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Resumo

Gerhard R. Avaliagdo do papel diagnostico e prognostico da expressao
imunoistoquimica de NDRG 1, Osteonectina, VEGF-A, VEGF-C, Flk-1/KDR, HIF-1a
e Galectina-3 em espécimes tireoideanos por tissue microarrays [tese]. Sdo Paulo:
Faculdade de Medicina, Universidade de Sao Paulo; 2009. 164p

INTRODUCAO: O crescimento e a progressdo de diversos tipos de tumores
dependem da angiogénese, isto €, a forma¢ao de novos vasos sanguineos. Fatores da
familia do VEGF (VEGF-A, VEGF-C, Flk-1/KDR) sao potentes mediadores da
angiogénese e niveis elevados destes fatores podem ser detectados em varios tumores
humanos. Outras proteinas como NDRGI, osteonectina, HIF-la e galectina-3
encontram-se associadas, de modo indireto, a angiogénese. METODOS: O objetivo
deste estudo foi analisar a expressao imunoistoquimica de NDRGI1, osteonectina,
VEGF-A, VEGF-C, Flk-1/KDR, HIF-1a e galectina-3 em 265 lesdes benignas e
malignas da tiredide por tissue microarray (TMA), incluindo tire6ide normal, bécio,
adenoma folicular, carcinoma papilifero, carcinoma folicular e metastases de
carcinoma papilifero e folicular da tiredide. Laminas em diferentes niveis do bloco
de TMA foram submetidas a reacdo imunoistoquimica utilizando-se anticorpos
especificos contra NDRGI, osteonectina, VEGF-A, VEGF-C, Flk-1/KDR, HIF-1a,
galectina-3. Foi realizada uma avaliagdo semiquantitativa da expressdo destas
proteinas, analisando-se a intensidade de coloracdo e a porcentagem de células
positivas para cada marcador. RESULTADOS: De um modo geral, a expressao de
NDRGI, osteonectina, VEGF-A, VEGF-C, Flk-1/KDR, HIF-1a e galectina-3 foi
maior nos carcinomas de tiredide em relacdo ao bocio e adenoma folicular. Dentre as
proteinas estudadas, a galectina-3 foi aquela que apresentou melhor acuricia
diagnostica na distingdo entre lesdes benignas e malignas da tiredide, com uma
sensibilidade 64,1% e especificidade de 94,4%. Nos carcinomas de tiredide, a
expressao de NDRG1, VEGF-A, VEGF-C e HIF-1a apresentou correlagdo estatistica
significativa com estadio TNM mais avancado e alto risco pelo método AMES. A
analise multivariada revelou que a idade > 45 anos, o tamanho tumoral maior do que
4,0 cm, o estadio IV do TNM e a perda de expressdo de galectina-3 foram fatores
que contribuiram para a recorréncia ou Obito em pacientes com carcinoma de
tiredide. CONCLUSOES: Nos carcinomas de tiredide, a expressio de NDRGI,
VEGF-A, VEGF-C, HIF-1a se correlacionou com tumores mais avancados. Com
excecdo da galectina-3, nenhuma das proteinas estudadas apresentou impacto na
sobrevida dos pacientes com carcinoma de tire6ide. Nestes pacientes, a perda de
expressao de galectina-3 foi um fator de risco para recorréncia ou dbito.

Descritores:  1.Glandula  tiredide 2.Neoplasias da glandula tiredide
3.Imunoistoquimica 4.Agentes moduladores da Angiogénese 5.Andlise serial de
tecidos



Summary

Gerhard R. Study of the diagnostic and prognostic role of immunohistochemical
expression of NDRGI, osteonectin, VEGF-A, VEGF-C, Flk-1/KDR, HIF-lo. and
galectin-3 in thyroid specimens by tissue microarray. [Thesis]. Sdo Paulo: Faculdade
de Medicina, Universidade de Sao Paulo; 2009. 164p.

INTRODUCTION: The growth and progression of different types of tumors depend
on angiogenesis, i.e., the formation of new blood vessels. Members of the VEGF
family (VEGF-A, VEGF-C, Flk-1/KDR) are potent mediators of angiogenesis and
elevated levels of these factors can be detected in various human tumors. Other
proteins such as NDRGI, osteonectin, HIF-1la and galectin-3 are indirectly
associated with angiogenesis. METHODS: The objective of this study was to
investigate the immunohistochemical expression of NDRG1, osteonectin, VEGF-A,
VEGF-C, Flk-1/KDR, HIF-1a and galectin-3 in 265 benign and malignant thyroid
lesions by tissue microarray (TMA), including normal thyroid, goiter, follicular
adenoma, papillary carcinoma, follicular carcinoma, and papillary and follicular
thyroid carcinoma metastases. Slides obtained from different levels of the TMA
block were submitted to immunohistochemistry using specific antibodies against
NDRGI, osteonectin, VEGF-A, VEGF-C, Flk-1/KDR, HIF-1a, and galectin-3. The
expression of these proteins was analyzed semiquantitatively, evaluating the intensity
of staining and the percentage of positive cells for each marker. RESULTS: In
general, the expression of NDRGI, osteonectin, VEGF-A, VEGF-C, Flk-1/KDR,
HIF-1a and galectin-3 was higher in thyroid carcinomas when compared to goiter
and follicular adenoma. Among the proteins studied, galectin-3 presented the best
diagnostic accuracy in the distinction between benign and malignant thyroid lesions,
with a sensitivity of 64.1% and specificity of 94.4%. In thyroid carcinomas, the
expression of NDRG1, VEGF-A, VEGF-C and HIF-1a was significantly correlated
with a more advanced TNM stage and AMES high risk. Multivariate analysis
revealed that age > 45 years, tumor size > 4.0 cm, TNM stage IV and loss of
expression of galectin-3 were associated with recurrence or death in patients with
thyroid carcinoma. CONCLUSIONS: In thyroid carcinomas, the expression of
NDRGI1, VEGF-A, VEGF-C and HIF-1a is correlated with more advanced tumors.
Except for galectin-3, none of the proteins studied had an impact on the survival of
patients with thyroid carcinoma. In these patients, loss of expression of galectin-3
was a risk factor for recurrence or death.

Descriptors: 1.Thyroid gland 2.Thyroid neoplasms  3.Immunohistochemistry
4.Angiogenesis modulating agents 5.Tissue array analysis



1. INTRODUCAO

Embora represente menos de 1% de todos os tumores malignos, o cincer de
tiredide ¢ o tumor maligno mais comum do sistema endoécrino, com taxas de
incidéncia global variando de 0,5 a 10 casos por 100.000 habitantes (DeLellis et al.,
2004). No Brasil, a taxa de incidéncia de cancer de tiredide foi analisada num
periodo de 20 anos (1980 a 1999) e variou, entre os homens, de 0,7 a 3,0 casos por
100.000 habitantes e, nas mulheres, de 0,8 a 10,9 casos por 100.000 habitantes, nas
cidades de Belém e Sao Paulo, respectivamente (Coeli et al., 2005). Para o ano de
2008, eram esperados cerca de 1,44 milhdes de novos casos de cancer invasivo nos
EUA, incluindo 37.340 casos novos de cancer de tiredide, dos quais 28.410

ocorreriam apenas em mulheres (Jemal et al., 2008).

Os tumores malignos da glandula tiredide compreendem um grupo heterogéneo
de neoplasias que apresentam caracteristicas clinico-patologicas distintas. Os
tumores epiteliais sdo os mais freqiientes, sendo que o carcinoma que se origina do
epitélio folicular corresponde a cerca de 90 a 95% dos carcinomas de tiredide. Em
geral, os carcinomas derivados do epitélio folicular sdo indolentes e potencialmente
curdveis por tratamento cirurgico, com ou sem radioiodoterapia. Apenas uma
pequena fracdo destes tumores apresenta um comportamento clinico mais agressivo e

ndo responde ao tratamento usual (DeLellis et al., 2004; Kondo et al., 2006).



1.1 Patogénese molecular do ciancer de tiredide

De acordo com achados clinicos e critérios morfoldgicos (histologicos) bem
estabelecidos, os carcinomas tireoideanos derivados do epitélio folicular podem ser
classificados como carcinomas bem diferenciados (incluem os carcinomas papilifero
e folicular), pouco diferenciados e indiferenciados (ou anaplésicos). Evidéncias
clinico-patologicas sugerem uma progressao tumoral do cancer de tiredide a partir de
um carcinoma bem diferenciado (papilifero ou folicular), progredindo para um
carcinoma pouco diferenciado e, finalmente, evoluindo para uma forma clinicamente
mais agressiva ¢ histologicamente menos diferenciada, isto é, o carcinoma
indiferenciado da tiredide. Alteragdes moleculares distintas ou prevalentes em um ou
outro destes tumores também suportam o modelo de progressao tumoral no cancer de

tiredide (DeLellis et al., 2004; Nikiforov, 2004; Kondo et al., 2006).

O carcinoma papilifero ¢ a neoplasia maligna mais comum da glandula tire6ide
e corresponde a cerca de 90% dos casos de cancer de tiredide. Este tumor ¢
constituido por células foliculares bem diferenciadas que apresentam alteragdes
nucleares tipicas (fendas e pseudoinclusdes nucleares, cromatina em “vidro fosco” e
irregularidade da membrana nuclear), bem como padrdes arquiteturais variados como
a formagdo de papilas (padrao classico, o mais comum) ou foliculos (variante
folicular) ou, ainda, aspectos citoldgicos diversos como a presenga de células
oncociticas (variante oncocitica) ou de células altas (variante de células altas). Os
microcarcinomas papiliferos sdo tumores menores do que 1,0 cm na sua maior

dimensdo, geralmente sdo ocultos e podem ser encontrados em até 30% das



glandulas tiredides examinadas em necropsias. A maioria dos carcinomas papiliferos
ocorre em adultos entre 20 ¢ 50 anos de idade, sendo mais comuns em mulheres

(DeLellis et al., 2004; Kondo et al., 2006).

Uma das anormalidades genéticas mais comuns do carcinoma papilifero envolve
o proto-oncogene RET (rearranged during transfection), que codifica um receptor
tirosina-quinase transmembrana normalmente expresso no sistema nervoso em
desenvolvimento. No carcinoma papilifero, as anormalidades do gene RET ocorrem
devido a rearranjos cromossomicos que levam a fusdo do seu dominio tirosina-
quinase com seqiiéncias terminais 5" de genes heterdlogos expressos nas células
foliculares, resultando na formagdao de oncogenes e proteinas quiméricas
denominadas RET/PTC (rearranged during transfection/papillary  thyroid
carcinoma). Foram descritas varias quimeras RET/PTC, sendo que as mais
freqlientes envolvem os genes H4 e ELE] e sdo denominadas RE7/PTCI (60 a 70%
dos casos) e RET/PTC3 (20 a 30% dos casos), respectivamente. Os rearranjos
RET/PTC s3o mais comuns nos carcinomas papiliferos classicos, nos
microcarcinomas papiliferos e em pacientes mais jovens (50 a 60% dos pacientes

pediatricos) (Kondo et al., 2006; Santoro et al., 2006; Ciampi, Nikiforov, 2007).

Mutagdes somadticas do gene BRAF tém sido reconhecidas como uma das
alteracdes genéticas mais comuns do carcinoma papilifero de tire6ide em adultos (29
a 69% dos casos). O gene BRAF codifica uma serina/treonina quinase citoplasmatica
(BRAF) que pertence a familia das proteinas RAF (ARAF, BRAF, CRAF). BRAF ¢ a

isoforma predominante nas células foliculares da tiredide. Dentre as mutagdes do



gene BRAF em tiredide, a mutacio puntiforme BRAF *’F ¢ a mais frequente e mais
comumente detectada no carcinoma papilifero classico, nos microcarcinomas
papiliferos e nas variantes de células altas e oncocitica. Tal mutagdo corresponde a
transversdao de timina para adenina no nucleotideo 1799 do exon 15 do gene BRAF,
resultando na substitui¢do do aminodcido valina por glutamato no residuo de nimero
600 da proteina correspondente (V600OE). Mutagdes do gene BRAF sdo raras em
carcinomas papiliferos de pacientes jovens, tanto em sua forma esporadica, quanto
aquelas associadas com exposicdo a radiacdo ionizante. (Kimura et al., 2003;
Nikiforova et al., 2003; Sobrinho-Simdes et al., 2005; Kondo et al., 2006; Ciampi,

Nikiforov, 2007).

Outras anormalidades genéticas do carcinoma papilifero da tiredide incluem
mutacgoes dos proto-oncogenes da familia RAS e rearranjos do gene NTRK1 (Segev et
al., 2003a; Sobrinho-Simdes et al., 2005; Kondo et al., 2006). As alteracdes genéticas
acima descritas - mutacdes dos genes RAS e BRAF e rearranjos dos genes RET e
NTRK1 - resultam na ativacdo constitutiva das proteinas efetoras envolvidas na via
de sinalizacdo da MAPK (mitogen-activated protein kinase), propiciando a
transformagdo maligna da célula tireoideana para o carcinoma papilifero. Tais
alteracdes genéticas encontram-se presentes em mais de 70% dos carcinomas
papiliferos da tireéide, porém raramente se superpde, ou seja, tumores que
apresentam qualquer uma destas alteracdes geralmente ndo apresentam as demais

(Kondo et al., 2006; Ciampi, Nikiforov, 2007).



A variante folicular do carcinoma papilifero apresenta algumas peculiaridades
genéticas que o diferem do carcinoma papilifero classico. Cerca de 7% dos casos
apresentam uma mutacio BRAF especifica, denominada BRAF*"'*, que ndo ¢
observada na forma cldssica ou em outras variantes do carcinoma papilifero. Além
disso, nota-se uma maior freqiiéncia de muta¢des dos proto-oncogenes RAS nesta
variante quando comparada a sua forma classica (Sobrinho-Simdes et al., 2005). Por
outro lado, muta¢des BRAF' %" ¢ rearranjos RET/PTC séo raras na variante folicular
quando comparadas ao carcinoma papilifero classico (Santoro et al., 2006; Ciampi,

Nikiforov, 2007).

O carcinoma folicular corresponde a cerca de 10% dos canceres da tiredide. Este
tumor ¢ formado por células foliculares bem diferenciadas que ndo apresentam
alteragdes nucleares tipicas do carcinoma papilifero e que se dispde em arranjo
folicular, s6lido ou trabecular. A maioria dos carcinomas foliculares ¢ encapsulada e
a presenga de infiltragdo capsular e/ou invasdo vascular distingue estes tumores dos
adenomas foliculares. Um tumor com infiltragdo capsular e/ou invasdo vascular
limitada ¢ classificado como carcinoma folicular minimamente invasivo; enquanto
que o carcinoma folicular extensamente invasivo ¢ aquele que apresenta, ao exame
histologico, infiltragdo capsular e invasdo vascular disseminada. A variante
oncocitica do carcinoma folicular ¢ constituida predominantemente por células
oncociticas (células de Hiirthle). Os carcinomas foliculares ocorrem mais
freqlientemente na quinta década de vida e s3o mais comuns em mulheres (DeLellis

et al., 2004; Kondo et al., 2006).



Os adenomas e carcinomas foliculares da tiredide sdo freqlientemente
aneuploides e exibem uma alta prevaléncia de perda de heterozigose que envolve
varios cromossomos. Por outro lado, a grande maioria dos carcinomas papiliferos da
tiredide sao diploides ou quasi-diploides e apresentam uma menor freqiiéncia de
perda de heterozigose. Portanto, as neoplasias foliculares (adenomas e carcinomas)
se caracterizam por uma maior instabilidade cromossomica quando comparadas aos
carcinomas papiliferos da tiredide (Sobrinho-Simdes et al., 2005, Kondo et al.,
2006). Em comparagdao aos carcinomas papiliferos, as muta¢des puntiformes dos
proto-oncogenes N-RAS e H-RAS sdo mais freqiientes nos adenomas e carcinomas
foliculares (até 50% dos casos) e possivelmente estdo relacionadas com a maior

instabilidade cromossdmica destes tumores (Sobrinho-Simoes, 2005).

A translocacao t(2;3)(q13;p25) resulta na fusao dos genes PAXS e PPARy e foi
descrita em adenomas e carcinomas foliculares da tiredide (Marques et al., 2002;
Lacroix et al., 2004). PAXS (paired-box gene 8) ¢ um fator de transcrigao envolvido
na regulagdo da expressao de genes que sdo importantes para o desenvolvimento e
funcdo normal da glandula tiredide, tais como TG (thyroglobulin), TPO (thyroid
peroxidase) e NIS (Na/l symporter). PPARy (peroxisome proliferator-activated
receptor-y) ¢ um membro da familia de receptores nucleares hormonais esterdides
que se encontra relacionado ao metabolismo da glicose, ao desenvolvimento do
tecido adiposo e a inibi¢do da proliferacdo celular (Fajas et al., 2001; Kondo et al.,
2006). O rearranjo PAXS8-PPARy resulta numa oncoproteina que provavelmente
promove a tumorigénese em tiredide ao inibir a atividade transcricional da forma

selvagem do fator PPARY (Kroll et al., 2000).



Os carcinomas pouco diferenciados da tiredide sao tumores que se originam do
epitélio folicular e exibem padrdoes de crescimento sélido, trabecular ou insular,
sendo freqliente o encontro de figuras de mitose, necrose e invasao vascular. Tais
tumores podem se originar de um carcinoma bem diferenciado da tiredide.
Metéstases linfonodais ou a distancia sdo freqiientes em pacientes com carcinoma
pouco diferenciado da tiredide. J4 os carcinomas indiferenciados (ou anaplasicos) da
tiredide sdo tumores extremamente raros € agressivos que geralmente acometem
pacientes acima dos 60 anos de idade. Estes tumores exibem extensa invasao loco-
regional e se caracterizam por células fusiformes, células “escamdides” ou células
gigantes pleomorficas. Mitoses atipicas e necrose sdo freqiientes. Os carcinomas
indiferenciados também podem estar associados com carcinomas bem diferenciados
(carcinoma papilifero ou folicular) ou pouco diferenciados da tiredide (DeLellis et

al., 2004; Kondo et al., 20006).

Nikiforova et al. (2003) observaram que os carcinomas papiliferos com
mutacoes do gene BRAF encontravam-se em estadios mais avangados e
apresentavam maior extensao tumoral extra-tireoideana se comparados aos tumores
do mesmo tipo histologico desprovidos destas mutagdes. Mutagdes do gene BRAF
também foram detectadas em carcinomas pouco diferenciados (13% dos casos) e
indiferenciados (10% dos casos) da tiredide e, ao exame histoldgico, os tumores
positivos para estas mutagdes apresentavam areas de carcinoma papilifero, sugerindo
uma progressao tumoral a partir de um tumor bem diferenciado para tumores mais
agressivos (Nikiforova et al., 2003). Garcia-Rostan et al. (2003) demonstraram que

mutagdes dos proto-oncogenes RAS sdo mais comuns nos carcinomas pouco



diferenciados da tiredide e, possivelmente, estdo associadas a progressao tumoral em
tiredide. O gene supressor tumoral p53 codifica um fator de transcri¢ao que atua na
regulacao do ciclo celular, reparo do DNA e apoptose. Mutagdes deste gene induzem
instabilidade genomica e estdo envolvidas na tumorigénese e progressao tumoral da
maioria dos tumores humanos (Hanahan, Weinberg, 2000). Em tire6ide, mutacdes do
gene p53 sdo raras nos carcinomas bem diferenciados (0 a 9% dos casos) e
freqlientes nos carcinomas pouco diferenciados (17 a 38% dos casos) e
indiferenciados (67 a 88% dos casos). Além disso, mutacdes deste gene sdo restritas
apenas as areas indiferenciadas em tumores que também apresentam areas
histologicamente bem diferenciadas. Estes dados sugerem que a inativacdo de p353
esta envolvida com a progressao tumoral em tiredide (Nikiforov et al., 2004, Kondo

et al., 20006).



1.2 Angiogénese

A formacdo de novos vasos sanguineos a partir de uma rede vascular pré-
existente ¢ denominada angiogénese. No inicio deste processo, ocorre a protedlise da
matriz extracelular adjacente a rede vascular, acompanhada pela migracdo e
proliferagcao de células endoteliais. Estas se agrupam e formam novos brotos
vasculares a partir dos vasos originais. Numa etapa subseqiiente, ocorre a
remodelagdo e maturagdo dos novos vasos, no qual novos elementos sdo
incorporados a parede vascular. A forga exercida pelo fluxo sanguineo sobre a parede
vascular recém-formada induz alteragOes na interacdo entre as células endoteliais e
entre estas € a matriz extracelular. Modificacdes da composicao da membrana basal e
da matriz extracelular, bem como a migracao e diferenciagdo dos pericitos ¢ das
células musculares lisas, determinam a maturacao ¢ estabilidade dos novos vasos

(Risau, 1997).

Em condigdes fisiologicas, a angiogénese € um processo transitorio e finamente
regulado. Diversos fatores pré e anti-angiogénicos regulam as atividades das células
endoteliais durante as diferentes etapas da angiogénese. O aumento da demanda por
oxigénio (Oy) ¢ um estimulo para a formag¢do de novos vasos nos tecidos em
crescimento. Nos tecidos em que hd uma diminuicdo da difusdo de O,, o principal
mecanismo que controla a expansdo do leito vascular consiste na ativacdo de
determinados fatores de transcricdo conhecidos como fatores induzidos por hipdxia
ou HIFs (hypoxia-inducible factors). Estes fatores induzem a expressdo de varios

genes relacionados a angiogénese como, por exemplo, os genes da familia dos
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fatores de crescimento endotelial ou VEGF (vascular endothelial growth factor)

(Carmeliet, 2003; Semenza, 2007).

A acdo pardcrina de VEGF sobre o leito vascular quiescente leva a ativagao das
células endoteliais, promovendo a sua migragcdo e proliferacdo. A dissolucdo de
moléculas relacionadas as jungdes celulares (caderina, ocludina), a expressdao de
novos tipos de integrinas e alteragdes da matriz extracelular, como uma matriz rica
em fibronectina e fibrina, favorecem a migracao das células endoteliais. Além disso,
a secrecao de enzimas (proteinases) que degradam a matriz extracelular (uroquinase,
metaloproteinases, heparinases) facilita a invasdo das células endoteliais e a
formacgdo de novos brotos vasculares (Carmeliet 2003; Hicklin, Ellis, 2005). Outros
fatores angiogénicos promovem a maturacdo e estabilidade dos vasos recém-
formados. Fatores como PDGF (platelet-derived growth factor) e TGF-B
(transforming growth factor-f) promovem o recrutamento e diferenciagcdo de células
musculares lisas que se incorporam a parede vascular, enquanto que a angiopoietina-
1 aumenta a adesao entre as células endoteliais ao atuar sobre as moléculas de junc¢ao

celular (Risau, 1997; Carmeliet, 2003).

As proteinases também provocam a liberacdo de moléculas que se encontram
ligadas a matriz extracelular, incluindo fatores pr6 (TGF-f e fator de crescimento de
fibroblastos, FGF ou fibroblast growth factor) e anti-angiogénicos (trombospondina-
1, endostatina, angiostatina). Ao promover a estabilidade dos novos vasos e inibir a
proliferacdo vascular, os fatores anti-angiogénicos determinam a resolu¢do do

processo angiogénico. A agdo coordenada de fatores pro e anti-angiogé€nicos revelam
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que ha uma regulagdo balanceada destes fatores durante a angiogénese. Em vasos
imaturos, uma quantidade insuficiente de fatores pro-angiogénicos leva a ruptura e
sangramento, com conseqiiente redu¢do do fluxo sanguineo e regressao ou involucao

vascular (Carmeliet, 2003).

A angiogénese esta presente em processos fisiologicos (como no ciclo ovariano
normal), mas também em diversas situacdes patoldgicas tais como condigdes
inflamatoérias (artrite, Glceras gastricas e duodenais, psoriase), disturbios vasculares
(retinopatia diabética, alteragdes secundarias a aterosclerose), malformagdes

vasculares (hemangiomas cavernosos) e cancer (Folkman, 1995).

Segundo Hanahan e Weinberg (2000), uma das alteragcdes essenciais associadas
ao cancer ¢ a angiogénese. Em suas fases iniciais, a maioria dos tumores nao possui a
capacidade de promover angiogénese e, conseqiientemente, estes sdo pequenos €
limitados como, por exemplo, os carcinomas in sifu. Portanto, uma condi¢do
necessaria para a expansao e crescimento tumoral ¢ a formagdo de novos vasos a
partir de uma rede vascular pré-existente. Desse modo, alguns tumores adquirem um
“fendtipo angiogénico”, promovendo a formagdo de novos vasos que suportem e
possibilitem a viabilidade das células tumorais, bem como das células do estroma

tumoral (Folkman, 1995; Hanahan, Folkman, 1996).

A aquisicdo do “fendtipo angiogénico” pela células tumorais ocorre
predominantemente por alteragdes do balango entre fatores pré e anti-angiogénicos

(Hanahan, Folkman, 1996). Varios tumores humanos exibem um aumento da
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expressao dos fatores VEGF e FGF em relacao ao tecido normal correspondente.
A trombospondina-1, um fator anti-angiogénico, ¢ expressa de modo constitutivo em
células normais e a sua expressdao ¢ controlada positivamente pelo gene pJ53.
A expressao de trombospondina-1 encontra-se diminuida em varios tumorais, os
quais também exibem perda de funcdo do gene p53 (Folkman, 1995; Hanahan,

Folkman, 1996, Hanahan, Weiberg, 2000).

A vascularizagdo da glandula tiredide encontra-se aumentada em diferentes
condigdes patologicas tais como tireoidites (tireoidite de Hashimoto, tireoidite de De
Quervain), doenca de Graves e cancer tireoideano. Os membros da familia do VEGF
sdo os principais fatores associados a angiogénese em doengas da tireodide.
O processo inflamatorio observado nas tireoidites se acompanha de aumento da
vascularizagdo e da permeabilidade vascular e as citocinas liberadas neste processo
modulam positivamente a expressao de VEGF. Os niveis séricos de VEGF sao
maiores em pacientes com carcinoma da tiredide em relacdo aos individuos com
tiredide normal ou bocio e, geralmente, se associam a um pior prognostico

(Ramsden, 2000; Klein, Catargi, 2007).



13

1.3 Biomarcadores em tireoide

Hé quase duas décadas, diversas proteinas e enzimas, bem como determinados
genes, t€m sido investigados como possiveis marcadores no diagndstico das lesdes
tireoideanas (Soares, Sobrinho-Simdes, 1995; Matsuo et al., 2004; Asa, 2005;
Cerutti, 2007). Por meio de diferentes métodos de estudo (imunoistoquimica,
métodos enzimaticos, reagao de polimerase em cadeia (PCR, polymerase chain
reaction), técnicas de hibridizacdo in situ), alguns destes potenciais marcadores t€ém
sido empregados ndo somente no diagndstico histoldgico, mas também na avaliagdo
pré-operatoria dos nodulos tireoideanos em material obtido por pungao aspirativa por

agulha fina (PAAF) (Segev, 2003).

Nao o uso isolado de um ou outro marcador, mas o emprego de uma
combinac¢do de varios marcadores tem sido a proposta para uma melhor avaliacdo
das lesdes e neoplasias foliculares da tiredide (Asa, 2005; Nakamura et al., 2006; Liu
et al., 2008). Cerutti et al. (2006) estudaram a expressao imunoistoquimica de quatro
marcadores - DDIT3 (DNA damage—inducible transcript 3), ARG2 (arginase II),
ITM1 (integral membrane protein 1), Clorf24 (chromosome 1 open reading frame
24) — em adenomas e carcinomas foliculares da tiredide. Os quatro marcadores
estudados foram efetivos na disting@o entre os dois tumores, com sensibilidade de até
100% para ITM1 e Clorf24. Neste estudo, os autores também investigaram a
expressdo dos mesmos marcadores em seis espécimes de PAAF de tiredide com
diagnéstico citoldgico suspeito. Os marcadores foram positivos nos esfregacos

citolégicos de dois espécimes com diagndstico histoldégico final de carcinoma



14

papilifero e variante folicular do carcinoma papilifero; e negativos em dois
espécimes com diagnostico final de bocio coldide e ndédulo hiperplasico. Um caso
cujo diagnostico histologico foi carcinoma medular mostrou positividade para
DDIT3 e ARG2 no espécime citologico correspondente. Em apenas um dos casos
(com positividade para os quatro marcadores) ndo houve comprovagao histoldgica,

pois o paciente nao foi submetido ao tratamento cirargico.

Vérios estudos utilizaram a metodologia do ¢cDNA microarray em tiredide e
encontraram uma grande variedade de genes diferencialmente expressos entre
tirebide normal, lesdes ndo neoplasicas e neoplasias benignas e malignas da
tire6ide (Wasenius et al., 2003; Barden et al., 2003; Mazzanti et al., 2004; Finley et
al., 2004; Aldred et al., 2004; Chevillard et al.,, 2004). Weber et al. (2005)
detectaram 80 genes diferencialmente expressos entre adenomas e carcinomas
foliculares da tiredide. Trés genes — CCND2 (cyclin D2), PCSK2 (protein
convertase 2), PLAB (prostate differentiation factor) - que apresentavam uma
maior diferenca de expressdao gé€nica entre estes tumores foram selecionados e
estudados pela técnica de RT-PCR (real time-PCR) quantitativa: nos carcinomas
foliculares, a expressao dos genes CCND2 e PCSK2 encontrava-se diminuida,
enquanto o gene PLAB encontrava-se superexpresso. Utilizando estes trés genes em
conjunto, os autores conseguiram diferenciar os carcinomas dos adenomas

foliculares com uma acuracia diagnostica de 96,7%.

Além dos ¢cDNA microarrays, estudos que utilizaram a metodologia de SAGE

(serial analysis of gene expression) também permitiram a andlise da expressdo de
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milhares de genes em diferentes tipos de tecidos e tumores, incluindo a glandula
tiredide normal e seus tumores (Paws et al., 2000; Cerutti et al., 2004). No entanto,
tais estudos geram enormes listas de genes que necessitam de validacao e selecao de
potenciais marcadores bioldgicos. Neste sentido, a tecnologia dos tissue microarrays
(TMAs) ¢ promissora, pois permite a analise de alteragdes moleculares em centenas
de espécimes teciduais, possibilitando a validagdo de potenciais marcadores
diagnosticos, progndsticos e preditivos de resposta ao tratamento. Esta técnica
permite, num uUnico experimento, a analise de um grande nimero de espécimes
teciduais que foram previamente fixados em formalina e incluidos em parafina
(Kallioniemi et al., 2001). Cortes histologicos seqiienciais de um unico bloco de
TMA podem ser submetidos a diferentes tipos de estudo, como, por exemplo, a
avaliagdo das caracteristicas morfologicas das células e tecidos, a andlise da
expressdo de proteinas através da técnica imunoistoquimica e a detec¢ao de
alteracdes cromossomicas através de técnicas de hibridizacdo in situ

(Kallioniemi et al., 2001).

Alguns estudos investigaram a expressdo imunoistoquimica de determinados
marcadores em lesdes benignas e malignas da tiredide por meio da técnica dos TMAs
(Hoos et al., 2002; Wasenius et al., 2003; Nakamura et al., 2006; Weinberger et al.,
2007). Utilizando esta técnica, Liu et al. (2008) observaram um aumento da
expressdo citoplasmatica de galectina-3, fibronectina-1, citoqueratina 19, HBME-1
(Hector Battifora mesothelial-1) e NIS em carcinomas papiliferos e foliculares da
tiredide. Ja a expressdo de PAARy e NIS (padrio de membrana) encontrava-se

diminuida nos carcinomas em relagdo as lesdes benignas da tiredide. Além disso, o
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uso de um painel imunoistoquimico constituido por uma combinagdo de dois destes
trés marcadores - galectina-3, fibronectina-1, NIS - revelou uma acuracia diagndstica
de 98% na diferenciagdo entre o adenoma folicular e os carcinomas (folicular,

papilifero classico e variante folicular do papilifero) de tiredide.

Neste estudo, lesdes benignas e malignas da tire6ide foram investigadas quanto
a expressdo imunoistoquimica de proteinas que poderiam estar associadas a
angiogénese, como NDRGI, osteonectina, fatores de familia do VEGF e seus

receptores (VEGF-A, VEGF-C e Flk-1/KDR), HIF-1a e galectina-3.
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1.4 NDRG1

N-myc downstream-regulated gene I (NDRGI) ¢ um membro da familia de
genes NDRG que codifica uma proteina (NDRG1) de 43 kD, composta por 394
aminoacidos (Kokame et al., 1996). NDRGI1 foi localizado no cromossomo humano
8924 e reconhecido pela primeira vez como um gene cuja mutagao estava associada a
uma neuropatia desmielinizante denominada sindrome de Charcot-Marie-Tooth tipo

4D (CMT 4D) (Kalaydjieva et al., 1996).

A expressao de NDRGI nos tecidos ¢ ubiqua: RNA mensageiro de NDRG1 foi
detectado numa variedade de tecidos incluindo tratos digestivo e respiratorio, figado,
pancreas, rins, 0rgaos reprodutores, placenta, musculo esquelético, coragdo e cérebro
(Kokame et al., 1996; Lachat et al., 2002). Por método imunoistoquimico verificou-
se que a proteina NDRGI1 encontra-se predominantemente expressa em células
epiteliais em diversos tecidos, enquanto que a sua expressio em células
mesenquimais ¢ endoteliais ¢ negativa (Lachat et al., 2002). Os outros membros da
familia NDRG — NDRG2, NDRG3, NDRG4 — sdao homologos ao gene NDRGI,
porém, ao contrario deste, ¢ provavel que apresentem func¢des tecido-especificas,
pois sdo expressos apenas em determinados tipos de tecido: NDRG2 ¢é expresso no
tecido muscular e cérebro de adultos; NDRG3 ¢ expresso no cérebro e testiculos;

NDRG4 ¢ expresso no coragdo e cérebro (Qu et al., 2002).

A expressao de NDRGI estd associada a parada do crescimento celular e

diferenciagdo celular terminal como, por exemplo, em células epiteliais escamosas
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das camadas mais superficiais da epiderme (Lachat et al., 2002). Durante a
embriogénese, em fases de proliferagao celular, a expressao de NDRGI ¢ reprimida
por N-Myc e ¢c-Myc (Shimono et al., 1999). Por outro lado, ligantes a fatores de
transcricdo envolvidos na diferencia¢do celular, tais como a vitamina D e o acido
retindico, inibem o crescimento e induzem a diferenciacao celular e a expressao de
NDRGI1 (Piquemal et al., 1999). Outros fatores tais como aumento da concentragao
intracelular de calcio, diminuicao da concentragao de glicose, hipoxia, dano ao DNA
e neoplasias também estdo associados a expressao de NDRG1 (Ellen et al., 2008).
Metais pesados (como o niquel, por exemplo) induzem hipdxia celular e a expressao
de varios genes responsivos a hipoxia, incluindo NDRG1 (Salnikow et al., 1999;

Cangul, 2004).

A indugdo de NDRGI1 por HIF-1a sugere que esta proteina desempenha um
papel importante na resposta a hipoxia em neoplasias, nas quais as células tumorais
encontram-se, quase sempre, em condigdes de hipoxia (Ellen et al., 2008). Cangul
(2004) observou um aumento da expressao imunoistoquimica da proteina NDRGI
numa variedade de tumores humanos (incluindo carcinomas da mama, rins, pulmoes,
prostata, bem como no melanoma e no glioblastoma multiforme) em comparagao aos
tecidos normais correspondentes. Os autores também constataram que a intensidade
de expressao de NDRGI era mais acentuada se comparada a da proteina HIF-1a nos
mesmos tipos de tumores. Provavelmente, esta diferenca de intensidade de expressao
ocorreria pela maior estabilidade da proteina NDRGI1 se comparada a HIF-1a
(Cangul, 2004). Reis et al (2005) analisaram 213.636 transcritos de tecidos normais e

tumorais da cavidade oral, laringe, faringe e tiredide detectados pela técnica de
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ORESTES (open reading frame expressed sequence tags). De 250 potenciais
marcadores selecionados neste estudo, trés (ZRF1, RAP140, NDRGI1) foram
analisados através de RT-PCR quantitativa em amostras de cavidade oral e laringe:
os autores detectaram aumento dos niveis de RNA mensageiro de NDRGI em 50%

dos tumores da cavidade oral.

NDRGI1 também foi caracterizado como um mediador das fungdes anti-
oncogénicas dependentes de p53. Stein et al. (2004) demonstraram que a expressao
de NDRGI1 induzida por p53 provocava uma diminui¢do da proliferagdo celular em
células tumorais de cancer pulmonar metastatico. No entanto, a participacao de
NDRGI na progressao tumoral e formagao de metastases ¢ controversa (Ellen et al.,
2008). Alguns estudos sugerem que a superexpressao de NDRGI reduz o potencial
metastatico das células tumorais (Guan et al., 2000; Bandyopadhyay et al, 2003),
enquanto outros associam o aumento da sua expressdo com tumores menos
diferenciados ou metastaticos, mais agressivos e de pior prognostico (Chua et al.,

2007; Nishio et al., 2008).
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1.5 Osteonectina

O gene SPARC (secreted protein, acidic, cysteine-rich, também conhecido
como osteonectina ou BM-40) pertence a uma familia de genes que codificam
proteinas ndo estruturais da matriz celular que regulam as interacdes célula-célula e
célula-matriz e que se encontram expressas durante a diferenciacdo e morfogénese
dos tecidos, bem como em processos de reparacdo e remodelagdo tecidual

(Yan, Sage, 1999; Clark, Sage 2008).

Ao contrario de outras proteinas que contribuem para a estabilidade estrutural da
matriz extracelular (coldgeno, laminina, fibronectina), a osteonectina possui
propriedades anti-adesivas determinando diminui¢ao da adesdo celular a matriz
extracelular e alteracdes do formato celular (Bradshaw, Sage, 2001). A osteonectina
¢ uma glicoproteina secretada por varios tipos de células e possui a capacidade
de interagir com varias moléculas, incluindo fatores de crescimento como
VEGF e TGF-f, fibras coldagenas, hidroxiapatita e ions de célcio, cobre e ferro

(Yan, Sage, 1999)

A expressdao imunoistoquimica de osteonectina encontra-se aumentada em
fibroblastos envolvidos em processos de reparagdo tecidual ou em associagdo a
neoplasias, em células de Sertoli e Leydig dos testiculos e em diversas neoplasias
malignas (Porter et al., 1995). Em tecidos que se encontram em reparagdo ou
remodelagdo, a funcdo da osteonectina parece estar relacionada com a regulagdo da

sintese de matriz extracelular e, através de alteracdes do citoesqueleto e formato
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celular, com a diminui¢do da adesividade celular a matriz, contribuindo com a
proliferacao e migragdo celular (Porter et al., 1995; Bradshaw, Sage, 2001).
A expressao de osteonectina ¢ dindmica, ocorrendo, por exemplo, em tecidos que
sofrem rapida diferenciagdo como o sistema hematopoiético ou em tecidos que
sdo submetidos a tensdo e remodelacdo continuas como o tecido Osseo

(Clark, Sage 2008).

Utilizando técnicas e modelos experimentais diferentes, varios estudos na
literatura indicam um aumento dos niveis de osteonectina em diversos tipos de
tumores humanos; alguns dos quais sugerem uma correlagdo entre os niveis de
expressdo de osteonectina e a evolugdo clinica dos pacientes (Clark, Sage 2008;
Podhajcer et al., 2008). Porter et al. (1995) detectaram a expressao imunoistoquimica
de osteonectina em varias neoplasias humanas mesenquimais e epiteliais.
Em comparagao com tecidos normais, o aumento da expressdao de osteonectina em
tumores malignos sugere que ela se encontra envolvida na transicdo do fendtipo
benigno para o maligno. Robert et al. (2006) mostraram que a superexpressao de
osteonectina em melanocitos promovia uma diminui¢dao da expressao de E-caderina,
um aumento da expressao de marcadores mesenquimais (vimentina e fibronectina) e
a conversdo destas células para um fendtipo mesenquimal, de aspecto similar a

fibroblastos.

Em tumores, a expressdo de osteonectina parece ocorrer particularmente na
interface tumor-estroma. Xue et al. (2006) mostraram que a expressdo

imunoistoquimica de osteonectina em cancer de esdéfago ocorria predominantemente
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em fibroblastos do estroma peritumoral e somente nas células neoplésicas que se
localizavam junto a interface tumor-estroma. Ha estudos que observaram correlagcdo
entre a expressao imunoistoquimica de osteonectina em fibroblastos peri ou justa-

tumorais com uma menor sobrevida (Koukourakis et al., 2003; Infante et al., 2007).

A osteonectina parece contribuir para a angiogénese e a invasao tecidual pelas
células neoplasicas. Robert et al. (2006) mostraram que a superexpressdao de
osteonectina numa linhagem celular de melanoma promovia a expressao de
metaloproteinase e aumento da capacidade de invasdao “in vitro” pelas células
neoplasicas. Koukourakis et al. (2003) observaram acentuada expressao
imunoistoquimica de osteonectina em células endoteliais de pequenos vasos imaturos
do estroma intratumoral de amostras teciduais de cancer pulmonar. Um estudo
revelou que a clivagem da proteina osteonectina pela metaloproteinase 3 levava a
formagdo de polipeptidios com capacidade de influenciar a formac¢do de novas
estruturas vasculares e a migracao e proliferagdo de células endoteliais (Sage et al.,
2003). No entanto, outro estudo mostrou que a osteonectina poderia inibir a
proliferacao de células endoteliais ao interagir com o fator de crescimento VEGF

(Kuprion et al., 1998).

O microambiente tumoral ¢ dinamico e estd sujeito a diversos tipos de
estimulos. Desse modo, fendmenos persistentes de lesdo e reparacdo podem resultar
na expressdo anormal de osteonectina pelas células tumorais ou por células do
estroma. Neste contexto, a osteonectina desempenha um papel importante no

processo de desmoplasia, influenciando a ativagdo e proliferacdo de células
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endoteliais e estromais (fibroblastos, miofibroblastos), a remodelacdo da matriz
extracelular e a infiltragdo tumoral por células inflamatérias. As células envolvidas
no processo desmoplasico podem produzir fatores de crescimento e
metaloproteinases e, em diferentes microambientes tumorais, este processo pode

inibir ou pode facilitar a invasao e progressao tumoral (Clark, Sage, 2008).
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1.6 Fatores da familia do VEGF e seus receptores

Vascular endothelial growth factor (VEGF, fator de crescimento endotelial
vascular) compreende uma familia de genes que codificam proteinas que estimulam a
proliferacao e diferenciagao de células endoteliais de vasos sanguineos e linfaticos.
Em mamiferos, esta familia de genes inclui varios membros, como VEGF
(ou VEGF-A), VEGF-B, VEGF-C, VEGF-D, PIGF (placental growth factor), que se
encontram localizados em diferentes cromossomos. Splicing alternativo do gene
VEGEF-A resulta em varias isoformas com 121, 145, 165, 183, 189 e 206
aminoacidos, sendo VEGF 45 a isoforma predominante. VEGF-A ¢ um dos principais
reguladores da angiogénese relacionada a processos fisiologicos como cicatrizagao,
ovulagdo e menstruacao. Também ¢ um fator importante em condigdes patologicas
associadas com aumento da angiogénese, como, por exemplo, na artrite reumatoide,
na retinopatia diabética e em neoplasias. VEGF-B possui duas isoformas — VEGF-
Bis7 ¢ VEGF-Big¢ — porém sua funcdo ainda ¢ pouco conhecida. PIGF ¢ um
homologo de VEGF-A que se encontra expresso na placenta, coragao e pulmoes.
A perda de PIGF resulta em dificuldade de angiogénese em processos inflamatdrios e
em tumores. VEGF-C e VEGF-D apresentam um papel importante na
linfangiogénese embrionaria e do adulto (Ferrara, 2001; Hicklin, Ellis 2005;

Kowanetz, Ferrara 2006).

A acdo dos fatores de crescimento da familia do VEGF ¢é mediada por receptores
tirosina-quinase localizados na membrana celular de células endoteliais, conhecidos

como Flt-1 (fms-like tyrosine kinase 1 ou VEGFR-1), Flk-1/KDR (fetal liver kinase-
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1/kinase-insert domain-receptor ou VEGFR-2) e Flt-4 (fims-like tyrosine kinase 4 ou
VEGFR-3). Enquanto o receptor Flt-1 ¢ expresso somente em leitos vasculares
especificos, o receptor Flk-1/KDR encontra-se expresso em quase todas as células
endoteliais e ¢ o principal mediador da agdo angiogénica do VEGF-A. Em adultos, a
expressao do receptor Flt-4 ¢ limitada as células endoteliais de vasos linfaticos e, em
alguns tipos de tumores, a ativagdo do receptor Flt-4 e a superexpressao dos seus
ligantes (VEGF-C e VEGF-D) esté associada a metastases em linfonodos. Os fatores
de crescimento da familia do VEGF apresentam diferentes afinidades por um ou
mais destes receptores: todas as isoformas de VEGF-A se ligam aos receptores Flt-1
e Flk-1/KDR; VEGF-B e PIGF ao receptor Flt-1; VEGF-C e VEGF-D aos receptores

Flk-1/KDR e Flt-4 (Ferrara, 2001; Hicklin, Ellis 2005).

A ligagdo dos fatores de crescimento da familia do VEGF aos seus receptores
promove varias agdes sobre as células endoteliais ¢ aumento da permeabilidade
vascular. VEGF ¢ um importante mitdégeno para as células endoteliais e sua ligagao
ao receptor Flk-1/KDR promove a proliferacdo celular através da ativacdo de
proteinas da familia das MAP quinases (MAPK) como Erk1/2 (extracellular kinases
1/2) e INK/SAPK (c-Jun kinase/stress-activated protein kinase). VEGF também
induz a expressdo de proteinas e enzimas que degradam a matriz extracelular
(metaloproteinases, por exemplo), promovendo, assim, a migragdo e invasao das

células endoteliais (Ferrara, 2001; Hicklin, Ellis 2005; Kowanetz, Ferrara 2006).

Diferentes mecanismos regulam a expressdo de VEGF e seus receptores, como

hipoxia, varios fatores de crescimento e hormonios. Em varios tumores, receptores
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de fatores de crescimento como os receptores de fator de crescimento epidérmico
(epidermal growth factor receptor, ErtbB1 e ErbB2) e de fator de crescimento tipo-
insulina (insulin-like growth factor-I receptor, IGF-IR) regulam a angiogénese ¢ a
expressao de VEGF. Ha4 tumores que apresentam uma correlacdo entre a
superexpressao de prostaglandinas como a ciclo-oxigenase 2 (COX-2) e o aumento
da expressaio de VEGF. Virios hormoOnios como estrogenos, progesterona,
gonadotrofinas, TSH (thyroid stimulating hormone) e angiotensina Il podem regular

a expressao de VEGF (Hicklin, Ellis, 2005).

Além das células endoteliais, os receptores Flt-1 e Flk-1/KDR também sao
expressos em outras células normais (mondcitos, macrofagos, células do musculo
liso vascular, células progenitoras do sistema hematopoiético) e em células
neoplasicas de diversos tipos de tumores. Os dados da literatura sao consistentes ao
demonstrar que os varios ligantes da familia do VEGF induzem a angiogénese
tumoral ao se ligar aos seus receptores localizados nas células endoteliais do leito
vascular tumoral. A expressdao de um ou mais receptores de VEGF pelas células
neoplésicas contribui para o crescimento tumoral por mecanismos autocrinos e/ou
paracrinos, independentes da ativacdo endotelial e da angiogénese (Hicklin, Ellis,

2005; Kowanetz, Ferrara, 2006).

Fatores da familia do VEGF e seus receptores encontram-se freqlientemente
aumentados em varios tipos de tumores humanos e, geralmente, se associam a um
comportamento tumoral mais agressivo (Cascinu et al., 2000; O-charoenrat et al.,

2001; Nishida et al., 2004; Giatromanolaki et al., 2006; Kamat et al., 2007). Varios
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estudos também sugerem que VEGF-C encontra-se envolvido com invasao linfatica
intra-tumoral e metastases em linfonodos (Yonemura et al., 1999; Akagi et al., 2000;
Hashimoto et al., 2001; Nishida et al., 2004). Além de seu papel em doengas nao
neoplasicas da tiredide como bodcio e tireoidite (Wang et al., 1998; Klein et al.,
1999), a expressao de VEGF e de seus receptores encontra-se aumentada em
neoplasias da tiredide (Soh et al., 1997; Klein et al., 1999; Vieira et al., 2005; de la
Torre et al., 2006; Klein, Catargi, 2007). Bunone et al. (1999) também mostrou uma
correlagdo entre o aumento da expressio de VEGF-A e VEGF-C e tumores

tirecoideanos mais avangados e com maior numero de metastases em linfonodos.
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1.7 HIF-1a

O fator induzido por hipoxia-1 (hypoxia-inducible factor-1, HIF-1) ¢ um fator
de transcri¢ao que controla a expressao de um grande nimero de genes, alguns dos
quais relacionados a angiogénese, ao metabolismo da glicose e a sobrevivéncia
celular. HIF-1 ¢ um heterodimero formado por duas subunidades, denominadas HIF-
la e HIF-1B (Semenza, 2003). Além de HIF-1a, existem dois outros fatores, HIF-2a
e HIF-3a, que sdo codificados por genes diferentes. HIF-3a, também conhecido
como IPAS (inhibitory PAS domain protein) atua como um inibidor da resposta
celular a hipéxia. HIF-2a ¢ semelhante ao HIF-la quanto a sua estrutura, porém,
enquanto a expressao de HIF-la ¢ ubiqua, a de HIF-2a ocorre nos rins, pulmdes,
coragdao, endotélio, epitélio gastrintestinal e sistema nervoso central (Hirota,

Semenza, 2006; Gordan, Simon, 2007).

Ao contrario da subunidade HIF-18, a expressao de HIF-1a ¢ mantida em baixos
niveis em condicoes de normoéxia. Nestas condigdes, ocorre a ativacdo de
hidroxilases dependentes de oxigénio (prolyl hydroxylase domain-containing
proteins, PHDs) que promovem a hidroxilacdo de residuos especificos de prolina
situados em HIF-la. A proteina VHL (Von Hippel-Lindau protein) reconhece
HIF-1a hidroxilado e recruta a proteina-ubiquitina E3 ligase que inicia, entdo, o
processo de degradagdo proteassdmica de HIF-1a. Por outro lado, a hidroxilagao de
um residuo especifico de asparagina pela enzima FIH-1 (factor inhibiting HIF-1)
bloqueia a ligagdo dos coativadores p300 ¢ CBP a subunidade HIF-1a (Semenza, 2003;

Gordan, Simon, 2007).
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Em condigdes de hipoxia, HIF-1a ndo interage com a proteina VHL e se liga aos
coativadores p300 e CBP. HIF-1a ¢, entdo, translocado para o nucleo, onde forma
um heterodimero com a subunidade HIF-1P e se liga a “elementos responsivos a
hipéxia” nos genes alvos. Desse modo, HIF-1a induz a expressdo de varios genes,
entre os quais aqueles relacionados ao metabolismo da glicose (enzimas glicoliticas e
moléculas transportadoras de glicose), a angiogénese e manuten¢do do tonus vascular
(VEGF, endotelina-1), a sobrevivéncia celular (IGF2, insulin growth factor-2 e
TGF-0) e a motilidade e capacidade de invasdo celular (c-MET, também conhecido

como hepatocyte growth factor receptor) (Semenza, 2003; Hirota, Semenza, 2006).

Estudos mostraram que a expressao imunoistoquimica de HIF-la encontra-se
aumentada na maioria dos tumores humanos (Zhong et al., 1999; Talks et al., 2000;
Mabjeesh, Amir, 2007). Esse aumento de expressao ¢ o resultado tanto do
microambiente tumoral hipdxico, quanto de alteragdes genéticas que estejam
relacionadas com a sintese ou a degradacdo de HIF-1a. Desse modo, a diminui¢ao da
degradacao proteassdomica de HIF-1a pode ser o resultado de uma maior estabilidade
deste fator em condicdes de hipoxia ou pode ocorrer pela perda, em alguns tumores,
de genes supressores tumorais como p353. Zhong et al. (1999) observaram uma
correlacdo estatisticamente significativa entre a expressdo imunoistoquimica da
oncoproteina p53 e HIF-la nos varios tipos de carcinomas analisados Em
determinados tumores, a estabilidade de HIF-1a pode estar relacionada a perda de
funcdo da proteina PTEN (phosphatase and tensin homolog) ou a ativagdo
constitutiva das vias de sinalizacdo mediadas por PI3K (phosphoinositide 3-kinase) e

MAPK (Semenza, 2003; Mabjeesh, Amir, 2007).
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A perda de VHL ¢ uma forte evidéncia de associagdao entre HIF-la e cancer.
Pacientes com a doencga de Von Hippel-Lindau - sindrome familiar na qual ocorre a
perda hereditaria do gene VHL — apresentam um risco muito aumentado para o
desenvolvimento de carcinoma renal de células claras. Alem disso, cerca de 80% dos
casos esporadicos, ndao familiares, deste tipo de tumor apresentam alteracdes
genéticas que levam a inativacdo de VHL. Um grande aumento da expressao de
HIF-1a ¢ detectado nos carcinomas renais de células claras que apresentam

inativacao de VHL (Wiesener et al, 2001; Maxwell, 2005).

A ativacao de HIF-1a secundaria a alteragdes genéticas, independente da tensao
de O,, pode ser comprovada por método imunoistoquimico. Nestes tumores, a
expressdao imunoistoquimica de HIF-1a ocorre de forma homogénea em todas as
células tumorais, mesmo aquelas situadas em areas bem vascularizadas e que nao se
encontram em condigdes de hipoxia (Wiesener et al., 2001; Semenza, 2003;
Maxwell, 2005). Nos tumores em que a ativagao de HIF-1a ¢ induzida por hipoxia, o
padrao de expressdao imunoistoquimica deste fator ¢ heterogéneo e ocorre geralmente
em células tumorais viaveis situadas em regides proximas a areas de necrose tumoral,
com baixa tensao de O, (Zhong et al., 1999; Talks et al., 2000; Zagzag et al., 2000;

Aebersold et al., 2001; Kuwai et al., 2003; Bos et al., 2003).

De um modo geral, a superexpressio de HIF-la estd relacionada a um
comportamento clinico mais agressivo em diversos tipos de tumores. Estudos
mostram que ha uma correlacdo entre uma maior taxa de mortalidade, maior

probabilidade de doenca metastatica e de falha ao tratamento em pacientes que
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apresentam tumores com expressdo aumentada de HIF-la (Birner et al., 2000;
Aebersold et al., 2001; Kuwai et al., 2003; Dales et al, 2005; Nakanishi et al., 2005).
O aumento da angiogénese tumoral como conseqiiéncia da ativacdo de HIF-la
poderia explicar o comportamento mais agressivo de certos tumores e alguns estudos
observaram que o aumento da expressio de VEGF se correlaciona com a
superexpressao de HIF-lo em diferentes tipos de tumores (Talks et al., 2000;

Wiesener et al., 2001; Kuwai et al., 2003; Bos et al., 2003; Mabjeesh, Amir, 2007).
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1.8 Galectina-3

Lectinas sdao proteinas que reconhecem varios tipos de carboidratos ligados a
proteinas ou lipidios localizados na membrana celular ou na matriz extracelular. As
galectinas compreendem uma familia de lectinas caracterizadas por sua habilidade
em se ligar a B-galactosideos e pela presenca de um dominio conservado de ligagao a
carboidratos (CRD, carbohydrate-recognition-binding domain) de cerca de 130
aminoacidos (Barondes et al., 1994). Em mamiferos, a familia das galectinas contém
15 membros que sdo classificados de acordo com o numero de dominios de ligacao a
carboidratos: as galectinas-1, 2, 5, 7, 10, 11, 13, 14 e 15 contém apenas um destes
dominios; as galectinas-4, 6, 8, 9 ¢ 12 contém dois dominios. J& a galectina-3 ¢ a
unica que contém uma seqiiéncia de aminoacidos rica em prolina e glicina conectada

ao dominio de ligacao a carboidratos (Liu, Rabinovich, 2005; Dumic et al., 2006).

As galectinas sdo encontradas na membrana celular ou no citoplasma e ntcleo
das células. Algumas galectinas sao secretadas pelas células e podem ser encontradas
no espaco extracelular. A galectina-3 ¢ uma proteina de 29 a 35 kD cuja distribui¢ao
¢ ubiqua. Ela ¢ expressa numa grande variedade de células epiteliais em diversos
orgaos, incluindo intestino delgado, c6lon, mama, rins, prostata, pulmdes e pancreas.
A galectina-3 também se encontra expressa em varias células envolvidas na resposta
imune: monocitos e macrofagos; neutrofilos; eosindfilos; mastdcitos e basofilos;

células 