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RESUMO

A transformacado neoplasica resulta de uma série de altera¢des genéticas, envolvendo
ativac@o de proto-oncogenes e inativacado de genes supressores tumorais. Ativagcado do proto-
oncogene ras por mutagcdes em ponto € a alteracdo genética mais freqiiente em tumores
espontaneos da tiredide. Mutacdes no ras sdo prevalentes em neoplasias benignas e malignas
da tiredide, sugerindo que possam ser um evento inicial no processo de transformacédo da
célula tireoidiana. O bocio multinodular é considerado uma neoplasia benigna e um interessante
modelo para o estudo das alteracdes nesse proto-oncogene na tumorogénese da tiredide. De
acordo, observamos aumento da expressdo dos proto-oncogenes H-ras e K-ras no tecido
nodular de b6cio em comparagdo com o tecido normal. A revisdo da literatura e 0s nossos
resultados sugerem que o controle da expressdo do ras tenha um importante papel nas
etapas iniciais da transformacédo neoplésica da glandula tiredide.
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ABSTRACT

Neoplastic transformation results from a series of genetic alterations involving activation
of protooncogenes and inactivation of tumor suppressor genes. Activation of ras proto-
oncogenes by point mutation is the most frequent genetic alteration in spontaneous thyroid
tumors. Since these lesions are prevalent in benign and malignant thyroid neoplasm, it has
been suggested that they may be an early event in the process of cell transformation.
Multinodular goiter and, in particular, goiter nodules, have been considered a true thyroid
neoplasm and an interesting model to evaluate the ras proto-oncogene alterations in the
pathogeneses of thyroid neoplasia. In accordance, we have demonstrated higher expression
of H-ras and K-ras proto-oncogene in nodular tissue, suggesting that control of their expression
might play a important role on neoplastic transformation in thyroid cells.
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O bécio multinodular (BMN) ¢ definido como
aumento da glandula tiredide devido a proliferacéo
multifocal de tiredcitos, resultando em estruturas foliculares
heterogéneas. E uma patologia comum, clinicamente
detectado em 2-6% dos individuos em regices com dieta
suficiente de iodo, com aumento da prevaléncia em 4reas
com deficiéncia de iodo (1).

De acordo com o conceito atual, o BMN ¢
considerado uma neoplasia benigna, sendo assim, tém sua

etiopatogénia no proprio tiredcito. Em conseqiiéncia, a
caracteristica do bécio multinodular é a heterogeneidade
no crescimento e fungio das células foliculares, o que
pode resultar em crescimento e produgio hormonal
autdbnomos de nédulos tireoidianos. O nédulo bem
delimitado, com estrutura claramente distinta do tecido
circundante e definido como clonal através da analise
genética, é, no presente, a melhor defini¢io de neoplasia,
benigna ou maligna (2). A maioria dos nédulos solit4rios
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de tiredide sdo neoplasias clonais, indicando que originam-
se de uma tnica célula precursora (3). J4 os nddulos dos
bécios multinodulares podem ser hiperpldsicos ou
verdadeiras neoplasias clonais (2,3,4), Kopp et al. (4)
demonstraram que nédulos clonais e policlonais coexistem
num mesmo bécio multinodular. Em concordancia, a
freqiiéncia do cancer de tireéide é semelhante em
pacientes com bécio uni ou multinodular (5).

O crescimento das células tireoideanas é regulado
pelo hormonio hipofisario TSH e por outros fatores de
crescimento, como epidermal growth factor (EGF) e insulin-
like growth factor-1 (IGF-I), embora a seqiiéncia de eventos
ainda nfo seja inteiramente esclarecida (2,6). Desde a
elucidacdo do receptor do TSH e dos mecanismos
intracelulares através da protefna G e das vias de cAMP/
IP3 e da ligacio entre a cascata do cAMP e o sistema
efetor intracelular da familia do receptor IGE tém sido
consenso a importante participagio do TSH no
desenvolvimento do bécio. No entanto, o conceito de que
o TSH teria um papel principal, se ndo exclusivo, na
regulagio do crescimento das células foliculares vém sendo
revisado(2). Vérios estudos tém apontado mecanismos
dependentes e independentes do TSH e acredita-se,
atualmente, que esse hormonio pode ser um elo de ligagao
na complexa rede de transmissao de sinais que modula e
controla o crescimento e diferenciagio da célula tireoidiana
(2,6). O TSH nio est4 apenas envolvido no controle de
funcoes diferenciadas, incluindo a expressio de genes
especificos da tire6ide, mas também na regulacio da
expressao dos fatores de crescimento e de seus receptores
(2,6). Estudos com cultura de células de bécio multinodular
e n6dulos autdnomos tém demonstrado que a sinalizagio
independente do TSH e dependente de IGF-I e/ou EGF
pode ter uma grande importincia na regulagio do
crescimento de tireécitos humanos (6). Outro fator
possivelmente envolvido inclui diminuicio da sintese de
growth inhibitory transforming growth factor b (TGFb),
que antagoniza os efeitos do TSH, IGF-1 e EGF em tiredcitos
de ratos (7).

O desenvolvimento de tumores resulta de uma série
de alteragbes genéticas que afetam o mecanismo normal
do controle de crescimento. Entre os eventos moleculares
identificados incluem-se delegdes de regides cromossomais
contendo genes supressores do crescimento celular, como
o gene TP53, cujo o produto, a protefna p53, tem papel
fundamental no reparo do DNA danificado (8,9), e
alteracdes na estrutura de proto-oncogenes celulares (10).
Proto-oncogenes s3o genes celulares normais, responséveis
pelo controle do crescimento e do ciclo celular e quando
ativados originam os oncogenes. Os oncogenes codificam
protefnas, as oncoproteinas, que promovem o crescimento
da célula em detrimento do processo de diferenciagio. Os
proto-oncogenes codificam protefnas envolvidas na a
cascata de transmissao do sinal para crescimento celular e
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podem sofrer ativagiio e originar um ou mais oncogenes
(11,12).

Fatores ambientais também parecem ter importante
papel na patogénese tumoral, a exemplo do aumento da
prevaléncia das neoplasias da tiredide apds o acidente de
Chernobyl e dos carcinomas foliculares em 4reas de
deficiéncia de iodo (10,13,14). Desta forma, evidencia-se
que a carcinogénese é um processo complexo, constituido
por uma série de eventos induzidos por fatores genéticos e
ambientais que alteram o controle do crescimento celular,
provavelmente por mutacdes sucessivas de genes cujos
produtos conferem uma vantagem no crescimento de
células afetadas.

A proteina Ras, codificada pelos proto-oncogenes
ras, é um transdutor do sinal extracelular, sendo uma
importante via na transmissao da informagio da membrana
celular ao niicleo e compartilha caracteristicas estruturais
e funcionais com a protefna G da membrana celular (15).
Estas proteinas apresentam-se em dois estados: inativo ou
repouso, ligada a GDP(difosfato de guanosina) e ativo,
ligada a GTP (trifosfato de guanosina). A inativacio ocorre
através da hidrélise do GTE, pela atividade GTPase
intrinseca da protefna ras, apds a transmissio do sinal. Tanto
a ativacdo quanto a inativagdo da protefna Ras sio
controladas por protefnas reguladoras, GAP (protefna
ativadora da GTPase), GEF (fator deslocador de guanina)
e GDI (inibidor da dissociacdo de guanina) (10,16,17).
(Figura 1).
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Figura 1

A forma mais conhecida da ativacio mutacional
do proto-oncogene ras em humanos é através da substitui-
¢Ao simples de bases afetando tanto o dominio da ligagao
GTP (c6dons 12 e 13), quanto o dominio GTPase (c6don
61) da protefna (11,18,19,20,21). A proteina Ras mutada
perde a habilidade de se tornar inativa e a responsividade
aos estimulos inibitérios das proteinas reguladoras,
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consequentemente, o crescimento celular ocorre de ma-
neira autdnoma ou constitutiva (18,19,21). Mutacoes no
cédon 61, associadas com redugio na atividade GTPase,
sf0 as mais eficientes em alterar a conformacéo da protei-
na Ras (11). Entretanto, estas mutagdes nfo sio, isolada-
mente, suficientes para a transformacio maligna. Muta-
¢Oes no proto-oncogene ras sio encontradas em mais de
30% dos tumores humanos (18). Trés genes da familias ras
ja foram identificados, H-ras, K-ras e N-ras (Tabela 1).
Esses trés genes codificam protefnas altamente similares,
com 21 kD (p21), e atividade ligadora do nucleotideo
guanina (16,18,19,20).

Alteracdes no proto-oncogene ras sio igualmente
prevalentes em tumores benignos e malignos da tiredide,
sugerindo que possam ser uma lesdo inicial no processo de
transformagio da célula tireoidiana (21,22,23,24). A
ativagio do proto-oncogene ras por mutacoes em ponto é a
alteragio genética mais freqiientemente encontrada em
tumores espontaneos da tiredide (aproximadamente 30%)
(19), ndo sendo, entretanto, um evento primério na
carcinogénese induzida pela radiacio (14,25,26). Essas
mutagdes parecem ser distribuidas entre os trés genes da
famflias ras similarmente, em contraste com tumores em

outros 6rgaos (19,20) (Tabela 1).

Tabela 1. Mutacdes no Proto-oncogene ras em
Tumores Humanos

Tumor Freqiiéncia da  Isoformaras
mutacdo (%)  predominante
Adenocarcinoma de 33% K-ras
Pulmio
Cancer Colorretal 44% K-ras
Cancer de Pancreas 90% Koras
Cancer de Tireside
Folicular 53% H, K, N-ras
Papilar 0
Papilar pouco 60% H, K, N-ras
diferenciado
Seminoma 43% K e N-ras
Melanoma 13% N-ras
Cancer de Bexiga 10% H-ras
Cancer Renal 10% H-ras
Cancer de Figado 30% N-ras
Sindrome Mielodisplésica 40% Ke N-ras
Leucemia Mielégena 30% N-ras

Aguda
Adaptado da referéncia 17.

Embora as mutacdes em ponto representem um
mecanismo importante de ativagio do ras, elas ndo sio as
(nicas alteraces desses genes implicadas na carcinogénese.
Alteragdes na expressio do proto-oncogene ras tém sido
demonstradas em diferentes neoplasias humanas (27,28).
Experimentos in vitro mostram que o aumento da expressio
da proteina Ras normal ¢ suficiente para conferir um
potencial de transformacio em cultura de células (29). O

aumento da expressio do gene ras foi examinado, em
estudos de cAncer de mama (28), leucemia (30) e cAncer
de cabeca e pescogo (31), pela comparacio dos niveis de
RNA mensageiro (mRNA) nos tecidos tumorais com seus
respectivos tecidos normais, através de técnicas
quantitativas.

Em relagio as neoplasias da tiredide, os dados sobre
alteragOes na expressio do ras sdo escassos. A avaliagio dos
niveis de proteina Ras (p21) pela técnica de
imunohistoquimica (32), demonstra niveis elevados da
protefna Ras em carcinomas papilares e foliculares em 85%
dos casos, bem como aumento da intensidade da coloragio
em 30% dos adenomas avaliados. Esse resultado sugere
que, a exemplo das mutagdes em ponto, 0 aumento da
expressio do ras possa ser implicado no desenvolvimento
das neoplasias benignas e na sua transformagio a
carcinomas de tiredide. Com o objetivo de avaliarmos essa
hipétese, estudamos a expressiao doras em 79 pacientes
com diagndstico histopatolégico de bdcio coléide (33).
Demonstramos aumento significativo na expressao dos
proto-oncogenes H-ras e K-ras no tecido neoplésico em
comparago com o normal. A percentagem de tumores
com aumento da expressio dos proto-oncogenes analisados,
foi de 31% dos casos na anélise do H-ras e 37% no K-ras.
No conjunto, 62% da amostra apresentou aumento da
expressio do H e/ou K-ras, sendo que apenas 3 pacientes
tiveram aumento concomitante dos dois genes em seu
tecido nodular (Tabela 2). Na correlacio entre e 0 aumento
da expressio dos proto-oncogenes e as varidveis clinicas,
foi observado uma maior velocidade de crescimento do
nédulo dominante, conforme referido pelo paciente, em
meses, nos casos com aumento da expressao do H-ras (33).

Tabela 2. Expressao dos proto-oncogeneses H e
K-ras nos tecidos analisados

Hras Kras  HelouKras
Casos analisados 29 32 34
Aumento da expressio no 9 12 21
tecido tumoral
Porcentagem de nédulos 31% 37% 62%

com aumento da expressio

Os wvalores estdo expressos em niimeros absolutos ou porcentagens.

O mecanismo através do qual o aumento da
expressio do ras pode levar a transformagio neoplésica
ainda nfo estd bem estabelecido. Wynford-Thomas (34)
demonstrou que, ao contrario do observado em cultura de
célula de ratos, e de acordo com evidéncias clinicas, a
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ativagio do oncogene ras induz a proliferacio sem perda
da diferenciagfo em cultura de células de tiredide humana.
A presenca da protefna Ras estimulou a expressdo da
tireoglobulina na auséncia do TSH em células foliculares
humanas, mas nio de ratos, embora nio esteja claro qual a
via de sinalizagio utilizada. Da mesma forma, vérios estudos
buscam compreender quais as vias de transmissio do sinal
Ras e como esse induz a carcinogénese. Neste sentido, foi
evidenciado que a ativacdo da protefna kinase ativadora
de mitose (MAPK) é necesséria mas nio suficiente para a
prolifera¢io celular induzida pela proteina Ras (35,36).
Existe discordncia quanto aos fatores estimulantes desta
via de sinalizacio, enquanto alguns estudos afirmam que
essa nfo é estimulada pelo TSH e cAMP (34,37), outros
demonstram que 0 cAMP ativa a proteina Ras (38). Outro
interessante estudo evidencia que a proteina Ras modula
aapoptose, sendo que esta diminuf com a exposigao cronica
a0 Ras e aumenta com a exposigio aguda, porém, somente
na presenca do TSH (39).

Um dos mecanismos propostos para a acio do ras na
carcinogénese da tiredide envolve a indugo a resisténcia
a TGFb, pela diminui¢io dos receptores de TGFb. A
transfecgio de vetor de expressio do receptor TGFb reverte
parcialmente o fen6tipo maligno de cultura de células
transformadas pelo k-ras, podendo constituir-se em alvo
para terapias (40,41). No que concerne a regulacio
transcricional, estudo avaliando o desenvolvimento de
tumores de endométrio e ovario demonstra que 0 aumento
da expressao do ras se correlacionou com aumento de niveis
nucleares da p53 mutada, j4 que o primeiro intron do H-
ras contém sitio de ligacdo ao p53, que age como ativador
transcripcional (42).

Aumento da expressdo dos genes da familia ras tém
sido relatado em cAncer de mama (28), de cabeca e pescoco
(31) e leucemia (30). Esses dados estdo de acordo com os
resultados do nosso estudo (33), onde encontramos
aumento da expressio dos proto-oncogenes H e K-ras em
tecido neoplésico de tiredide quando comparado ao tecido
normal. Esse resultado chama a atengio para o fato do
bdcio nodular apresentar um fenétipo correspondente ao
obtido nos estudos in vitro (34), de aumento da proliferagio
sem perda da diferenciagio, constituindo-se, talvez, num
modelo atraente para o estudo do papel das alteracoes do
ras no processo neopléstico. Foi encontrada uma expressio
diferenciada entre os genes H e K-ras, uma vez que apenas
dois pacientes dos 21 com aumento de expressio
apresentaram elevagio concomitante dos dois genes no
tecido nodular. Similarmente, a avaliacio da expressdo
génica do ras em cAncer de mama (28) evidenciou padriao
diferenciado da expressdo dos 3 genes da familia ras. Os
dados do aumento da expressio dos genes avaliados se
correlacionaram com o aumento da protefna Ras em 30%
das neoplasias benignas da tiredide detectadas por
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Papadimitriou (32), utilizando a técnica de
imunohistoquimica. Porém padrido heterogéneo da
coloragio em nédulos benignos foi descrito em outro estudo
(43).

Concluindo, a revisdo da literatura e 0s nossos
resultados sugerem aumento da expressio do ras nos estagios
iniciais de neoplasias da tiredide, que pode ser suficiente
para conferir um potencial de transformagio celular. Os
padrdes diferentes de expressio dos proto-oncogenes He
K-ras podem sugerir agdes diferenciadas desses genes no
bécio multinodular. Estudos adicionais, avaliando a
correlagio da expressao do ras com o grau de diferenciagio
celular, serdo importantes na compreensio do papel desse
proto-oncogene na patogénese das neoplasias da tiredide.
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