 5

Em relação aos processos neoplásicos, os tumores tiroideanos podem ser

benignos ou malignos, sendo esses últimos de especial importância por serem

causa de morbidade e mortalidade na população geral. Os benignos ou adenomas

são classificados em três tipos principais, o folicular, o papilar e o atípico, e

apresentam um potencial cancerígeno muito pequeno (Wartofsky & Ingbar, 1991).

No grupo folicular, são colocados todos os adenomas que produzem padrões

glandulares simples ou acinares, sendo divididos em duas categorias, aqueles que

produzem quantidades significativas de hormônios e os não funcionais, que são

mais comuns. Esses tumores podem ocorrer em qualquer porção da tiróide e em

qualquer grupo etário, sendo mais comumente detectados em adultos. As formas

papilares são bastante variáveis e incluem lesões bem diferenciadas e ordenadas.

Apesar da aparência benigna, alguns podem apresentar recidiva após tratamento

ou disseminar­se aos glânglios regionais. No grupo dos atípicos são incluídos

todos os adenomas que não se encaixam em qualquer dos dois padrões acima

mencionados (Larsen, 1993; Cotran e/ a/., 1994).

Virtualmente, todos os tumores malignos da tiróide são de origem epitelial

e, portanto, carcinomas. Segundo Wartofsky & Ingbar (1991) são classificados

conforme apectos histopatológicos e comportamento clínico em dois grupos,

aqueles que surgem das células C ou medulares e aqueles originados do epitélio

folicular da tiróide. Esses últimos são subdividos em papilar, folicular e anaplásico

ou indiferenciado. Os papilares constituem a categoria mais benigna e comum,

sendo as mulheres mais frequentemente afetadas. Variam grandemente em

tamanho, podendo apresentar­se sob a forma de focos microscópicos,

encontrados na glândula ou em linfonodos cervicais, ou de nódulos com cerca de
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Introdução ­ 6

10 centímetros de diâmetro. Em nível microscópico, exibem epitélio bem

diferenciado cobrindo projeções papilares e, em alguns casos, mostram elementos

foliculares. De modo geral, o carcinoma papilar é facilmente curável por excisão

do lobo tiroideano comprometido e dos linfonodos aumentados (Larsen, 1993).

O segundo padrão de carcinoma tiroideano, o folicular, é também mais

frequente em mulheres e sua incidência tende a aumentar com a idade. Apresenta

desde formas bem diferenciadas, com tecido tiroideano de aspecto praticamente

normal, até camadas quase sólidas de epitélio folicular com pouca evidência de

formação de folículos (Larsen, 1993). Como salientado por Cotran et al. (1994),

assemelha­se aos papilares pelo fato de exibir crescimento lento e ser

frequentemente curável, mas difere pela ausência de estruturas papilares e

tendência de disseminar­se pela corrente sanguínea para locais mais distantes

que os glânglios regionais. O prognóstico e a sobrevivência dos pacientes com

esses neoplasmas dependem grandemente da extensão da invasão dentro e fora

da lesão primária.

O carcinoma anaplásico ou indiferenciado constitui uma forma altamente

maligna de câncer de tiróide que cresce com padrão histológico totalmente

indiferenciado, com células gigantes ou fusiformes. Usualmente, esses tumores

ocorrem na sétima e oitava décadas da vida e estão entre os neoplasmas mais

agressivos do homem (Wartofsky & Ingbar, 1991).

Um outro tipo de carcinoma às vezes descrito é o insular, que constitui uma

forma intermediária entre aqueles bem diferenciados e os indiferenciados ou

anaplásicos (Hassoun et al., 1997).
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Introdução ­ 7

Os carcinomas das células C são denominados medulares e representam

uma forma rara de câncer tiroideano, podendo ocorrer sob a forma esporádica ou

familial (Bergholm et al/., 1997). Caracterizam­se por camadas de células tumorais

separadas por estroma hialino contendo amilóide. Também podem produzir

prostaglandinas e antígeno carcinoembrionário (Larsen, 1993). Entre as formas

familialis, alguns constitlem manifestação de síndromes geneticamente

determinadas como, por exemplo, a Síndrome de Sipple ou neoplasia endócrina

múltipla (MEN), também referida como MEN 2A e 2B para indicar a ausência ou a

presença de neuromata de mucosa, respectivamente. Essa síndrome apresenta

padrão de herança autossômico dominante com penetrância completa e o gene

encontra­se mapeado no braço longo do cromossomo 10.

l. 3. Alterações cariotípicas das lesões tireoideanas

As análises citogenéticas clássicas de hiperplasias e neoplasias tiroideanas

benignas têm frequentemente revelado constituição diplóide (Bartnizke et al,

1989; Olah et a/., 1990). No entanto, alguns trabalhos referem diferentes tipos de

aberrações cromossômicas estruturais nesse grupo envolvendo, com certa

frequência, as bandas 2p12; 2912­13; 3p24­25; 5913­15; 7p21­22 e

principalmente a banda 19913; (Bartnizke et a/., 1989; Bondenson et al., 1989;

Teyssier et a/., 1990; Dal Cin et al., 1992; Sozzi et al., 1992; Antonini et a/., 1993;

Roque et a/., 1993a; Belge et a/., 1994, 95, 98b). Entre as numéricas, são citados

muitos casos de trissomia 7 e 12 e alguns de trissomia ou monossomia 22, de

hiperdiploidia e de perda de um cromossomo sexual (Teyssier et al., 1990; Gama
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Introdução ­ 8

et al., 1991; Antonini et a/., 1993; Roque et a/., 1993b; Criado et a/., 1995; Belge et

al., 1994; 98a). Segundo Roque et a/. (1993a), os achados cariotípicos sugerem a

existência de três subgrupos citogeneticamente distintos, o primeiro deles

caracterizado por cariótipo normal, o segundo por cariótipo hiperdiplóide com

números cromossômicos modais variando de 50 a 70, e o terceiro subgrupo

formado por adenomas com cariótipo pseudodiplóide ou próximo ao diplóide.

É importante observar que, embora diferentes histopatologicamente, tanto

as hiperplasias como os adenomas apresentam, frequentemente, trissomia 7

como única alteração ou em combinação com ganhos de outros cromossomos

(Teyssier et al, 1990; Gama et al, 1991; Belge et al, 1998a) e rearranjos

estruturais do cromossomo 19 (Dal Cin et a/.,, 1992; Belge et a/., 1998b, entre

outros), o que sugere uma relação biológica caracterizada pelo desenvolvimento

contínuo de bócios para adenomas.

Em relação aos carcinomas de tiróide, vários autores têm observado

alterações estruturais distintas entre as formas diferenciadas. Nos papilares, as

regiões mais frequentemente observadas envolvem as bandas 2p22­23, 7934­36

e 10921 e, nos foliculares, as regiões 7p15, 11913 e 14p11 (Antonini et a/., 1989;

Jenkins et al., 1990; Teyssier et al., 1990; Hermann et al., 1991; Antonini et

al. 1992; Pierotti et al., 1992; Sozzi et al., 1994; Lehmann et a/., 1997; Roque ef

al.;1998). As análises moleculares também mostram rearranjos em diferentes

regiões como, por exemplo, perda de heterozigosidade em 49, 5p, 7p, 109 e 11p

nos carcinomas papilares e em 3p, 3q, 10p, 11p, 13q e 22q nos foliculares (Tung

et al., 1997; Zhang et a/., 1998).
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Introdução ­ 9

A maior frequência de rearranjos do braço longo do cromossomo 10 sugere

que tal região deve conter genes relacionados com a tumorigênese das

neoplasias tiroideanas. Realmente, já foi demonstrado que as quebras em

10911.2 são responsáveis pelo truncamento do protoncogene RET e que, em

alguns casos, o seu domínio da quinase da tirosina é justaposto à região 5' de um

outro gene, o H4, em 10921, próximo ao loco MEN 2, como será descrito mais

adiante (Pierotti et al., 1992).

Outras alterações, como as trissomias 7 e 12 e as monossomias 18 e 20,

também foram descritas (Hermann et a/., 1991;92; Roque et a/., 1998) e, de modo

geral, sugerem que tanto a perda de genes supressores de tumor quanto a

ativação de oncogenes podem representar eventos importantes no

desenvolvimento ou progressão do câncer tiroideano (Roque et a/., 1993c).

1.4. Alterações moleculares das lesões de tiróide

Na tiróide, a célula folicular, que produz hormônio e concentra iodo,

constitui o principal alvo durante o processo de tumorigênese. Sua transformação,

que envolve estágios múltiplos e bem caracterizados morfologicamente, é

consequência de dois mecanismos básicos: o estímulo não genotóxico para a

proliferação e o acúmulo de mutações em genes relacionados com o controle do

crescimento (Williams, 1995). O primeiro deles efetua­se geralmente via hormônio

tireotrófico da hipófise e, em função da elevação da taxa de divisão celular,

aumenta a probabilidade de ocorrência de mutações genéticas. O segundo é

decorrente da sensibilidade da glândula a fatores genotóxicos ambientais, tais
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Introdução ­ 10

como a radiação, especialmente após dano vascular (Mizuno et al, 1997;

Nikiforov et al., 1997; Nagataki et al/., 1998).

O estímulo para crescimento, atuando isoladamente, leva ao

desenvolvimento apenas de tumores benignos. Sua combinação com eventos

mutagênicos, entretanto, em especial em oncogenes e genes supressores

específicos, pode resultar na aquisição de fenótipos malignos que incluem

proliferação excessiva, comportamento invasivo e metástase. A identificação dos

genes alterados, da natureza das mutações e de seus efeitos sobre a estrutura e

função da célula pode levar a um modelo de carcinogênese na tiróide semelhante

àquele desenvolvido por Cho & Vogelstein (1992) para a sequência adenoma­
carcinoma colorretal.

A tiróide oferece uma oportunidade única para desenvolvimento de um

modelo desse tipo. Apresenta um grande número de lesões, seu epitélio é

homogêneo na organização, no comportamento e na diferenciação e oferece rotas

alternativas de progressão neoplásica que levam a patologias clinicamente

distintas: o carcinoma papilar, o folicular e o medular (Wynford­Thomas, 1993;

Pierotti et al/., 1996).

A proliferação das células foliculares da tiróide é regulada, primariamente,

por sinais externos estimuladores, como o TSH, o IGF1 (insulin­like growth factor

1) e outros fatores de crescimento e por sinais inibidores, como o TGFB

(transforming growth fator P). Além disso, a presença ou ausência de substâncias

que, secundariamente, interferem com a síntese ou com o metabolismo do

hormônio tiroideano, como o iodo, podem também estar envolvidas. A mensagem
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Introdução ­ 11

iniciada por esses sinais converge para um mecanismo central regulador do ciclo

celular, do qual participam muitos componentes responsáveis pela passagem das

células de um estágio a outro do ciclo, como as ciclinas e as quinases

dependentes de ciclinas (cdks), a proteina pRB, os inibidores de complexos

cdks/ciclinas, as proteínas relacionadas com a manutenção da integridade do

genoma e muitos fatores de transcrição (Wynford­Thomas, 1997).

Na tiróide normal, os sinais extracelulares estimuladores e inibidores atuam

de forma equilibrada regulando a taxa de divisão celular (Figura 1). Nas

neoplasias, ocorre um distúrbio irreversível desse equilíbrio através de mutações

em um grupo de moléculas, que inclui os receptores de membrana para fatores de

crescimento, as proteínas citoplasmáticas transdutoras de sinais e os fatores

nucleares (Romano et a/., 1993; Challeton et a/., 1995; Oyama et al., 1995; Russo

et al., 1995; Komminoth, 1997; Wynford­Thomas & Blaydes, 1998).

Os principais receptores de fatores de crescimento envolvidos no câncer de

tiróide não são aqueles previstos pela fisiologia normal da glândula, isto é, o

receptor do TSH, do fator de crescimento epidérmico (EGF) e do IGF­1. Ao

contrário, os genes preferencialmente atingidos são o NTRK1 e o RET (Wynford­

Thomas, 1993, para referências).

O gene NTRK1 ou TRKA foi mapeado na banda cromossômica 1922

(Valent et al., 1997) e codifica um receptor para fatores neurotróficos (NGF), que

são importantes na sobrevivência e na manutenção de células nervosas (Klein et

al, 1991). O gene contém 17 exons responsáveis pela codificação de uma

proteína transmembrânica de 140 Kd, que possui um domínio citoplasmático de
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Figura 1. Modelo representativo da interação de sinais estimuladores e inibidores envolvidos na
expressão de genes que atuam no ciclo celular das células foliculares da tiróide.
(segundo Wynford ­ Thomas, 1993)
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Introdução ­ 13

tirosina quinase e uma região extracelular com um motivo rico em leucina

flanqueado por resíduos de cisteína (Greco et al, 1996). Recentemente,

mutações constituicionais em ponto nesse gene foram descritas em uma doença

autossômica recessiva que se caracteriza por insensibilidade congênita à dor com

anidrose (Indo et a/., 1996).

O gene RET (rearranged during transfection) está localizado na banda

cromossômica 10q911.2 (Ishizaka et a/., 1989) e apresenta uma sequência formada

por 21 exons com 4726 nucleotídeos (Takahashi et a/., 1988; Myers et al., 1995).

Codifica três isoformas de uma proteina de membrana semelhante ao receptor do

fator de crescimento epidérmico, que diferem entre si por terem 51, 43 ou 9

aminoácidos na sua extremidade carboxila, em virtude de processamento

alternativo do RNA mensageiro (RET51, RET43 ou RET9). As isoenzimas são

caracterizadas por três diferentes domínios: o extracelular, com uma região rica

em cisteina e um sítio com homologia a caderinas, o transmembrânico e o

citoplasmático, com atividade quinase (Tahira et a/., 1990; Takahashi et al/., 1993;

Myers et a/., 1995; Ponder & Smith, 1996). A presença do sítio com homologia a

caderinas sugere a possibilidade de sua interação com Ca** e de sua relação com

adesão celular (Takahashi et a/., 1993).

O ligante da proteína ret é o fator neurotrófico derivado de linhagem celular

de glia (GDNF), um membro distante do fator TGFB (Durbec et a/.,, 19968). À

resposta fisiológica a esse fator requer a presença de uma outra proteína, a

DNFRa, que forma um complexo com GDNF e com ret induzindo a dimerização e

a autofosforilação dessa última, com consequente fosforilação de tirosinas no
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substrato citoplasmático correspondente (Jing et al/., 1996). Várias proteínas são

fosforiladas, ativadas ou associadas com a ret, entre elas a p21, a PLCy, a She

e a Grb2 (Ponder & Smith, 1996). Tanto o gene GDONF como o RET têm sido

associados ao desenvolvimento da doença de Hirschsprung, uma malformação

congênita causada pela ausência de neurônios no intestino, que afeta 1 em 5000

recém­nascidos (Robertson et al, 1997). A presença de uma mutação

constitucional que leva à perda de função do RET sugere que esse gene, além de

um papel na tumorigênese, está envolvido no desenvolvimento do sistema

nervoso entérico.

Os genes RETe NTRK1 codificam receptores com expressão elevada em

células derivadas da crista neural que, na tiróide, são representadas pelas células

C. Essas células são localizadas adjacentes às foliculares e ajudam a regular os

níveis de cálcio sérico através da síntese e secreção de calcitonina. As mutações

em ponto no gene RET são consistentes nas formas hereditárias e esporádicas

dos tumores medulares (Fink et al/.,, 1996; Learoyd et al., 1997; Hofstra et al,

1997), que são provenientes das células C, enquanto alterações cromossômicas

resultando em rearranjos do domínio quinase dos dois genes parecem ser um dos

principais mecanismos de malignização da célula folicular, especialmente no

carcinoma papilar (Pierotti et al/., 1996).

Nesse último tipo de carcinoma, a ativação do gene RET ocorre por

inversões ou translocações que originam diferentes oncogenes quiméricos,

inicialmente designados por PTC (papillary thyroid carcinoma) ou, mais

precisamente, por RET/PTC1, 2 e 3. No RET/PTC1, o domínio quinase e o
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Introdução ­ 15

terminal 3' do RET são fundidos, após inversão, com a sequência 5' de um outro

gene, o H4/D10S170, localizado na banda 10921. O ponto de quebra no RET

ocorre em uma sequência intrônica localizada entre os exons 11 e 12 e, no

H4/D10S170, a quebra pode ocorrer em várias posições diferentes ao longo de

um intron com aproximadamente 30 Kb (Grieco et a/.,, 1990; Bongarzone et al,

1994). No RET/PTC2 e 3, os rearranjos envolvem, respectivamente, um gene

mapeado em 17923 e responsável pela subunidade reguladora Rla da proteína

quinase A (Rla PKA) receptora do AMPc (monofosfato de adenosina cíclico) do

tipo | (Bongarzone et a/.,, 1993) e um gene ainda não conhecido chamado de

RFG (RET­fused gene) ou ELET, localizado em 10911.2 (Bongarzone et al,

1994). Fugazzola et al. (1996) descreveram o rearranjo RET/PTC4, que também

envolve o gene ELE1 mas com ponto de quebra diferente daquele observado no

PTCS3.

A frequência dos rearranjos RET/PTC varia significativamenteem regiões

geográficas distintas, o que pode ser explicado por diferentes fatores ambientais e

genéticos atuando nas populações estudadas (Wajjwalku et al., 1992; Zou ef al,,

1994). A ativação do protoncogene RET/PTC4, por exemplo, tem sido observada

com frequências elevadas na população que foi exposta à radioatividade durante

o acidente de Chernobyl! (Bounacer et al., 1997; Nikiforov et al., 1997; Nagataki, et

al., 1998; Pisarchik et a/., 1998).

A relevância clínica dos rearranjos citados em carcinomas papilares não

está bem esclarecida. Alguns” autores têm sugerido sua ligação com

comportamento agressivo da lesão, enquanto outros, mostram dados contrários a
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Introdução ­ 16

essa hipótese ou, então, associação com manifestação precoce e envolvimento

linfático (Komminoth, 1997). Wirtschafter et al. (1997), por exemplo,

demonstraram níveis elevados do RNAm dos genes RET/PTC1 e RET/PTC3 em

pacientes portadores de tiroidite de Hashimoto.

No caso do gene NTRK1, sua ativação é realizada por mecanismos

semelhantes aos observados para o gene RET como, por exemplo, a inversão

que gera o oncogene TRK (tropomyosin receptor kinase), resultante da ligação do

domínio quinase com as sequências de um gene da tropomiosina, o TPMS,

localizadas na banda 1931 (Bongarzone et a/.,, 1989). Em alguns casos, esse

domínio quinase é translocado para sequências do gene TPR (translocated

promoter region) mapeadas em 1925, que foram originalmente identificadas como

parte do oncogene MET e, nos últimos anos, como o gene codificador de um

componente do complexo do poro nuclear. Tal rearranjo é conhecido como TRK­

T1 e outros rearranjos envolvendo os mesmos dois genes, TPR e NTRK1, têm

sido observados em carcinomas papilares e designados, respectivamente, TRK­

T2 e TRK­T4 (Greco et al., 1992; 97; 98). Embora, nesses dois últimos, os pontos

de quebras sejam diferentes, eles ocorrem dentro do mesmo intron, tanto do TPR

como do NTRK1. Em consequência, ambos transcrevem o mesmo RNAm que é

traduzido em uma oncoproteína de 1323 aminoácidos. A caracterização molecular

desses últimos rearranjos evidenciou que, da mesma forma que o TRK­T1, uma

inversão do braço longo do cromossomo | é o mecanismo de ativação

oncogênica. Os estudos realizados por Greco ef a/. (1997) demonstraram que os

oncogenes TRK­T2 e TRK­T1 são estruturalmente muito diferentes. A porção
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Introdução ­ 17

TPR no TRK­T2 apresenta 3073 nucleotídeos, enquanto no TRK­T1 são

observados apenas 598 nucleotídeos.

Além desses, um quarto tipo de ativação foi descrito, o TRK­T3, que

apresenta o domínio quinase do NTRK1 precedido por sequências do gene TFG

(TRK fused gene) mapeado no cromossomo 3 (Greco et a/., 1995; 98).

A análise comparativa dos oncogenes acima descritos em carcinomas

papilares — permite algumas conclusões. Na maioria dos casos, o rearranjo

ativador é uma inversão e parecem existir regiõês mais frequentemente

envolvidas nas quebras. Após a fusão do domínio quinase desses genes, RET e

NTRK1, com a extremidade 5' terminal de um outro, sua expressão, que é

normalmente restrita a células neurais, passa a ocorrer nas células epiteliais

mutantes da tiróide. Como consequência, ocorre autofosforilação constitutiva dos

domínios citoplasmáticos do receptor, que induz sinais mitogênicos contínuos

(Pierotti, et a/., 1996). Os carcinomas papilares com oncogenes RET e NTRK1

rearranjados são indistinguíveis, tanto do ponto de vista morfológico como clínico.

Os padrões de sinalização citoplasmáticos iniciados pelos seus dois produtos

devem, então, ser superpostos em muitos passos, como mostram os estudos

sobre a ligação desses receptores com o domínio SH2 das proteínas Shc e Grb2,

que leva, possivelmente, à ativação de moléculas ras próximas à membrana

celular (Borreilo et a/., 1994)

Ao contrário dos rearranjos citados, as mutações pontuais têm sido

verificadas somente no gene RET e apenas em carcinomas medulares de tiróide,

tanto esporádicos como familiais isolados ou como parte da síndrome de

neoplasia endócrina múltipla­MEN 2 (Fink et a/., 1996; Marsh et a/., 1996). As
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Introdução ­ 18

síndromes MEN incluem as formas MEN1, 2A e 2B. A primeira é caracterizada

por tumores da pituitária e pancreáticos, hiperplasia da paratireóide e,

ocasionalmente, por adenomas tiroideanos e da adrenal. A forma MEN2A

manifesta predisposição ao câncer medular da tiróide (MTC), feocromocitoma, e

hiperplasia da paratireóide, enquanto a MEN2B exibe MTC e feocromocitoma,

além de fácies típica, neuromas de mucosa, megacólon e neuromegalia. Os

pacientes com a forma familial isolada (FMTC) desenvolvem apenas carcinoma

medular, o que ocorre em fases tardias da vida, ao contrário dos afetados por

MEN, cujo MTC tem início na infância ou na adolescência. Todas essas

condições apresentam padrão de herança autossômico dominante com

expressividade variável e penetrância completa. Nos casos esporádicos, os

tumores são geralmente unilaterais enquanto, nos familiais (MEN 2A, 2B e

FMTCO), os tumores são multifocais e bilaterais, indicando nesses últimos a

presença de mutações constitucionais (Moley, 1997).

A variedade de fenótipos observados nos carcinomas medulares tem sido

associada ao tipo de alteração envolvida. Por exemplo, no subtipo B da síndrome

MEN?, a alteração atinge, em 94% dos pacientes, o códon 918 do domínio

quinase do gene RET e modifica a especificidade do receptor, enquanto no

subtipo MEN 2A e no FMTC atinge qualquer um dos seis códons para cisteina

nos exons 10 (códons 609, 611, 618 e 620) e 11 (630 e 634) do domínio

extracelular, causam dimerização aberrante da molécula e ativação permanente

(Borreiio et a/., 1995; Komminoth, 1997).

Alterações somáticas no códon 918, idênticas às observadas nos casos

MEN 286 familial, também têm sido detectadas nas formas esporádicas do
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carcinoma medular (Eng et al., 1994; Hosftra et al., 1994; Blaugrund et a/., 1994;

Eng et al., 1995, Marsh et a/., 1996; Bugalho et al., 1997).

É provável que as mutações em ponto no RET não sejam suficientes para a

tumorigênese. Como a maioria dos pacientes com MEN2 assintomáticos

manifestam hiperplasia da célula C, a ativação herdada do gene deve levar

apenas à proliferação celular na tiróide, sendo necessários eventos adicionais

para o desenvolvimento do câncer (Kolibaba & Druker, 1997). Os padrões de

sinalização citoplasmática desencadeados pelas várias proteínas ret mutantes não

devem ser os mesmos e resultar em valores prognósticos diferentes (Marshall et

al., 1997; Pasini et al., 1997). Realmente, em pacientes com MEN?A, alteração em

codons distintos parece indicar riscos diversos de desenvolvimento de

feocromocitomas e hiperparatiroidismo ou, então, de associação com o fenótipo

Hischsprung (Mulligan et a/., 1994, Pasini et al, 1997). De maneira geral, as

mutações no códon 918, que são associadas algumas vezes com fenótipos

agressivos, podem ter um efeito importante após o desenvolvimento embrionário e

fetal, dado que são vistas tanto nos casos esporádicos como em MENZ2B. A

presença apenas em casos familiais daquelas que afetam regiões da molécula

ricas em cisteína deve ser crítica para a tumorigênese durante o desenvolvimento

mas não em tecidos adultos (Eng et a/l., 1994; Fink et a/., 1996; Komminoth, 1997).

Além dessas considerações, deve ser salientado que a investigação de

mutações no gene RET pode ser valiosa em indivíduos assintomáticos de famílias

com câncer medular de tiróide. Uma conduta cirúrgica profilática, que tem

morbidade baixa, é uma proposição importante durante o acompanhamento e o

aconselhamento genético dos afetados (Wells & Skinner, 1998).
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Além do RET e do TRK, as lesões da tiróide podem apresentar mutações

em outros genes que codificam proteinas de membrana. Seria esperado que

ativações constitutivas do receptor do hormônio tireotrófico (TSHR) agissem como

oncogênicas, dado que esse receptor representa o mecanismo principal pelo qual

o TSH regula proliferação e diferenciação do tecido tiroideano (Uyttersprot et al,

1997). Entretanto, mutações em ponto no gene do TSHR têm sido descritas em

adenomas hiperfuncionantes, que não são precursores do câncer de tiróide, e em

alguns poucos carcinomas diferenciados que exibem uma resposta deficiente ao

hormônio (Russo et a/., 1995; Spambalg et a/., 1996; Russo et al/., 1997). Esses

achados indicam que sua ativação ou de proteínas associadas podem participar

da indução de processos proliferativos benignos ou conferir vantagem seletiva em

clones com alterações genéticas adicionais.

Como citado anteriormente, o TSH atua sobre a tiróide através do AMPc

(monofosfato de adenosina cíclico) e de uma série de reações que ele

desencadeia, resultando na síntese de proteínas características do estado

diferenciado, entre elas a tireoglobulina. Na verdade, as células da tiróide

respondem a dois diferentes mecanismos: as cascatas iniciadas pela ligação do

TSH­TSHR­AMPc e as cascatas induzidas por fatores de crescimento. Ambos

envolvem passos sucessivos de sinais intracelulares, fosforilação de substratos,

transcrição gênica e síntese protéica, com superposição de algumas etapas

(Figura 1). As principais diferenças entre eles resumem­se no efeito final, ou seja,

em diferenciação e proliferação no caso do primeiro e em proliferação com perda

de diferenciação no segundo (Uyttersprot et al., 1997).
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Na cascata induzida pelo TSH, o seu receptor ativa as proteínas G e, em

sequência, o AMPc, as quinases dependentes do AMPc e outras proteínas alvo

não conhecidas mas diferentes daquelas envolvidas nos eventos iniciados pelos

fatores de crescimento. O sinal converge para a indução de ciclinas e quinases

dependentes de ciclinas e qualquer alteração em uma das etapas terá as mesmas

consequências, ou seja, proliferação e diferenciação (Uyttersprot et a/., 1997). Por

exemplo, mutações em ponto que suprimem a atividade das proteinas G

resultando em estimulação contínua (Bourne et al, 1991) levam a tumores

tiroideanos hiperfuncionantes, os chamados adenomas tóxicos, e também aos

carcinomas papilares com produção aumentada de hormônio tiroideano (Wynford­

Thomas, 1993).

Os sinais desencadeados pelos fatores de crescimento iniciam­se com a

dimerização de seus receptores seguida também da ativação de proteínas G e

RAS ou hidrólise de substratos pela fosfolipase C (PLC), ativação de quinases

MAP (mitogen­activated protein), fosforilação de fatores de transcrição, indução de

protoncogenes c­jun, c­fos, c­myc e outros, fosforilação de ciclinas e quinases

dependentes de ciclinas (cdks) e da proteina pRb e, finalmente, liberação de

fatores de transcrição E2F (Rozengurd et a/., 1995). A ativação constitutiva de

qualquer dos fatores estimuladores dessa cascata leva a um aumento na

proliferação celular. Do mesmo modo, a inativação de fatores inibidores, como os

genes supressores de tumor Rb e TP53, produz o mesmo resultado (Lewin, 1996).

As mutações nos genes RAS são encontradas em cerca de 50% de

tumores foliculares benignos e malignos desde suas fases mais precoces, mas em
frequência baixa nos carcinomas papilares, o que indica sua participação como
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iniciador da oncogênese em alguns grupos de lesões tiroideanas (Wynford­

Thomas, 1993; Du Villard et a/., 1995; Rochefort et a/., 1996).

As mutações no gene TP53, por outro lado, são extremamente raras em

ambas as formas de câncer diferenciado, o papilar e o folicular, mas são comuns

nos tipos anaplásicos e pobremente diferenciados, o que sugere serem elas

eventos finais da tumorigênese, com participação na progressão e na

agressividade das lesões (Ito et a/., 1992; Nakamura et a/., 1992; Donghi et a/.

1993; Fagin et a/., 1993; Nikiforov et al/., 1996; Pollina et al/., 1996; Grebe et al,

1997). A favor dessa hipótese, estão os resultados obtidos por Moretti et al.

(1997) em uma linhagem celular de carcinoma anaplásico positiva para a p53

mutada que, após a transfecção do gene selvagem, demonstrou supressão da

agressividade e do fenótipo indiferenciado.

Em relação aos tumores medulares, que também representam formas

diferenciadas do câncer tiroideano, os poucos dados sobre o papel do gene TP53

na sua iniciação e evolução são contraditórios, alguns destacando a importância

da sua participação, enquanto outros sugerindo um pequeno ou nenhum

envolvimento no desenvolvimento desses tumores (Herfarth et a/., 1997, para

referências).

De maneira geral, é pouco provável que o gene TP53 seja o único

supressor que participe do processo neoplásico na tiróide (Ho et a/., 1996).

Existem alguns dados, nem sempre confirmados, mostrando que outras proteínas

inibidoras estão envolvidas, como por exemplo a p21 AF! e a p16 (Jones et al,

1996; Shi et a/., 1996; Yane et a/., 1996). Ambas são responsáveis pelo bloqueio

do ciclo celular em G1 através da inibição dos complexos ciclina/quinase
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dependente de ciclina (Serrano et al/., 1993; Sherr, 1994; Grafia & Reddy, 1995) e

mutações nos seus genes ou alterações da sua expressão certamente podem ter

efeitos importantes no controle da proliferação celular.
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Il. OBJETIVOS

Considerando a importância dos dados citogenéticos e moleculares no

rastreamento de genes envolvidos na iniciação e progressão do processo

neoplásico e, também, a necessidade de informação prognóstica, foi proposto o

presente trabalho que teve os seguintes objetivos:

1. Estabelecer a técnica de isolamento de núcleos de tecidos emblocados em

parafina para hibridação in situ fluorescente (FISH) no Laboratório de Citogenética

e Biologia Molecular do IBILCE­UNESP de São José do Rio Preto­SP.

2. Pesquisar a ocorrência de anomalias numéricas dos cromossomos 7, 10 e 17

em núcleos interfásicos de tecidos tiroideanos normais e neoplásicos frescos ou

arquivados através da técnica de FISH.

3. Comparar, quando possível, os resultados citogenéticos obtidos com os dados

clínicos e histopatológicos dos pacientes.

4, Fornecer subsídios para diagnóstico e prognóstico nos casos em que isso for

possível.
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Ill. ARTIGOS PARA PUBLICAÇÃO
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A rapid technique for analysis of formalin­fixed, paraffin­
embedded tissues by fluorescent in situ hybridization with alpha­
satellite probes

Nilce Barril, Andrea Borduchi Carvalho­Sales and Eloiza Helena Tajara

IBILCE, Instituto de Biociências, Letras e Ciências Exatas de São José do Rio

Preto, Departamento de Biologia, UNESP, Caixa Postal 136, 15054­000 São José

do Rio Preto, SP, Brazil. Send correspondence to E. H. T.
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ABSTRACT

We describe a rapid procedure for preparing archival tissues for interphase
FISH analysis. The present protocol differs from others previously described
because it allows the obtention of nuclei in satisfactory number and quality without

using special equipments, adhesive­treated slides or solutions for chromatin
decondensation. The method is low cost and useful for retrospective analyses of

formalin­fixed, paraffin embedded samples.
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Fluorescence in situ hybridization (FISH) is a reliable technique for

detecting chromosomal aberrations and has found increasing applications in

pathology diagnosis and cancer research. Contrary to conventional cytogenetic

techniques, FISH can be used to elucidate karyotypic abnormalities in interphase

nuclei, avoiding the need to culture the cells. Interphase cytogenetics is especially

important for retrospective analysis of rare tumors, tissues with low mitotic index or

comparison of samples from patients in different stages of a disease.

We describe here a modified technique previousiy described by Harris et al.

(1995) and Hyytinen et a/. (1994) for interphase FISH analysis of tissues that have

been fixed in formalin and embedded in paraffin, as follows (The commentaries of

other authors are included in parentheses and in italics).

Isolation of nuclei from tissue sections. Three 30­50 um tissue sections

were deparaffinized with 5 mL of xylene, twice for 10 min each, and washed in 5
mL of 100% ethanol, twice 10 min each, and 5 mL of deionized water (phosphate

buffered saline), twice 10 min each. Samples were transferred to a Petri dish and,

after drying, were minced with scalpel and resuspended in pepsin ­ Sigma No.

P6887 ­ 5 mg/mL in 0.2M NaCl pH 1.5 (pepsin ­ 0.7mg/mL in 3% polyethylene

glycol pH 1.5). The mixture was transferred to a tube, vortexed vigorously and

incubated for one hour at 37ºC. The digested material was rinsed three times

using 5 mL of 60% acetié acid (rinsed repeatedly through a 45 micro filter with

Hank's basic salt solution ­HBSS­ until the pH in the solution had returned to

approximately pH 7) and centrifuged for 10 min at 1,200 RPM. After the final rinse,

the pelleted nuclei were resuspended in 5 mL of 60% acetic acid (HBSS) and

dropped onto cold, wet slides (adhesive­treated slides) which were stored at room

temperature for 48 hours (the slides were fixed in 3:1 methanol/acetic acid for 10

min, incubated in protease K tma/mL in HBSS for 30 min and soak in fresh fix).
Denaturation and hybridization. Immediately before use in FISH, (the

slides were incubated in a water bath for three min at 90€ in a 50%

glycerol/0.1XSSC pH 7.5 solution) cellular DNA was denatured in 70%
formamide/2XSSC solution pH 7.0 (1XSSC is 0.15M NaCl, 0.015M Na Citrate) for

four min at 74ºC. The slides were dehydrated for two min each in 70%, 85% and

EV
AVAVAY

2 3 4 5 6 7 unesp ”. 12 13 14 15 16 17 18



Artigo 1 ­ 29

100% ethanol, foliowed by treatment with proteinase K ­ Sigma P­6911­8ug/mL in
20 mM Tris/2mMM CaCl2 buffer pH 7.5 ­ for three min at 37ºC and ethanol

dehydration.
|

The hybridization and the detection procedures were performed with probes

from ONCOR and avidin/FITC system from VECTOR and followed the

manufacture's instructions with modifications. Three ul of the probe to be used and

60 ul of Hybrisol VI buffer ­ ONCOR No. S1340­3 ­ were mixed in a 0.5 mL
microcentrifuge tube and spun briefiy to consolidate the mixture. The hybridization

mixture was denatured for five min at 74ºC, cooled on ice, and applied to

denatured cells on slides. A coverslip was added and sealed with rubber cement.

An overnight hybridization was carried out in a humid chamber at 37ºC. The

coverslips were removed and the slides were subsequently washed in 0.5XSSC

for four min at 74ºC, followed by immunostaining with 60 ul of avidin­FITC for 30
min at 37ºC. The slides were washed three times for two min each in buffer |l

(0.1M Tris­HCI; 0.15M NaCl and 0.05% v/v Tween 20, pH 7.0) at 37ºC and FITC

signal was amplified using 60 ul of biotinylated anti­avidin antibody, followed by
another layer of 60 ul of avidin­FITC. After three buffer Il washes (two min each),

the nuclei were counterstained by adding propidium iodade (lug/mlL) in an

antifade solution ­ SIGMA NO. 6001. Figure 1 illustrates nuclei obtained through

this procedure.

This method was developed in order to reduce the costs and the work time
and proved to be valuable for interphase cytogenetic analyses of archival rare
tumors and tissues with low mitotic index.
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RESUMO

Descrevemos aqui um procedimento rápido para obtenção de núcleos

interfásicos a partir de amostras arquivadas que podem ser utilizados para análise

citogenética através da técnica de FISH. Este procedimento difere de outros

previamente descritos porque permite a obtenção de núcleos em número e

qualidade satisfatórios sem a utilização de equipamentos ou lâminas especiais e

soluções para descondensação da cromatina. O método é de baixo custo e

possibilita estudos retrospectivos de tecidos fixados em formol e emblocados em

parafina.
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LEGENDS:

Figure 1 ­ Photomicrograph of nuclei prepared from a formalin­fixed, paraffin­

embedded sample of a thyroid cancer specimen. FISH was done with a

chromosome 7 centromeric probe. Nuclei were counterstained with propidium
iodide.
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FIGURE 1
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Trisomy 7 as the sole clonal chromosomal aberration is a relatively common

finding in short­term cultures of different epithelial neoplasms including malignant

tumors of thyroid, ovary, lung, Kkidney, prostate, bladder and pheocromocitomas

(for review, see 1) and also benign lesions such as thyroid hyperplasias and

adenomas (2,3) , colonic polyps (4), rhneumatoid arthritis (5), steatosis of the liver

(6), chronic pyelonephritis (7,8) and atherosclerotic plaques (9). It has also been

demonstrated in macroscopilly normal cells from lung (10), brain (11) and Kkidney

tissues (8), although other authors have not found trisomy 7 in normal or gliotic

brain tisssue by interphase cytogenetics (12­15).

The significance of trisomy 7 is not well understood and needs investigation

because important genes are mapped on this chromosome such as the epidermal

growth factor receptor (EGFR) gene, calcitonin receptor (CALCR) gene, platelet

derived growth factor chain A (PDGF A) gene and the cellular protoncogenes ra1

and MET (16). Considering this question, we present here our data on

quantification of numerical aberrations using fluorescence in situ hybridization

(FISH) in non cultured cells of normal thyroid. In addition to biotinylated alpha­

satellite probes for chnromosome 7, probes for chromosomes 10 and 17 were also

chosen because of the previous reports of aneusomy of these chromosomes in

benign and malignant thyroid neoplasms (3,17). Samples from 10 patients were

obtained at autopsy of eight males and two females, aged from 10 days to 82

years, who died of non­thyroid related disease. We also used nuclei from normal

skin as control. Evaluation of results was done by counting at least 250 nuclei per

slide, as described by Brock et a/. (1996) (18). Whenever the hybridization
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efficiency was less than 80%, the experiment was repeated until that level was

obtained. However, most of cases had hybridization efficiency around 90%. By

definition, monossomy and trisomy were dignosed only when the percentage of

cells with one or three spots, respectively, was greater than the mean+4XSD of the

controls (19). Accordingly, in our study, monossomy was diagnosed whenever the

percentage of nuclei with one spot was greather than 36.5%, 34.6% and 32.5%,

and trisomy if more than 3.7%, 3.2% and 4% of nuclei exhibited three spots for

chromosomes 7, 10 and 17, respectively (Table 1). Tetrasomy was absent in the

control samples; thus 5% was arbitrarily taken as the cutoff value. In normal skin

cells, the range of loss was 10­24%, 21­27%, 15­24% for chromosomes 7, 10 and

17, respectively (Table 2) and the range of gain was 0­2% for three chromosomes.

Overall, in normal thyroid cells, the range of loss was 10­21%, 21­30%, 20­30%

and the range of gain was 0­3%, 0­2%, 0­2% for chromosomes 7, 10 and 17,

respectively (Table 3). Therefore, according to the criteria above, we could not

detected numerical aberration for chromosomes 7, 10 and 17 in normal thyroid

gland.

Trisomy 7 has been suggested to be a primary abnormality in a wide variety

of tumors types but cytogenetic data of solid tumors, nonneoplastic lesions and

macroscopically normal! tissue now question the attribution of such aberration as

an indicator of a neoplastic process. Most solid tumors in which clonal trisomy 7

has been detected as the only change have also exhibited other, cytogenetically

unrelated clones which apparently evolved from cells without trisomy 7. Such

mosaicism could indicate that the neoplasm is polyclonal or that the clone with +7

does not represent the tumor parenchyma (1). Multiple clones could also reflect
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genetic instability caused by a mutation involved in the development of the tumor

and trisomy 7 may be a neutral abnormality. Another interpretation of this

aberration is a cell culture artefact giving to trisomic cells a seletive advantage

during in vitro culture (20). However, cells with trisomy 7 have been observed in

noncultured normal and neoplastic samples using fluorescence in situ hybridization

and, therefore, should be present in vivo (17,21,22) and may belong to a particular

cell type. In fact, some studies combining in situ hybridization technique and

immunocytochemistry found that clones with +7 represent an specific lineage

(7,8,23,24).

Huebner et al. (1989) (25) proposed that on the way to terminal
differentiation, cells within a particular lineage must present specific genome

rearrangements in order to switch off or on genes for that differentiation program.

Trisomy 7 could be such rearrangement necessary to for differentiation of various

cell types spreading within the body or occurring in specific organs.

Our results showing absence of +7 in noncultured normal thyroid cells

suggest that specific lineages +7 are no present in this gland and, when observed

in thyroid tumor cells, may represent a true neoplastic aberration.
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Table 1: Hybridization data of the control sample
Number of spots per nucleus (+SD)

Chromosome 1 2 3

7 16.72+4.95 82.48+4.34 1.05+0.65

10 23.94+2.98 75.48+2.70 0.62+0.65

17 19.62+3.24 79.32+3.48 1.10+0.74
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Table 2: Distribution of chromosome 7, 10 and 17 copy number in six samples of normal skin
Case  º%cellswithchromosome 7 % cells with chromosome 10 % cells with chromosome 17

Number of copies Number of copies Number of copies

1 2 3 4 Noof 1 2 3 4 Noof 2 3 4 No. of
cells cells cells

PN1 241 75.9 1.5 340 ND ND ND ND ND 79.3 14 348

PN2 15.3 831 1.6 307 26.1 742 O 306 ND ND ND

PN3 184 81.0 O6 309 21.1 78.2 O6 317 76.1 16 305

PN4 190 81.0 O 327 27.4 71.6 1.0 303 82.9 18 333

PN5 13.8 85.2 1.0 291 22.3 77.7 O 314 75.6 07 303

PN6 97 887 16 310 22.8 75.7 1.5 325 82.7 O 300

ND=not done
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Table 3: Distribution of chrromosome 7, 10 and 17 copy number in 10 samples of normal thyroid gland

Case %cellswithchromosome 7 % cells with chromosome 10 % cells with chromosome 17

Number of copies Number of copies Number of copies

1 2 3 4 Noocof 2 3 4 Noof 2 3 4 No. of
ceils ceils cells
311 72.2 17 302 300o

o 300 71.1 1.0 301 300

N3 114 866 20 O 306 795.0 300 298

N4 206771 23 O 310 70.4 304 300

N5 1238/77 O o 279 70.8 247 303

o

o

£)

o

)

Ni. 17.7 81.0 1.3

N2 120 880 O

N6 21.0 77.5 1.5 300 75.7 317 316

N7 129 871 303 75.9 311 292

N8 11.7 88.3 300 74.3 303 300

N9 104 866 298 76.6 304 300

N1IO 96 887 301 73.4 316 304O
O

O
O

O
O

O
O

O
O

O
O

O
O

O
O

O
O

O
O
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ABSTRACT

Benign and malignant thyroid tumors constitute a wide range of neoplasias

showing recurrent chromosome abnormalities. In attempt to characterize specific

numerical chromosome abnormalities in thyroid tissues we present here the

findings from a study of archival samples depicted by 10 malignant tumors and 30

benign lesions and 10 normal thyroid tissues. Fluorescence in situ hybridization

(FISH) staining were performed on noncultured samples using biotinylated

centromere specific probes for chromosomes 7, 10 and 17. Trisomy or tetrasomy

7 were present in 19 benign and in 7 malignant tumors. Trisomy 10 or 17 were

observed in 18 adenomas or goiters and in 9 carcinomas and monossomy 17 was

seen in two carcinomas. Our findings suggest that such abnormalities are an in

vivo phenomenon and may be important to neoplastic proliferation in thyroid gland.
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INTRODUCTION

Nodules in the thyroid are frequent in man and constitute a wide variety of

conditions which range from benign lesions as goiters and adenomas to malignant

tumors including differentiated and anaplastic carcinomas. In most cases, the

neoplastic nodules are adenomas and, less commoniy, are diagnosed as

carcinomas (1).

Usually it is difficult to differentiate nonneoplastic from neoplastic nodules

and benign from malignant conditions. In fact, neoplastic lesions differ considerably

in their biological and clinical behaviors. A very rare group comprises medullary

carcinomas which rise from parafollicular calcitonin­secreting C­cells. Tumors

derived from follicular cells include most adenomas which have a small but clear

cancerous potential, the well differentiated papillary and follicular carcinomas, and

the agressive and uncommon anaplastic carcinoma. Papillary and follicular

carcinomas are the most common thyroid cancers accounting for about 75% and

20%, respectively, of all morphologic malignant variants. Both are indolent but the

latter carry a more significant long­term mortality rate (1,2).

There are recent data suggesting that thyroid lesions do not represent

independent entities but different steps of a histologic sequence — from normal

follicular cell to adenoma to follicular or papillary carcinoma to anaplastic

carcinoma (3). It is even possible that this pathway includes goiters, a simple

hormone­dependent proliferative condition of follicular cells. In fact, some

adenomas and goiters share the same cytogenetic abnormalities (4). For example,

polysomies of chromosomes 7 and 12 or structural aberrations involving 19913
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have been observed in a subgroup of thyroid follicular adenomas and in some

cases of thyroid goiters (4­9,11­14). These findings indicate that, at least in these

cases, there could be a biological continuum between goiters and adenomas and

gain of chromosomes might play an important role in the pathogenesis of these two

types of lesions (11). lt is interesting that trisomies 7 and 12 have also been

observed in papillary carcinomas with a poor clinical outcome (7,14­16) and in

follicular carcinomas (7,17).

To gain a better understanding of numerical abnormalities related to thyroid

cell proliferation and to test whether molecular cytogenetics could give useful

diagnostic information, we performed FISH analyses using probes for

chromosomes 7, 10 and 17 in interphase nuclei of archival and fresh samples of

adenomas, goiters and papillary and follicular carcinomas of thyroid.

Chromosome 7 and 10 were chosen because their trisomies have been

described in thyroid diseases and the significance of such abnormalities is

controversial (4,17). Chromosome 17 was chosen because of the known tumor

suppressor genes on this chromosome, as well the reports of loss of chromosome

17 by studies on benign and malignant thyroid lesions (10).
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MATERIALS AND METHODS

In the present study, formalin­fixed, paraffin­embedded samples of 10

goiters, 10 adenomas, 7 papillary and 3 follicular carcinomas, and fresh samples

of 10 goiters were analysed. As controls, experiments were performed on 10 fresh

samples of thyroid tissues obtained at autopsy from persons who died of non­

thyroid related diseases.

The archival samples were processed as previously described by Barril et

al. (1998) (19). In brief, the paraffin blocks were sectioned at 30­50um and

deparaffinized with xylene. Tissue sections were suspended in pepsin 0,9% and

incubated at 37ºC for one hour. The digested material was rinsed using Hank's

basic salt solution and the pelleted nuclei were resuspended in acetic acid 60%.

Slides were prepared and stored at ­/70ºC until used. The fresh tissues were

minced with scissors, treated with hypotonic solution, fixed in methanol­acetic acid

(3:1) and disaggregated with acetic acid.

Slides were pretreated with proteinase K (8 ug/ml) at 37ºC and denatured at

74ºC, dehydrated and hybridized overnight in a moist chamber at 37ºC. Slides

were subsequently washed in 0,5XSSC at 74ºC and the detection was performed

using avidin­FITC, courterstained by adding propidium iodide. For each probe,

signals of about 300 intact nuclei were evaluated by two independent observers.

For analysis, the guidelines described by Brock et a/. (1996) (20) were followed:

only nonoverlapping nuclei were counted, damaged nuclei were not included,
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signals had to be completely separated to be scored individually, and bilobed

signals that were not completely separated were counted as one. Only slides that

displayed hybridization efficiency of 80% or more were scored. The evaluation of

centromere copy numbers in 10 normal fresh thyroid samples was used to define

the criteria of aneusomy. The average percentage of control nuclei with 2 signais

of chromosomes 7, 10 and 17 ranged from 77 to 89%, from 70 to 77% and from

70 to 78%, respectively. Ranges of the average percentage of nuclei with 1 signal

of these chromosomes were 10­21%, 21­30%; 20­30% and with 3 signals were O­

3%, 0­3% and 0­2%, respectively. These results were concordant with previous

experiments performed on fresh normal skin from healthful persons (21). By
definition, monossomy or trisomy were dignosed only when the percentage of cells

with one or three spots, respectively, was greater than the mean +4XSD of the

controls (15). Accordingly, in our study, monossomy was diagnosed whenever the

percentage of nuclei with one spot was greater than 30.7%, 37.2% and 38.2%,

and trisomy if more than 5.6%, 4.7% and 3.4% of nuclei exhibited three spots for

chromosomes 7, 10 and 17, respectively (Table 1). Tetrasomy was absent in the

control samples; thus, 5% was arbitrarily taken as the cutoff value.
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RESULTS:

Tables 2, 3, 4 and 5 summarize the morphological aspects and FISH

findings for 40 thyroid lesions analyzed in the present study. Representative FISH

results are shown in Figure 1. Cells from samples presumed to be trisomic for

chromosomes 7 and 10, and tetrasomic and monosomic for chromosomes 7 and

17 are illustred in Figure 1 A, B, C and D, respectively.

The overall percentage of nuclei with excess copies of chromosomes 7, 10

and 17 reached 43.4%, 47.2% and 49.1%, respectively. Two cases showing

monossomy 17 were papillary carcinomas (cases F2 and F9). The predominant

cell populations were trisomic for chromosome 7 in case F27, for chromosome 10

in cases F17, F27 and F77 and for chromosome 17 only in case F78.

Goiters

Using criteria defined and described in “Materials and Methods”, we

identified trisomy 7 in seven of the 10 fresh samples and in four of the 10 archival

samples of goiters and, in eight of them, additional cell populations with trisomy 10

or 17 were also detected. Trisomy 10, as the sole anomaly, was found in two

cases. The case F34 was previously analysed by Gama et al. (1991) (8) after

short­term culture and also showed trisomy 7, 10 and 17.

No numerical abnormality was detected in goiters smaller than 4 cm.
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Adenomas

Trisomy 7 was observed in eight of the 10 adenomas and, in four of

them, both trisomy and tetrasomy were detected. Trisomy 10 were also observed

in seven samples, two of them with additional tetrasomic cell populations. Besides

other aneusomies, trisomy 17 was revealed in cases F15, F16, F17, F20 and F27.

When comparing the histological appearance with the presence of

aneusomy, no apparently significant association was found in adenomas.

Carcinomas

Trisomy 7 was observed in seven of the 10 papillary and follicular

carcinomas, and all presented other aneusomies. Seven samples showed trisomy

10, two of them with tetrasomy for this chromosome. Trisomy 17 was frequent and

detected In eight cases. In two papillary carcinomas associated with Hashimoto's .

thyroiditis (F2 and F9), we observed monosomy 17. The case F2 was the only one
among the malignant tumors which had metastasis: two out of four !Iymph nodes

examined were positive for carcinoma.
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DISCUSSION

FISH was used to analyse numerical centromere abnormalities in nuclei of

40 thyroid lesions and showed chromosomal aberrations in 60­70% (6/10 fresh

and 7/10) of the goiters, in 90% (9/10) of the adenomas and in 100% (10/10) of the

papillary or follicular carcinomas. Aneusomy frequencies were apparently similar in

fresh and paraffin embedded goiter samples and lower than in benign or malignant

neoplasias. If such neoplastic and nonneoplastic nodules do represent related

steps of a continuous process, as suggested by Roque et al. (1993a) (11), these
findings are in agreement with the notion that, during neoplastic development,

genetic instability commonly increases.

Our FISH results revealed that 65% (26/40) and 57.5% (23/40) of thyroid

lesions showed polysomy 7 and 10, respectively. Different genes are located on

such chromosomes and related to cell proliferation or thyroid function such as the

epidermal growth factor receptor (EGFR) (22), the transforming sequence thyroid

1 (TST1), the thyroid stimulating hormone receptor­like 3 (TSHRL3), cell division

cycle 2 (CDC2) (23), and the proto­oncogenes c­erb A homologs enconding

proteins with different T3 binding properties (24), MET and ra7f (22). Thus,

trisomies 7 and 10 may be connected with the mechanism of thyroid diseases

through genes related to cell proliferation. If an extra chromosome 7 or 10 are

present, excess products could stimulate cell growth and be an initial step in

malignant transformation or even in differentiation (27,28).
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In thyroid gland, gains of chromosome 7 were previously described either

as the sole cytogenetic change or as one of several numerical abnormalities in

papillary and follicular carcinomas and in benign lesions such as multinodular

goiters and adenomas (4,7,8,11­13,17). However, no trisomic clone has been

identified in normal thyroid tissues using FISH technique (21). lt appears,

therefore, that such aneusomy is a legitimate abnormality in hyperlasia and

neoplasia. However, we cannot rule out the possibility that this chromosome has

higher susceptibility for non­disjunction and the extra 7 may be a neutral

abnormality with growthing advantage (29).

Some studies on thyroid carcinomas have concluded that trisomy 7 is

correlated with poor clinical outcome (7,15,18). Conversely, Belge et al. (1994)

(18) suggested that such abnormality may be the initial event in neoplastic process

and lead to proliferation and clonal expansion due to overexpression of growth

factors and receptor genes (30). Trissomic cells could become less differentiated

leading to microfollicular areas and, when further genetic alterations occur,

morphological changes as adenomatous goiters or adenomas could be

recognizable. Indeed, in the present study, trisomy 7 as the sole aberration only

appeared in thyroid hyperplasias in agreement with the idea that gain of this

chromosome is an early event in the development of thyroid lesions. It is

noteworthy the fact that no numerical abnormality could be detected in goiters with

smaller diameters suggesting that an event earlier than trisomy 7 may be involved

in thyroid tumorigenesis.

A diminished number of signal for chromosome 17 was observed in two

carcinomas. Arnoldus et a/. (1991) (31) and Brown et a/. (1994) (32) have shown
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that brain and prostate tissues display somatic pairing of chromosome 17

centromeres in interphase nuclei, resulting in a single FISH signal. We believe that

our results reflect true loss of chromosome 17 because we rarely detected

significantly larger signals representing somatic pairing of homologous

chromosomes.

Chromosome 17 contains Known and suspected tumor suppressor genes

that have been implicated in the neoplastic process, including TP53 (33) and

BRCAT1 genes (32). Alterations of TP53 gene in thyroid neoplasia have been found

almost exclusively in poorly differentiated and anaplastic thyroid carcinomas (35­

41). When the tumor is composed by areas with different degrees of
differentiation, TP53 gene mutation was restricted to the less differentiated area of

the neoplasia (36). These observations indicate that abnormal p53 protein

expression may be correlated to the loss of the differentiated properties of the

thyrocyte and to high invasive and agressive behavior of thyroid carcinomas (42).

In agreement with this hypothesis, our results revealed monosomy 17 in only two

papillary carcinomas associated with Hashimoto's thyroiditis showing large

diameters or poorly differentiated areas and metastasis.

Our findings suggest that FISH analysis may help in the understanding of

biological and clinical behaviors of thyroid neoplastic lesions. In addition, it might

also be valuabe for developing new diagnostic criteria and for differentiating

harmless thyroid nodules from those carring cancerous potential and poor

prognose.
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Table 1: Hybridization data of the control sample
Number of spots per nucleus (+SD)

Chromosome 1 2 3

7 13.96+4.2 84.86+4.53 1.18+1.11

10 25.56+2.91 73.54+2.29 0.93+0.94

17 26.13+3.01 73.44+2.97 0.36+0.76
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Table 2: Distribution of chromosome 7, 10 and 17 copy number in samples of 20 goiters and 10 adenomas

Case  º%cellswithchromosome 7 % cells with chromosome 10 % cells with chromosome 17

Number of copies Number of copies Number of copies

1 2 3 4 Nocof 2 3 4 Noof 2 3 4 No. of
cells cells cells

Goiters — Fresh samples
F72 15.9 832 1.0 OO 302 70.6 30 307 69.6

F74 11.5 66.1 204 20 339 64.8 7.2 290 77.7

F75 89 47./ 434 O 380 63.7 71 308 79.7

F81 14.3 838 20 O 314 66.9 2.7 330 80.0

F82 14.1 84.3 1.8 O 285 68.1 307 80.0

F83 147 788 66 O 306 694 À4. 310 79.2

o

o

o

o

300

301

296

300

300

303

305

310

323

300

F84 16.6 834 O 300 63.6 300 80.3

F86 16.1 803 36 311 45.0 300 75.4

F87 14.7 742 1119 307 53.0 300 72.8

F88 14.4 82.5 27 304 73.4 300 80.0

Goiters — Archival samples
F28 84 706 145 6.4 296 73.6

F29 94 812 93 OO 203 65.8

F30 86 563 351 O 302 68.1

F31 16.4 67.0 166 O 300 72.5

o

(o

O
O

O
O

O
O

O
O

O
O

300 71.6

304 71.7

301 75.5

294 78.4

316 75.0

300 73.4

319 69.7

301 76.4

298 84.3

355 78.7

222

301

310

300

300

300

294

300

204

292

F32 147 77.7 76 300 4 639

F33 16.4 796 40 300 70.0

F34 84 590 281 43 298 50.8

F35 69 931 O o 322 72.8 20

F36 90 909 O O 209 70.4 21

F37 7.3 86.3 71 327 80.3 14

Adenomas
F14 90 845 131 O 298 814 O 300 74.3

F15 84 56.3 299 54 204 56.6 20.7
4.

289 67.2

FI6 98 75.5 147 O 306 83.6 38 317 77.6

F1i7 84 647 211 58 7 211 47.2 339 71.4

FI8 135 848 1.8 O 70.1 8.2 32 257 78.3

F19 10.2 798 99 O 72.1 100 O 322 71.3

F20 7.1 65.8 24.0 31 2 606 26.6 29 304 80.7

F24 96 507 31.6 81 8 486 435 O 331 84.5

F26 82.9 52 O 8596 34 O 321 79.2

F27 65 30.9 42.9 19.5 32.8 40.3 14.0 330 73.8

O
O

O
O

O
O

O
O

O
O£

o

0

o

o

o

o

o

o

o

287

265

321

307

294

309

306

298

303

300O
O

O
O

O
O

O
O

O
O
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Table 3: Distribution of chromosome 7, 10 and 17 copy number in 10 samples of thyroid carcinomas

Case  % cellswith chromosome 7 % ceils with chromosome 10 % cells with chromosome 17

Number of copies Number of copies Number of copies

2 3 4 Noof 2 3 4 Noof 2 3 4 No. of
cells cells cells
221 75.3 O o 323 66.6 13.0 O 302

319 34.2 22.8 19.5. 307 44.4 O o 333

300 73.4 36 O 300 44.3 33.1 268 312

346 64.0 12.0 O 300 57.5 88 327

317 66.6 46 O 300 492 O 331

301 67.5 6.3 O 304 69.7 6.6 330

325 69.0 7.0 O 303 66.4 16.0 300

75.7 304 63.7 120 O 300 55.0 11.5 313

82.3 316 28.1 37.7 10.9 302 44.9 36.4 325

44,1 254 69.6 234 O 300 34.3 49.1 304

70.2 14.5

60.1 27.5

58.0 27.6

56.6 28.1

82.4 38

85.3 1.6

56.0

O
O

O
O

O
O

O
O

O
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Table 4: Summary of the clinical, histological and FISH data of goiters and adenomas

Case/Sex/Age Histology Morphological aspect Other Diameter Material FISH results

(years) features (cm)
Goiters

F72/F/52 Macrofollicular 2.
F74/M/56 Macrofollicular 10
F75/M/76 Macrofollicular 15
F81/F/30 Macrofollicular ­ 3
F82/F/33

. Macrofolticular ­ 5
F83/M/43 Macrofollicutar Hashimoto's 5

thyroiditis

+7,+10
+7,+10

n
N

T
N

N
N

H
A

+7, +10

F84/F/53 Macrofollicular
F86/F/22 Macrofollicular
F87/F/43 Macrofolticular
F88/F/54 Macrofollicular
F28/F/68 Macrofollicular
F29/F/61 Macrofollicular
F30/F/33 . Macrofollicular
F31/M/41 Macrofotlticular
F32/M/31 Macrofollicular
F33/F/25 Macrofollicular
F34/F/43 Macrofollicular
F3S5/M/41 Macrofolticular
F36/F/45 Macrofollicular
F37/F/14 Macrofollicular

+10
+10

+7,+10

+7,+7X2
+7,+10
+7, +17

+7

+7,+10

+7,+10,+17

+71

o
m

D
U

U
U

U
O

U
U

U
U

Â
O

N
T

N
V

A

Adenomas

F14/F/38 Macro+microfollicultar ­

F15/F/51 Macro+microfollicular ­

F16/F/42 Macro+microfollicular ­

F17/F/46 Microfollicular Hurthle cel!
features

F18/F/48 Macrofollicular ­

F19/F/49 Macrofollicular ­

F20/M/45 Macrofollicular ­

F24/F/54 Macro+microfollicular ­

F26/M/38 Macrofollicular ­

F27/F/46 Microfollicular Hurthle ceil
features

+7
+7/+7X2,+10,+17

+7,+17
+7/+7X2,+10/+10X2,+17

+10
+7,+10

+7,+10,+17
+7/+7X2,+10

DTD
VU

VU
OU

UV
UV

T
O

U

+7/+7X2,+10/+10X2,+17

MG=multinodular goiter; NG=nodular goiter; FA=follicular adenoma; P=parafin; F=fresh
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Table 5: Summary of the clinical, histological and FISH data of archival carcinomas

Case/Sex/Age

(years)

Histology
differentiated

Poorly

areas

Other features Diameter

(cm)

Metastasis FISH resuits

at

diagnosis

F1/F/13

F2/F/34

F3/M/40

F7/M/47

F9/M/37

F10/F/31

F12/F/27

F13/F/28

F77IFIA2

F78/F/48

PC

PC

PC

FC

PC

PC

FC

PC

FC

No

No

No

No

No

No

No

No

No

Follicular variant

Hashimoto's thyroiditis

Follicular variant

Hurthle cell features

Follicular variant/ Hashimoto's

thyroiditis
Follicular variant

Follicular variant

Hurthle cell features

+7,+17

+7,+10/+10X2,­17

+7,+17

+7,+10,+17

17

+10,+17

+7,+10,+17

+7,+10,+17

+10/+10)2,+17

+7,+10,+17

PC=papillary carcinoma; FC=follicular carcinoma; MPC=micropapiltary carcinoma

5 6 7
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Legends:

Figure 1: Representative photomicrographs showing FISH with of alpha satellite

sequences. À: Nucleus with three­signal score of chromosome 7. B: Nucleus with

three copies of chromosome 10. C: Cell with four signal of chromosome 10

(arrow). D: Nuclei showing one copy of chromosome 17.
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Figure 1
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IV. Discussão e conclusões

A técnica de hibridação in situ fluorescente tem sido utilizada na detecção

de alterações cromossômicas em metáfases ou núcleos interfásicos tanto de

células cultivadas como de preparações frescas ou de material arquivado

(Baretton et al/., 1994). Um grande número de sondas e estratégias de marcação

tem sido empregado com diferentes objetivos como, por exemplo, sondas para a

região centromérica ou pericentromérica, que são úteis na caracterização de

aneuploidias e também de quebras induzidas por agentes químicos. A facilidade e

a velocidade de análise e a sua aplicação em núcleos interfásicos de material
arquivado e de células que não se dividem in vitro ou não resultam em boas

preparações cromossômicas têm tornado essa metodologia valiosa no estudo de

muitos tecidos. Entretanto, alguns problemas são inerentes à técnica e podem

influenciar na interpretação dos resultados. Como exemplos podem ser citados os

sinais inespecíficos decorrentes de hibridação da sonda com várias regiões do

genoma, o número de células em fase G2 e S que exibem duplicação de

cromátides ou descondensação do DNA, a separação prematura das cromátides,

a contracoloração excessiva ou a extringência das lavagens resultando em perda

de sinais, as regiões satélites com polimorfismo, etc. Apesar dessas dificuldades,

não há dúvidas de que essa técnica é um complemento valioso à análise

citogenética convencional na detecção de aneuploidias (Eastmond et a/., 1995).

O presente trabalho utilizou núcleos isolados a partir de tecidos frescos e

arquivados em parafina para a realização da técnica de FISH. Esses últimos

permitiram a análise restrospectiva de tumores, em especial de tipos com
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incidência baixa na população. Os resultados indicaram alterações numéricas dos

cromossomos 7, 10 e 17 no grupo das lesões tiroideanas benignas e malignas.

Apesar dos dados obtidos estarem de acordo com aqueles já referidos pela

literatura e dos critérios de aneuploidia usados serem estringentes, não é possível

descartar a hipótese de que núcleos com três ou quatro sinais na verdade refletem

células na fase G2 ou S do ciclo celular ou separação cromatídica prematura em

um ou nos dois homólogos (Eastmond et a/., 1995).

Nossos resultados mostraram que 65% (26/40) e 57.5% (23/40) das lesões

estudadas apresentaram polissomia 7 e 10, respectivamente. Diferentes genes

relacionados com a proliferação ou com a função tiroideana encontram­se

mapeados nesses cromossomos, tais como o do epidermal growth factor receptor

(EGFR), da transforming sequence thyroid 1 (TST1), do thyroid stimulating

hormone receptor­like 3 (TSHRL3), da quinase cell division cycle 2 (CDC2), além

dos protoncogenes METe do c­erb A e ra1 que codofica proteínas com diferentes

propriedades de ligação do T3 (Miyajima et a/., 1989; Simpson & Cann, 1991; Tsui

et al., 1994). Assim, as aneussomias 7 e 10 podem estar relacionadas com o

mecanismo das doenças tiroideanas através de genes envolvidos com a

proliferação celular.

A trissomia do cromossomo 7 é frequentemente observada em células

cultivadas de tumores malignos da tiróide (Roque et a/., 1998) e de outros órgãos

e, em alguns casos, tem sido correlacionada com prognóstico sombrio (Jordan et

al., 1989; Berrozpe et al., 1990; Presti et al!., 1991, Jones et al., 1994, Diebold et

al., 1996, Testa et al.; 1997). Essa trissomia também é detectada em lesões

benignas tais como hiperplasias e adenomas tiroideanas (Gama et al., 1991;
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Beige et al.,, 1998a), pólipos colônicos (Longy et a/., 1990), artrite reumatóide

(Mertens et a/., 1993), esteatose hepática (Bardi et al!., 1992), pielonefrite crônica

(Elfving et a/., 1990) e placas ateroscleróticas (Vanni et a/., 1990). Como tem sido

observada em células aparentemente normais de vários tecidos (Lee et al., 1987,

Heim et a/., 1989, Elfving et a/., 1990; Knuutila et a/., 1995) seu papel no processo

neoplásico tem sido questionado.

A maioria dos tumores em que a trissomia 7 é observada como alteração

clonal apresenta também outros clones citogeneticamente não relacionados que

parecem ser originados de células sem cópias extras do cromossomo 7. Esse

mosaicismo sugere policlonalidade e instabilidade genética causada por mutação
envolvida na tumorigênese, sendo a trissomia 7 apenas uma alteração neutra que

resulta em vantagens proliferativas (Johansson et a/., 1993). Outras interpretações

referem que essa aneuploidia na verdade está presente em células distintas do

parênquima tumoral ou representa um artefato de cultura em decorrência de

pressões seletivas das condições in vitro (Kovacs & Brusa, 1989; Johansson et al.,

1993). Por outro lado, o fato de preparações citogenéticas diretas e núcleos

interfásicos submetidos à técnica de hibridização in situ fluorescente exibirem essa

anomalia torna essa última hipótese pouco provável (Hermann & Lalley, 1992;

Emanuel et al!., 1992; Jones et al., 1994 e o presente trabalho).

De acordo com Huebner et a/. (1989), o processo de diferenciação celular é
caracterizado por rearranjos genômicos específicos que ativam ou desativam

genes envolvidos nesse processo. Segundo essa hipótese, a trissomia 7 poderia

representar um rearranjo necessário para a diferenciação de vários tipos celulares.

Entretanto, pelo menos no caso da tiróide, esse não parece ser o caso pois
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amostras de glândulas normais estudadas pelo presente trabalho não revelaram

essa aneussomia.

Em relação à monossomia 17, alguns poucos trabalhos da literatura

observaram perda desse cromossomo em carcinomas medulares e foliculares

(Wuster­Hill et a/., 1986; Teyssier et a/.,, 1990) e em adenomas (Antonini et al,

1993; Belge et al., 1998a) e, mesmo assim, geralmente associada a várias outras

alterações numéricas. A sua trissomia bem como a trissomia 10 também é

raramente citada e, muitas vezes, em células hiperdiplóides (Gama et al., 1991;

Roque et a/., 1993; Belge et a/., 1998).

O pareamento homólogo do cromossomo 17 em núcleos interfásicos tem
sido relatado em tecidos normais de cérebro e de próstata, resultando em um

único sinal após a utilização da técnica de FISH e em falsa monossomia (Arnoldus

et al., 1991, Brown et a/., 1994). Um fenômeno similar pode ter acontecido em

alguns dos tumores estudados no presente trabalho. No entanto, durante as

análises realizadas, os tamanhos dos sinais observados foram criteriosamente

comparados entre si, de modo que os núcleos que apresentavam um único sinal

com o dobro do tamanho daqueles observados nas demais células foram

considerados diplóides.

O cromossomo 17 apresenta genes supressores de tumor envolvidos no

processo neoplásico, tais como o TP53 (Isobe et a/., 1986) e o BCRA1 (Wertheim

et al., 1996). Alterações do gene TP53 têm sido descritas exclusivamente nas

formas indiferenciadas e anaplásicas do câncer tiroideano (Ito et al., 1992;

Nakamura et al., 1992; Donghi et a/., 1993; Fagin et al/., 1993; Pollina et al., 1996;

Nikiforov et al/., 1996; Grebe et al/., 1997) ou em regiões menos diferenciadas
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desses tumores (Nakamura et al, 1992). Essas obsevações indicam que a

expressão da proteína p53 pode ser correlacionada com perda das propriedades

de diferenciação do tireócito e comportamento agressivo e invasivo dos

carcinomas (Moretti et a/., 1997). Em concordância com essa hipótese, nossos

resultados mostraram monossomia 17 em apenas dois tumores malignos

associados a tiroidite de Hashimoto tumores esses que apresentavam grandes

diâmetros ou áreas pobremente diferenciadas e metástases. Aparentemente, uma

outra correlação entre os dados citogenéticos e histopatológicos foi observada no

grupo das hiperplasias. Entre elas, aquelas com diâmetros menores não exibiram

qualquer uma das alterações cariotípicas investigadas, sugerindo a presença de

outros eventos nos estágios mais iniciais dessas lesões.

Esses dados mostram que a técnica de FISH pode auxiliar no entendimento

do comportamento clínico e biológico das lesões tiroideanas. Além disso, pode

também representar uma nova estratégia para o desenvolvimento de novos

critérios para diferenciação de nódulos benignos daqueles com potencial maligno

e prognóstico sombrio.
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V. RESUMO

Os nódulos tiroideanos são frequentes no homem e constituem uma ampla

gama de condições que variam desde lesões benignas, como os bócios e

adenomas, até tumores malignos incluindo os carcinomas diferenciados e

anaplásicos. Em muitos casos, os nódulos neoplásicos são adenomas e, menos

frequentemente, são diagnosticados como carcinomas.

Dados recentes sugerem que as lesões tiroideanas não representam

entidades independentes mas diferentes etapas de uma sequência histológica —

desde células foliculares normais, bócios e adenomas até carcinomas papilares,

foliculares ou anaplásicos. De fato, algumas lesões benignas e malignas

apresentam as mesmas anomalias citogenéticas que podem desempenhar um

importante papel na patogênese dessas lesões.

O presente trabalho analisou núcleos isolados de 20 amostras de tecidos

tiroideanos frescos (10 tiróides normais e 10 bócios) e 30 amostras arquivadas em

parafina (10 bócios, 10 adenomas, 7 carcinomas papilares e 3 foliculares)

utilizando a técnica de hibridação in situ fluorescente (FISH) com sondas

centroméricas para os cromossomos 7, 10 e 17.

As análises realizadas mostraram aberrações cromossômicas em 60­70%

(6/10 frescos e 7/10 arquivados) dos bócios, em 90% (9/10) dos adenomas e em

100% (10/10) dos carcinomas papilares ou foliculares. Nenhuma alteração foi

observada nos tecidos tiroideanos normais analisados. As frequências de

aneussomias foram aparentemente similares nas amostras frescas e emblocadas

de bócios e menor do que nas neoplasias benignas ou malignas. Esses achados
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estão de acordo com a hipótese de que durante o desenvolvimento neoplásico

ocorre aumento da instabilidade genética.

Nossos resultados mostraram que 65% (26/40) e 57.5% (23/40) das lesões

estudadas apresentaram polissomia 7 e 10, respectivamente. Diferentes genes

relacionados com a proliferação ou com a função tiroideana encontram­se

mapeados nesses cromossomos. Assim, cópias extras de tais genes podem estar

envolvidas no mecanismo das doenças tiroideanas e da transformação maligna

estimulando a divisão celular.

A monossomia do cromossomo 17 foi observada em dois carcinomas. O

cromossomo 17 apresenta genes supressores de tumor envolvidos no processo

neoplásico, tais como o TP53 e o BCRAT. Alterações do gene TP53 têm sido

descritas exclusivamente nas formas indiferenciadas e anaplásicas do câncer

tiroideano ou em regiões menos diferenciadas desses tumores. Essas

observações indicam que a expressão da proteína p53 pode ser correlacionada

com perda das propriedades de diferenciação do tireócito e comportamento

agressivo e invasivo dos carcinomas. Em concordância com essa hipótese,

nossos resultados mostraram monossomia 17 em apenas dois tumores malignos

associados a tiroidite de Hashimoto e exibindo diâmetros grandes ou áreas

pobremente diferenciadas e metástases.

Esses dados mostram que a técnica de FISH pode auxiliar no

entendimento do comportamento clínico e biológico das lesões tiroideanas. Além

disso, pode também representar uma nova estratégia para o desenvolvimento de

novos critérios para diferenciação de nódulos benignos daqueles com potencial

maligno e prognóstico sombrio.
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VI. SUMMARY

Nodules in the thyroid gland are frequent in man and constitute a wide

variety of conditions which range from benign lesions as goiters and adenomas to

malignant tumors including differentiated and anaplastic carcinomas. In most

cases, the neoplastic nodules are adenomas and, less commoniy, are diagnosed

as carcinomas.

There are recent data suggesting that thyroid lesions do not represent

independent entities but different steps of a histologic sequence — from normal

follicular cell to goiter or adenoma to follicular or papillary carcinoma to anaplastic

carcinoma. In fact, some benign and malignant lesions share the same cytogenetic

abnormalities which might play an important role in the pathogenesis of these

conditions.

In the present study, fluorescence in situ hybridization (FISH) staining were

performed on noncultured samples using biotinylated centromere specific probes

for chromosomes 7, 10 and 17 we analyzed formalin­fixed, paraffin­embedded

samples from 10 goiters, 10 adenomas, 7 papillary and 3 follicular carcinomas,

and fresh samples from 10 goiters and 10 normal thyroid tissues.

Our FISH results showed chromosomal aberrations in 60­70% (6/10 fresh

and 7/10) of the goiters, in 90% (9/10) of the adenomas and in 100% (10/10) of the

papillary or follicular carcinomas, but no numerical aberration in normal thyroid

gland. Aneusomy frequencies were apparently similar in fresh and paraffin

embedded goiter samples and lower than in benign or malignant neoplasias. |f

such neoplastic and nonneoplastic nodules do represent related steps of a
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continuous process these findings are in agreement with the notion that, during

neoplastic development, genetic instability commoniy increases.

Our results revealed that 65% (26/40) and 57.5% (23/40) of thyroid lesions
showed polysomy 7 and 10, respectively. Different genes are located on such

chromosomes and related to cell proliferation or thyroid function. Thus, extra

copies of such genes may be connected with the mechanism of thyroid diseases

and with malignant transformation by stimulating cel! growth.

A diminished number of signal for chromosome 17 was observed in two

carcinomas. Chromosome 17 contains known and suspected tumor suppressor

genes that have been implicated in the neoplastic process, including TP53 and

BRCAT1 genes. Alterations of TP53 gene in thyroid neoplasia have been found

almost exclusively in poorly differentiated and anaplastic thyroid carcinomas.

These observations indicate that abnormal p53 protein expression may be

correlated to the loss of the differentiated properties of the thyrocyte and to high

invasive and agressive behavior of thyroid carcinomas. In agreement with this

hypothesis, our results revealed monosomy 17 in only two papillary carcinomas

associated with Hashimoto's thyroiditis showing large diameters or poorly

differentiated areas and metastasis.

Our findings suggest that FISH analysis may help in the understanding of

biological and clinical behaviors of thyroid neoplastic lesions. In addition, it might

also be valuabe for developing new diagnostic criteria and for differentiating

harmless thyroid nodules from those carring cancerous potential and poor

prognose.
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