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V. RESUMO

EXPRESSAO DO FOXP3 NO CARCINOMA PAPILIFERO DA TIREOIDE
ASSOCIADO OU NAO A TIROIDITE DE HASHIMOTO.

Introducio: Tumores da tirdide sdo endocrinopatias comuns na populagao entre 20 e 60
anos. O FOXP3 ¢ um membro da familia de reguladores da transcricdo que esta envolvida
na regulagcdo do desenvolvimento e funcdo do sistema imune. Esta expresso em células
normais linfoides e em células neoplasicas de varios tecidos como pulmado, mama, colon,
melanoma e leucemias, este estudo tem o objetivo de identificar a presenga do FOXP3 no
carcinoma papiliferos da Tireoide

Metodologia Foi realizado um estudo de série de casos coletados no periodo de 2000 a
2008, quando foram realizadas 1438 tiroidectomias totais no Servico de Cirurgia do
Hospital Sao Rafael, Salvador, Bahia. Destes casos, foram selecionados aqueles com
diagnostico de carcinoma papiliferos da Tireoide, perfazendo um total de 466 casos, dos
quais foram coletadas informacdes demograficas de prontuarios eletronicos do hospital. Foi
realizada revisdo das laminas para classificagdo dos subtipos histologicos do carcinoma
papiliferos da Tireoide e identificagdo de tireoidite de Hashimoto. Os dados foram
dispostos em banco de dados para andlise estatistica. Posteriormente, foram
randomicamente selecionadas 30 casos de CPT para fins de exame imunoistoquimico com
o anticorpo contra FOXP3.

Resultados: Dos 29 casos submetidos ao exame de imunoistoquimica observou-se que 23
(79.3%) casos eram do sexo feminino e seis (20.7%) eram do sexo masculino. A média de
idade foi de 42 anos. 18 pacientes (62.1%) foram diagnosticados apenas com CPT e 11
(37.9%) tinham TH concomitante. A marcacao positiva para FOXP3 na imunoistoquimica
esteve presente em 21 (72.4%) de todos os casos analisados

Conclusao: O FOXP3 apresentou alta positividade no carcinoma papiliferos da Tireoide.
Nao houve diferenca com relacao coexisténcia de tireoidite de Hashimoto ou nao.

Palavras-chaves: Tireoidite, carcinoma  papilifero da  Tireoide, @ FOXP3,

Imunoihistoquimica, tireoidite de Hashimoto.




VI. OBJETIVOS

PRINCIPAL

1. Avaliar a expressdo do FOXP3 no Carcinoma papilifero da

tireoide associado ou ndo a Tireoidite de Hashimoto.

SECUNDARIOS

1. Avaliar a associacdo do Carcinoma papilifero da tireoide da

tireoide com a Tireoidite de Hashimoto.

2. Comparar os aspectos demograficos do Carcinoma papilifero da
tircoide da Tircoide com e sem associagdo a Tircoidite de

Hashimoto.

3. Avaliar a relagdo da Tireoidite de Hashimoto com os subtipos do

Carcinoma papilifero da tireoide.
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VII. INTRODUCAO

Tireoidite de Hashimoto.

A Tireoidite de Hashimoto (TH) ¢ a doenga autoimune da tirecoide mais prevalente,
onde se observa infiltragdo de células em especial de linfocitos por vezes intensa e que ¢
muitas vezes seguida por destrui¢do gradual do tecido parenquimatoso da tireoide e
substituigdo por fibrose'. A TH tem uma taxa de prevaléncia de 1 a 4% e a incidéncia de
30-60/100.000 na populagdo por ano, sendo mais comum em mulheres’. A incidéncia de
TH tem aumentado nos ultimos anos e tornou-se 10 vezes mais comum do que era até o
inicio de 1990. Este aumento da incidéncia tem sido associado a ingestdo de iodo em

. . )
excesso, particularmente em areas costeiras”.

A TH esta relacionada a ativacao da resposta imune celular e humoral com ativagao
anormal de linfocitos T e consequente destrui¢do de células epiteliais da tireoide por
quimiotaxia de linfocitos com producdo de autoanticorpos e resposta inflamatdria cronica
persistente’. A destrui¢do das células pode ser compensada parcialmente pelo aumento do
horménio estimulador da tireoide (TSH) e da hiperplasia das células epiteliais restantes’. A
principal caracteristica imunologica detectada na doenga € a presenga de auto-anticorpos
anti-tiredidianos no soro dos pacientes contra dois antigenos da tireoide, tirecoperoxidase e
tiroglobulina. Os auto-anticorpos estdo presente em cerca de 90% dos pacientes'. Existem
evidéncias de que ambos os anticorpos tenham papel importante na patogénese da TH

assim como a citotoxicidade mediada por células T e as vias de ativagdo apoptoticas .

A patogénese de HT tem sido objeto de numerosos estudos, ao longo das ultimas décadas.
O desenvolvimento de destrui¢do autoimune ¢ insuficiéncia de foliculos da tiroide ¢ um
processo que inclui varias etapas envolvendo diversos fatores convergentes ambientais e
genéticos. O fator principal no desenvolvimento de tireoidite autoimune ¢ a perda da

tolerancia imune iniciada por eventos inflamatérios na glandula, provavelmente como
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resultado de infecgdes virais ou bacterianas com lesdao das células da tiroide que poderiam
expor epitopos novos ou desmascarar novos epitopos resultando em um influxo de células
dendriticas e macréfagos apresentadores de antigeno histocompatibilidade (MHC) de classe
II. Estas células apresentariam antigenos tireoidianos para linfécitos dentro dos nddulos
linfaticos regionais, levando a expansdo clonal de células T CD4 + autorreativas, células T
CD8 +, células T citotoxicas, e células B produtoras imunoglobulinas (IgG). Estas células

infiltram o tecido tireoidiano resultando em tireoidite cronica’.

O quadro histologico da TH (Figura I) caracteriza-se por intenso infiltrado linfoide
com grande niimero de foliculos, muitos deles com centros germinativos claros e areas de
tecido conjuntivo fibroso denso colagenizado. Ha também hiperplasia de células oxifilicas
associada a hiperplasia epitelial folicular por vezes constituindo ninhos so6lidos de células
epiteliais de significado ainda ndo esclarecido" . Foram descritas fissuras no tecido que
sdo, na verdade, principalmente vasos linfaticos dilatados, localizados nos septos
interlobulares proximo aos foliculos linfoides'. O processo inflamatorio cronico leva

lentamente a destrui¢cao do tecido folicular normal.
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Presenga de intenso infiltrado inflamatorio cronico associado a agrupamentos de células epiteliais com

alteracdes nucleares. Coloragdo HE aumenta de 400X.

A doencga tem risco estimado anual de 4% em mulheres, pode apresentar-se com

\

uma variedade de manifestacdes que vao de uma funcdo tireoidiana normal associado a

. , . . ~ . C . 1, 2
presenga de auto-anticorpos até o desenvolvimento de disfuncdo tireoidiana grave °.
Alguns pacientes apresentam curtos periodos de tireotoxicose leve que pode desaparecer
espontaneamente. Na maioria das vezes, a apresentagdo inicial acontece na fase eutireoidea
seguida por desenvolvimento gradual de hipotireoidismo subclinico que progride

lentamente para hipotireoidismo sintomatico'.

A associagdo entre o carcinoma papilifero da tireoide (CPT) e a TH ¢ intensamente
questionada na comunidade cientifica por compartilharem vérias caracteristicas
, . . . , . 4 n . .
morfolégicas, imunoihistoquimica e moleculares”. Estudos tém sido realizados buscando

demonstrar a associagdo entre essas duas doencgas e tem sugerido uma relagao nao apenas
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incidental’. Os pacientes com CPT tiveram quatro vezes mais propensdo a demonstrar uma
TH coexistente, em comparagdo com os pacientes com outras doencgas da tiroide, sugerindo

uma ligagdo entre a inflamagio cronica e o aparecimento de cAncer na glandula tireoide®.

Existem evidéncias indiretas que suportam a associa¢ao da TH com o CPT, como o
aumento de 2,7 vezes da frequéncia da TH associada ao CPT quando comparada ao grupo
controle’. Admite-se que a presenca de processo inflamatério cronico observado na TH
poderia ser o fator desencadeante, no qual a ativacdao de genes ou de receptores ligados ao

ciclo celular poderiam ser os fatores de transformagéo maligna”®.

O rearranjo cromossomico RET/PTC (fusao do RET tirosinacinase-5 na regiao
terminal de genes heterogéneos) ¢ um mecanismo fundamental para a ativagdo de
oncogenes de células foliculares da tireoide induzindo a transformacdo neoplasica. Este
rearranjo tem sido encontrado em até 68% dos tecidos de tireoide de pacientes com TH'. O
RET/PTC leva a expressdao de uma proteina quimérica que ¢ considerada com marcador
genético do CPT e poderia ser responsavel pela quimiotaxia que levaria a infiltragdo dos

. y e . y e 10. 11
tecidos por mondcitos e linfocitos

. Pacientes que foram expostos a radiagdo atdmica,
como observado em Chernobyl na atual Russia, desenvolveram ndo apenas RET/PTC com

. . 7 12
carcinoma papilar subsequente, mas também a TH .

Outro importante fator ¢ a frequente deteccdo de p63 na TH e no cancer da tireoide
em contraste com a deteccdo incomum de pacientes com outros canceres e doenga de
Graves. Isso leva a proposicao de que essas duas doengas sdo iniciadas por células-tronco

pluripotentes residuais que expressam positividade para p63™ ''?

. Embora seja conhecida a
relacdo entre TH e CPT hé poucos dados relativos a TH como fator progndstico para esta

.~ 6
associacao .

As razdes da existéncia da associagdo entre o CPT e a TH permanecem ainda nao

esclarecidas. Estudos recentemente publicados mostraram uma maior incidéncia de CPT



15

em pacientes com TH e uma maior prevaléncia também de TH em pacientes com CPT® "
140 CPT coexistindo com TH foi mais frequentemente observado em pacientes mais
jovens e do sexo feminino e existem dados contraditorios que sugerem um efeito protetor
da TH em pacientes com CPT® bem como uma correlagio favoravel entre o TH em
pacientes com CPT e sobrevida livre de doenga e também a sobrevida global. Eles
concluiram que os pacientes com CPT, na presenca de TH, tiveram um resultado clinico
mais favoravel provavelmente por diagnostico concomitante de PTC em fase inicial do
PTC. A TH coexistindo com CPT estava associada a fatores de melhor progndstico, tais
como menor tamanho do tumor, menor incidéncia de metastases linfonodais® . Além
disso, foi observado que pacientes com CPT e TH tendem a ter um curso mais indolente do

. . N . 14
que aqueles com CPT apenas, incluindo menores taxas de recorréncia da neoplasia .

Em um estudo retrospectivo com uma grande casuistica foi observada uma
mortalidade especifica por cancer de 0,7% e uma taxa de sobrevida livre de recidiva de
95% em 10 anos, nos pacientes com TH, em compara¢do com uma mortalidade de 5% e

uma taxa de sobrevida livre de recidiva de 85% em 10 anos em casos de CPT sem TH".

Carcinoma Papilifero da Tireoide

Aspectos Gerais

Tumores da tirdide sdo enddcrinopatias frequentes na populacdo entre vinte e
sessenta anos de idade. Cerca de 40% dos individuos apresentam nddulos tireoideanos,
sendo em sua grande maioria nédulos foliculares benignos'®'”. Apenas cerca de 5% a 10%
dos nodulos da tireoide sdo malignos sendo mais frequente o CPT'®. A incidéncia de cancer
de tireoide dobrou nos ultimos 30 anos, especialmente nos paises desenvolvidos,
provavelmente devido ao aumento da detec¢do de nodulos ainda pequenos e de baixo
risco’”. Com o uso de melhores técnicas de diagnostico, o CPT passou a ser identificado

20,21

mais frequentemente do que no passado, e em fases iniciais da doenga™ " sendo hoje o tipo

mais comum de neoplasia endocrina maligna humana e tambem responsavel por mais de
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70% de todos os canceres da Tireoide'®. A etiologia da CPT estd relacionada
provavelmente a fatores do meio ambiente, predisposicdo genética ou fatores hormonais

7 18,22
como o estrogeno 5, .

No Brasil perfil de incidéncia e mortalidade do cancer de tireoide ¢ compativel com
o descrito na literatura mundial. Foi observada durante a analise dos dados uma queda da
mortalidade desses pacientes ao longo dos ultimos 20 anos em ambos os sexos. Essa
caracteristica pode estar relacionada a melhora do diagnostico e tratamento precoce do

. N (23
cancer tireoidiano em nosso pais™.

Foi observada também uma grande variacdo das taxas de incidéncia entre os locais
estudados, especialmente para o sexo feminino. Belém, Porto Alegre, Recife e Salvador,
apresentaram as menores taxas de incidéncia, enquanto Sdo Paulo e Distrito Federal se
destacam por apresentarem as maiores taxas. A hipdtese levantada pelo autor refere que a
disponibilidade e acesso a recursos diagnosticos entre essas regides possa explicar, ainda
que parcialmente, as variagdes regionais observadas, ao exemplo de que as mulheres
utilizam mais servigos de satide do que os homens, podendo isso interferir nos resultados.
Além disso, ¢ interessante notar que existem desigualdades na distribuicdo de médicos e
leitos hospitalares entre as regides brasileiras, com a maior disponibilidade de recursos
sendo encontrada nas regioes sudeste, sul e centro-oeste, em detrimento ao norte € nordeste.
Assim, a variabilidade das taxas de incidéncia entre esses locais deve estar relacionada a
variagdes na cobertura dos sistemas de informagdo bem como na disponibilidade e acesso a

. ;. AL gt 2
recursos diagnosticos e terapéuticos™.

Os tumores da tireoide representam mais de 90% de todos os carcinomas
endécrinos, sendo o PTC a apresentagdo mais comum e de melhor prognostico™. Sio
neoplasias caracterizadas por alteragdes genéticas entre as quais rearranjos de oncogenes
RET e mutagdes em BRAF, RAS e P53. A alteragdao da proteina RET ¢ uma das mais

relevantes, pois pode ser encontrada no tecido da tireoide de pacientes com doenga
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inflamatoria croénica, como a TH?. Fatores ambientais, em especial a dieta com sal iodado,
podem ter papel na patogénese desse tumor. Outros fatores, como a radioterapia externa na
infincia e adolescéncia, exposicdo a radiagdo ionizante, doenga tireoidiana benigna
preexistente e fatores genéticos, entre eles mutacdo de RAS, e rearranjos do RET/PTC
(rearranged in transformation/papillary thyroid carcinomas) estdo associados com o
aumento do desenvolvimento do PTC*®. O uso difundido da radiacdo-X na década de 1950
para o tratamento de condi¢des benignas como acne ¢ hipertrofia do timo, contribuiu para a
ampliacdo da incidéncia de CPT durante um periodo de tempo®. O aumento na incidéncia
de CPT pode estar relacionado, em parte, a melhores métodos de detec¢do precoce da
neoplasia, maior exposi¢do ambiental a radiacdo eletromagnética e ao maior uso de
radiagdo ionizante com fins terapéuticos'”. Pessoas que foram expostas a radiacio atdmica,
como observado no acidente nuclear em Chernobyl, na atual Russia, desenvolveram nao
apenas carcinoma papilar com expressao de RET/PTC, mas também TH nos anos seguintes

s 12
a exposi¢ao .

O CPT possui caracteristicas morfologias macroscopicas que podem variar de
4 r ;o r A 19 rqe
nodulos com menos de um centimetro a varios centimetros de didmetro ~, ser solido ou
Copi 28 . 1
cistico”. Geralmente o tumor se apresenta como nodulo solido, sendo em alguns casos
composto pela combinagdo entre solido e cistico e raramente sdo observados tumores que
se apresentam completamente cisticos. Tumores metastaticos podem ser cisticos, enquanto

19,27 , L.
“' Os nddulos solidos normalmente ter uma

a lesdo primaria ¢ comumente solida
coloragdo acinzentada e consisténcia firme, geralmente mostram uma superficie de corte
branco acinzentada com bordas irregulares e ocasionais calcificagdes'’. Os limites do
noédulo podem ser infiltrativos ou circunscritos, com ou sem uma capsula evidente. E
possivel se evidenciar areas de esclerose e alteracdes degenerativas focais que podem

.28
ocorrer espontaneamente ou como resultado de PAAF anterior™.

O CPT cléssico exibe arquitetura papilar complexa com frequentes corpos

psamomatosos, as papilas sdo revestidas por células com citoplasma eosinofilico e os
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nucleos sdo irregulares, sobrepostos e claros®. O CPT variante folicular apresentam
caracteristicas  histologicas distintas, caracteristicas moleculares superficiais e
comportamento biologico distinto. A maioria dos casos evolui favoravelmente, os pacientes
tém uma sobrevida de cerca de dez anos até 98% dos casos, observa-se melhores resultados
de sobrevida em pacientes com tumores encapsulados®. O CPT ¢é um carcinoma bem
diferenciado e por sua vez, pode ser subclassificado de acordo com o aspecto histologico
em diversas variantes’. Essas variantes apresentam caracteristica clinicas distintas
correlacionadas com o tipo de mutagdo apresentada pelo tumor e seu nivel de diferenciagao

celular.

A resposta imune eficiente pode eliminar as c€lulas cancerosas, porém, a ativacao
cronica de células inflamatérias em torno da neoplasia pode sustentar a proliferacdo de
células neoplésica27. Existe uma forte associagdo entre inflamacdo cronica ¢ aumento da

susceptibilidade a transformagdo neoplasica ao e desenvolvimento do cancer®” >’

A coexisténcia de inflamagdo e cancer pode ser observada em varios tumores. A
inflamag@o cronica est4 presente no microambiente da maioria dos tecidos neoplasicos™. A
persistente libertacdo de mediadores da resposta inflamatoria no local do tumor pode afetar
sua progressao como o aumento da taxa de proliferacdo de células tumorais, resisténcia a

~ . A R . . . 2
apoptose, promocio de angiogénese e por inibi¢io de imunidade protetora antitumoral®**.

O cancer de tireoide pode exibir componente inflamatdrio cronico associado que ¢
frequentemente observado no CPT. Esta neoplasia frequentemente aparece em pacientes
com doengas autoimunes, tais como a TH e a Doenc¢a de Graves (Liotti F). A presenca do
RET/PTC, RAS ou BRAF, que sdo os oncogenes mais comumente encontrados em CPT,
podem estar relacionados ao desencadeamento da resposta inflamatdria observada ao redor

da neoplasia™.
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O CPT mais comumente se apresenta como um nodulo da tireoide que € descoberto
por acaso ou em exame de rotina. Raramente, os pacientes se apresentam com metastases
em linfonodos do pescoco ou com rouquidao causada pelo envolvimento do nervo laringeo
recorrente™. Ocasionalmente o CPT apresentam-se com linfoadenopatia cervical'’ que é
um sinal de mal progndstico indicando doenca avancada’’. Nodulos pequenos podem ser
incidentalmente descobertos por estudos diagndsticos realizados para outras indicagdes'”
através de exame de ressonancia magnética e tomografia computadorizada apresentam
melhor prognoéstico, especialmente em pacientes jovens abaixo dos 40 anos, onde observa-
se uma sobrevida de 20 anos em mais de 98% dos casos®”. Os testes de fungio tireoidiana

normalmente ndo sdo alterados pelo CPT.

Embora o CPT possa ocorrer em qualquer faixa etaria, ele se apresenta mais
frequentemente entre os 45 a 60 anos de idade e ¢ mais comum em mulheres com uma
prevaléncia de dez a vinte vezes maior a agressividade do CPT aumenta significativamente
com a idade®®. Apesar de ser uma doenca de mulheres adultas, ¢ a principal causa de Bocio
e Hipotireoidismo adquirido em criangas e adolescentes em areas ndo endémicas™. O
progndstico para a maioria dos pacientes com CPT é excelente®® no entanto, apesar do bom
prognodstico o CPT pode dar origem a recorréncias e metastases, por vezes, muitos anos
apos o diagnostico™. A recorréncia regional ocorre em 20-30% dos pacientes entre dez a
vinte anos ap6s o diagnéstico inicial, e estd associada com diminuigio da sobrevida®'. O
atual sistema de estadiamento ndo identifica com seguranga os pacientes em maior risco de
recorréncia e mortalidade®’. A pesquisa de oncogenes envolvidos na formagio do CPT e
biomarcadores teciduais pode ser de utilidade na identificagdo das formas mais agressivas

2 2
da neoplasia®- "

Existem outras caracteristicas clinicas e morfologicas do CPT, que tém sido
freqiientemente associados a prognostico desfavoravel, como idade avancada no momento

do diagnostico, sexo masculino, tamanho do tumor maior que 1 cm , extensdo extra-
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tireoidiana, multicentricidade tumoral, auséncia de encapsulamento, invasao vascular e

r N q e 242
metastases a distancia™ 9’30.
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Aspectos Diagnosticos

Atualmente, a pun¢do aspirativa por agulha fina (PAAF) ¢ o método mais utilizado
para examinar nddulos tireoidianos solitarios e convencionalmente ¢ através desta técnica
que se discrimina entre nédulos tireoidianos benignos e malignos™**. Ao contrario dos
carcinomas de c¢lulas foliculares ¢ de células de Hiirthle, o CPT tem caracteristicas bem
definidas ao exame citologico através da PAAF™, essas caracteristicas especificas
possibilitaram a sua subdivisdo em 16 variantes na Ultima classificacio da OMS que
possuem caracteristicas citologicas e prognodsticos distintos. Dentre essas variantes, 0s
subtipos microcarcinoma, CPT classico e a variante folicular do CPT sdo as variantes mais

freqiientemente diagnosticadas®’.

A Citologia através da pungdo aspirativa por agulha fina (PAAF) ¢ amplamente
utilizada como ferramenta para o diagnostico de lesdes malignas da tireoide™. A citologia
com PAAF ¢ considerado a ferramenta mais valiosa para o diagnostico pré-operatorio de
CPT resultando em diagnodstico de indeterminado ou suspeito em apenas dez a vinte por
cento dos casos'® porem quando positivo o valor preditivo se mostra bastante elevado®>.
Nos casos considerados suspeitos ou positivos para CPT esta indicada cirurgia, porem em
cerca de 20% destes casos os nodulos ndo sdo malignos. Isto leva a um nimero elevado de
pacientes tratados desnecessariamente para a doenca maligna, nesta situacao a aplicacao de
imunoihistoquimica com FOXP3, por exemplo, em material de PAAF, poderia ter utilidade
na caracterizacdo melhor das células suspeitas de malignidade permitindo reduzir as

. . .2 4
cirurgias desnecessarias 6,33,3 .

Estudos mostram que a PAAF de Tireoide tem uma alta sensibilidade, variando de
92 a 98% e valor preditivo negativo da ordem de 97%, mas apresenta uma baixa
especificidade devido a resultados como: suspeitos de malignidade, duvidoso ou

indeterminado™®.
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A investigacdo de um nddulo tireoidiano geralmente inclui ultrassonografia, exame

28,32 ~
832 Padrdes

nuclear, e bidpsia por pun¢do aspirativa com agulha fina (PAAF)
ultrassonograficos sdo convencionalmente aplicados para distinguir noédulos tireoidianos
benignos de malignos. Existem padrdes caracteristicos do CPT. O primeiro ¢ a presenca de
um nddulo sdlido, hipoecdico com focos ecogénicos, presenca de microcalcificacdo, e o
segundo padrio ¢ o nodulo solido, hipoecdico com focos ecogénicos grosseiros®>. Na
varredura nuclear por cintilografia o CPT ¢ geralmente um noédulo frio (baixa captagdo do
radioisotopo), e raramente pode se apresentar como um nodulo quente (alta captagdo de

radioisétopo). E importante notar que a captacdo do Tecnécio ¢ mais comum do que a

captacdo de Todo, e apenas o Giltimo prediz uma lesdo hiperfuncionante®.

Nodulo palpavel da glandula tireoide ¢ um problema de ocorréncia clinica comum.
A maioria das lesdes ¢ de natureza benigna. O diagndstico diferencial entre noddulos
benignos e malignos baseia-se na avaliagdo citoldgica das células da Tireoide obtida por
uma pungio aspirativa, coradas por métodos de May-Griinwald Giemsa ou Papanicolaou
A PAAF de Tireoide tem uma alta sensibilidade, variando de 92 a 98% e valor preditivo
negativo da ordem de 97%, mas apresenta uma baixa especificidade™ **.

As variantes do CPT podem se correlacionar com o prognéstico do paciente™.
Algumas dessas variantes tém grande importancia prognostica sendo relevante demonstrar
a diferenciagdo com o CPT classico. A OMS reconhece variantes biologicamente mais
agressivas que incluem os tipos sélido, esclerosante difuso, de células altas e de células
colunares'’?>. Como exempo de CPT agressivo, a variante solida ¢ caracteristicamente nao
encapsulada, com frequente invasdo de margens e tecidos préximos, e compreende
aproximadamente 3% dos casos”®, apresenta uma incidéncia significativamente maior de
doenca extra-tireoidiana, recorréncia local e metéastases, quando comparados com um grupo
correspondente do variante usual de CPT em pacientes de semelhante idade, sexo e data de

2835
diagnostico™".
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O diagnoéstico de CPT através da PAAF baseia-se na morfologia nuclear como:
nicleos aumentados e alongados, com sobreposi¢ao e aglomeracdo, contorno nuclear
irregular; inclusdes nucleares; sulcos intranucleares resultantes da irregularidade nuclear,

, . . ~ 28
nucléolos evidentes e inclusdes ncleares™.

O CPT apresenta diversas caracteristicas arquiteturais e nucleares especificas que
auxiliam no diagnostico morfologico. Existem noédulos que tém aspectos nucleares de
dificil caracterizagdo através da PAAF e a auséncia de ntcleos claros com inclusdes,
sobreposicdo celular em agregados e dobras da cromatina torna a distingao entre benigno e
maligno muitas vezes dificil. Exames complementares podem ajudar a esclarecer o
comportamento da lesdo. Varios marcadores imunohistoquimicos sao de algum valor e sua
aplicacdo na citologia para conclusdo diagnostica tem sido sugerida, mas existem

. A . 28,35
limitagdes, econdmicas e técnicas. .

Existem marcadores de imunoistoquimica uteis na caracterizacdo do CPT como:

tiroglobulina, HBME-1, CK 19, galectina-3, TTF-1, FOXP3.

A tiroglobulina ao exame imunoistoquimico estd presente em todas as lesdes da
Tireoide. E apenas moderadamente expressa no CPT e exibe expressio variavel no
carcinoma anaplasico, porem ¢ positiva em todas as lesdes benignas. Por conseguinte, ndo ¢
de utilidade como marcador de malignidade, mas sim como marcador de origem da
Tireoide. Pode ser de valor, significativo, no diagndstico diferencial de metéstases para

. . .34
linfonodos cervicais*®*’.

HBME-1 ¢ um anticorpo monoclonal, dirigido contra um epitopo desconhecido, que
era inicialmente utilizada como marcador de células mesoteliais®*. Na Tireoide, HBME-1 ¢
quase que exclusivamente expresso em neoplasias malignas, incluindo CPT, enquanto que
as lesdes benignas o resultado ¢ negativo’®. HBME-1 é o marcador mais especifico de

malignidade da tiroide®® A maioria dos autores lhe confere uma sensibilidade da ordem de
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80%. No entanto, este anticorpo aparece também positivo em alguns adenomas e, em
alguns nddulos benignos do bocio multinodular (Figura 4. A). Este anticorpo €, por
conseguinte, considerado um marcador de malignidade se mais do que 25 a 30% sdo de

células HBME-1 positivas®.

CK19 ¢ uma citoqueratina de elevado peso molecular que constitui um marcador
sensivel, mas ndo especifica do CPT. A sensibilidade ¢ maior em lesdes da variante classica
e, portanto, nao pode ser util quando ela ¢ mais necessaria, na variante folicular e em lesoes
oncociticas com atipia nuclear'”” Este marcador é também fortemente expresso em tecido
tireoidiano normal comprimido em torno de lesdes, em Tireoidite linfocitica cronica, e em
areas reativas de tumores benignos, geralmente ao redor do local da biopsia anterior;
portanto, a sua especificidade ¢ muito pobre. No entanto, a presenca de positividade para
CK 19 generalizada em uma borda de lesdo pode ser util para apoiar o diagnostico de
CPT™.

Galectina-3 ¢ um membro da familia de lactina que ¢é expressa por células
inflamatorias epiteliais. Esta ¢ uma proteina de adesdo celular também expressa pelas
c¢lulas de neoplasias malignas da tireoide e tem sido utilizada como marcador de
malignidade na tiroide, no entanto, a sua expressao em alguns casos de bocio multinodular
e Tireoidite limita a sua aplicagdo mais ampla. Sua sensibilidade varia de 87 a 100% e
especificidade ¢ elevada, da ordem de 94%. E considerada como uma imunomarcagio de

. .. - - . .. 28. 34
valor na discriminacdo de lesdes suspeitas de malignidade™ ™.

TTF-1 (Fator Transcri¢ao da Tireoide -1) € uma proteina reguladora da expressao de
tiroglobulina, sendo uma molécula essencial na fisiologia da Tireoide. E 1itil com marcador
de células da tiroide. Mais frequentemente expresso em lesdes benignas, ele estd presente
nos tumores da Tireoide, principalmente se carcinomas forem dos tipospapiliferos,
foliculares ou pouco diferenciados e podem ser positiva em alguns carcinomas medulares e

. . . . -~ e e qe 34.35
em tumores oncocitico. Raramente utilizado nas citologias de lesdes tiredidianas™ ™.
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O Forkhead Box Protein 3 (FOXP3) foi recentemente observado no CPT com
expressao fortemente positiva e também em doengas tireoidianas benignas com expressao
mais fraca. Foi evidenciado que a positividade do FOXP3 pode exercer influencia em
varias caracteristicas de agressividade do CPT** ***_ As alteragdes moleculares expressas
pelo CPT tém sido extensivamente estudadas e desempenham um papel relevante na
compreensdo da patogénese e do comportamento da doenca. Essas alteragdes podem
proporcionar marcadores de diagndstico e de prognostico aplicaveis como auxilio para o
diagnodstico das lesdes suspeitas de malignidade e para o aumento da especificidade da

citologia pré-operatéria com PAAF*,

O proto-oncogene RET codifica o receptor de membrana para um fator de
crescimento das células nervosas. Esta ¢ uma proteina do receptor de tirosina-quinase que ¢
capaz de transformar uma célula normal em células da Tireoide superexpressas. A sua
expressdo é zero ou muito baixa em células da tiroide normal ou nédulos benignos. E
expressa em células derivada da crista neural e no rim. No entanto, RET esta envolvido em
certo numero de rearranjos conhecidos como RET / CPT que tém sido implicados no
processo da carcinogénese do CPT. Entre os marcadores moleculares da CPT, os oncogenes
com um papel patogénico no mecanismo de transformagado celular da Tireoide sdo os mais
promissores. Rearranjo do gene RET no CPT (RET/CPT) foi um dos primeiros oncogenes
humanos descobertos e foi 0 oncogene primeiro proposto como um marcador para este

33,34, 41,42
tumor """ .

No entanto, o entusiasmo inicial foi posto em duvida pelo achado de rearranjo do
gene RET em lesdes benignas, incluindo a TH e os adenomas. A constatagdo de que a
expressao de RET/CPT nao ¢ absoluta como marcador do CPT levanta preocupacdes em

~ - ;. . . . . 41,42
relacdo a sua utilidade clinica nas PAAF inconclusivas ou suspeitas de malignidade™ ™.
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O BRAF ¢ uma proteina quinase que tem um papel importante na proliferagao
celular, diferenciagdo, e morte celular programada. Mutacdes ativadoras de BRAF foram
encontradas inicialmente em cancer de colon humano ¢ melanoma maligno®’. Estudos tem
demonstrado que 0 BRAF também ¢ mutado em CPT com alta freqiiéncia®’. A mutacio
mais frequente ¢ 0 BRAF-V600e e ela provoca o aumento da atividade da quinase gerando
maior proliferacdo celular*’. As mutacdes BRAF sdo mais frequentemente associada com a
variante cldssica e, como geralmente essa variante ndo levanta grades duvidas diagnosticas,
eles ndo necessitam dessa tecnologia auxiliar, mas pode ser util para amostras de citologia
de diagnosticos duvidosos. As mutagdes de BRAF sdo associadas a caracteristicas clinicas
mais agressivas, tais como extensdo extracapsular, recidivas mais frequentes e metastases a
distancia®. Além do mau prognostico no CPT, a muta¢io de BRAF predispde o tumor a
perda de diferenciagdo, com possivel transformagdo para carcinoma anaplasico e

< 43,4445
progressao da doenga™ "™,

O p63 é um fator de transcri¢do nuclear’® homologo do gene p53*°. Esta sempre
expresso nas células basais, escamosa e mioepiteliais, apresenta a imunoistoquimica uma
positividade de 81,8% em focos de CPT*. A expressido do p63 foi negativa no tecido
tireoidiano normal, bécio nodular e adenomas foliculares. O achado de p63 em ninhos
solidos benignos na TH sugere uma possivel relagdo com a TH e o CPT. A p63 se mostrou

bastante especifica para o diagndstico de CPT*.
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FOXP3

O FOXP3 pertence a familia de fatores de transcricdo forkhead Box (FOX),
caracterizada por um dominio forkhead (FKH), de liga¢do ao DNAY. Localizados nos
linfocitos T-reguladores (Treg), o FOXP3 tem seu papel no desenvolvimento e controle
celular®™. As células T reguladoras tém como principal agdo proteger as células do
organismo de reagdo autoimune, inflamacdo e destruicdo tecidual, promovendo um
bloqueio das células T, sendo o FOXP3 a chave principal para essa regula<;5040’ Y0
mecanismo no qual as células Treg agem na imunossupressdo ¢ através da inibicdo de
contato célula-célula, e na produgdo de citocinas sendo a mais importante a inteleucina-10
(IL-10), e o fator de transcri¢do beta (TGF-B)™. A baixa expressao de FOXP3 em células
Treg CD4 e CD25 tem predisposto a inimeras doengas autoimunes®’. Na presenca de
alteracdes da expressao do FOXP3, trabalhos demonstram que este poderia ser um fator
primordial para que as células tumorais escapassem da imunovigilancia das células
linfoides*™>".

As células tumorais poderiam desenvolver alteragcdes nos receptores de citocinas e
quimiocinas, alterando a expressdo do FOXP3 e impedindo que se produza a IL-2 pelas
células Treg, fator relevante na resposta imune antitumoral, dificultando a entrada das
células imunovigilantes no tumor e a consequente apoptose’> >>. Outro dado importante
seria a ligacdo da inflamag¢do cronica e o desenvolvimento de cancer e sua progressao. A
inflamacgao favoreceria a expansao das células Treg no tecido sendo o primeiro passo para
perpetuacio das células cancerigenas®®. No sangue periférico de pacientes com cancer foi

demonstrado uma alta densidade de células Treg’.

O FOXP3 ¢ expresso em varias neoplasias malignas como pulmio, mama, célon,
melanoma e leucemias. Admite-se que o FOXP3 poderia ser um fator de inicializagdo do
cancer, assim como, de perpetuacdo da proliferacio neoplasica®®. Existem dados que

demonstram que o FOXP3 em cancer de colon pode predizer um pior progndstico, maior
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invasividade local por provavel modulagdo da capacidade do sistema imunitario em

. . , 2
identificar as células de tumor™~.

Na indugdo de células T regulatorias, citocinas provavelmente contribuem para o
ambiente imunossupressor que promove a expressio de FOXP3*. Tém sido observadas
descri¢des onde o FOXP3 ¢ visto tanto como fator importante para inicializa¢do do cancer,
como também teria um papel na evolugdo, sendo adotado como um indicador de mau
prognéstico também no CPT*. Exemplo disto é a presenca do B7-H1 uma molécula que
tem na sua fung¢do induzir anergia e apoptose dos linfocitos T, sendo um dos fatores para o
aparecimento de cancer, junto com a supressdo via FASL. Estes foram encontrados em
50% do paciente com cancer de mama sendo que na maioria houve um alto risco de

malignidade quando associado com FOXP3°’.

A expressao de FOXP3 foi inicialmente considerada como restrita a cé€lulas e
tecidos hematopoiéticos; no entanto, foi relatada recentemente uma marcacao com anti-
FOXP3 no tecido mamario normal e carcinomatoso. Além disso, foi verificada uma
expressdo de FOXP3 em 60% dos adenocarcinomas pancreaticos e em todas as linhagens
celulares de cancer de pancreas analisadas™. A expressio dessa proteina em tumores foi
associada a menor probabilidade de sobrevida global e esse risco aumenta com a elevagao
da densidade da imunomarcagdo para FOXP3. A localizagdo subcelular heterogénea de
FOXP3 no carcinoma de mama traduz a presenca de diferentes formas modificadas pds-
translacionais de FOXP3. Novas investigagdes sao necessarias para averiguar se €ssas

modificacdes sdo funcionalmente relevantes’’.

Na mama e na préstata humana, a diferenga notavel entre as células epiteliais
normais € cancerosas quanto a expressao de FOXP3 sugere fortemente uma relagao entre o
down-regulation de FOXP3 e o desenvolvimento de céncer’™. A expressio de FOXP3
serviu para discriminar o risco prognoéstico de pacientes com cancer de mama e linfonodo

negativo, uma vez que a sobrevida global de pacientes com linfonodos axilares negativos e
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FOXP3 positivo foi significativamente inferior aquela de pacientes com linfonodos

negativos e FOXP3 negativo".

A expressio de FOXP3 foi significativamente associada a positividade de
linfonodos cervicais a maior indice de proliferacao celular quando aplicado o exame de
imunoihistoquimica com MIB-1, enquanto nenhuma associagdo foi encontrada entre a
expressao de FOXP3 nas células tumorais e pardmetros de prognostico como tamanho do
tumor, resposta histoldgica apos quimioterapia neoadjuvante, nimero de mitoses, necrose e

grau histologico™.

Neste contexto o melhor entendimento do papel do FOXP3 no cancer pode permitir
a sua utilizacdo como biomarcador e mesmo como fator prognostico, além de ser esta
molécula um possivel alvo no tratamento das neoplasias malignas. Nao ¢ conhecida a
existéncia de associagdo entre a expressdo do FOXP3 e a proliferagcdo de células tumorais

. s 59
no CPT isolado ou em associacdo com TH™".

Este fato levou ao questionamento de se a identificacdo através de exame
imunoistoquimico da expressao de FOXP3 poderia sugerir um papel carcinogénico no

desenvolvimento do CPT da Tireoide quando associado a TH®.
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VIII. MATERIAIS E METODOS

Desenho do estudo e Selecao de Biopsias

Foi realizado um estudo de série de casos coletados no periodo de 2000 a 2008
quando foram realizadas 1438 tiroidectomias totais no Servigo de Cirurgia do Hospital Sao
Rafael, Salvador, Bahia. Destes casos, foram selecionados aqueles com diagnostico de
CPT, perfazendo um total de 466 casos, dos quais foram coletadas informagdes
demograficas de prontuarios eletronicos do hospital. Foi realizada revisdo das ldminas para
classificagao dos subtipos histologicos do CPT e identificagdo de TH. Os dados foram
dispostos em banco de dados para analise estatistica. Posteriormente foram
randomicamente selecionados 30 casos de CPT para fins de exame imunoistoquimico com
o anticorpo contra FOXP3, tendo em vista os custos elevados do exame. A randomizagdo

foi gerada através do Random Allocation Software.

Critérios de Inclusio e Exclusao

Foram incluidos todos os casos de CPT com e sem TH que apresentaram
diagndstico confirmado, por dois patologistas, de forma isolada. Os critérios de exclusdao
foram: casos com dados diagnodsticos perdidos ou incompletos; casos de doenga

metastatica para a tireoide.

Divisao de grupos do estudo

Foram considerados dois grupos:
1. CPT sem TH: Casos apenas com CPT.
2. CPT com TH: Casos com coexisténcia de CPT e TH.
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Figura 2. Fluxograma das 1438 tireoidectomias com 466 casos de Carcinoma Papilifero da

Tireoide.

1438 Tireoidectomias

466 casos de CPT

randomizacao

30 casos de CPT

11CPT +TH

1 excluido

18 CPT apenas

A figura 1 descreve os casos de CPT selecionados entre as1438 tireoidectomias com

a randomizacao posterior para fins de imunoistoquimica.

Técnica de Imunoistoquimica

A imunoistoquimica foi realizada com recorte dos blocos e confec¢ao de laminas

com 5 um, previamente silanizadas, recuperagao antigénica com EDTA PH9 e marcagao

com anticorpo Anti-FOXP3 [mAbcam 22510] Abcam® clone 236A/E7 Cambridge, UK. A

revelagdo foi feita com estreptovidina por trinta minutos em solugdo phosphate buffered
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saline (PBS) com substrato mais cromégeno revelador diaminobenzidina (DAB) lavagem

com agua destilada e contra-corado com Hematoxilina de Harris.

As laminas foram consideradas positivas para FOXP3 quando apresentavam
coloracdo evidente nas células do CPT observados em quatro campos de 400x. Cada caso
foi posteriormente classificado como positivo difuso se mais de 50% das células do CPT
apresentou coloracdo ou positivo focal se menos de 50% das células estavam coradas.
Foram consideradas negativas as laminas em que nao foi observada coloragao para FOXP3
no CPT. Todas as laminas foram vistas por dois patologistas isolados (Murilo Neves e Julia

Miranda) e os casos discordantes foram revistos e classificados de comum acordo.

Analise Estatistica

Para a inferéncia estatistica, foi realizado o teste y” (qui-quadrado), nas analises
bivariadas, para comparar os dados das varidveis qualitativas do estudo (sexo, variante
histologica, expressdo de FOXP3 e tipo de expressdo de FOXP3). Foram consideradas
estatisticamente significantes as diferencas cujos valores de p foram inferiores a 0,05. A
analise foi conduzida através do software estatistico SPSS (Statistical Package for Social

Sciences, IBM) for Windows, versao 11.0.

Aprovacio do Comité de Etica em Pesquisa

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa do Hospital Sio Rafael

em 08 de Margo de 2007 (Anexo 1).
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IX. RESULTADOS

A frequéncia de TH em 466 casos de CPT ¢ mostrada na Figura 2. Em 326 casos
ndo havia coexisténcia TH (70% da amostra), enquanto 140 casos (30%) apresentavam a

referida coexisténcia.

Figura 2. Frequéncia de Tireoidite Hashimoto em 466 casos de Carcinoma Papilifero da

Tireoide.
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Os aspectos demograficos e histologicos de 466 casos de CPT sdao mostrados na
tabela 1. A média de idade da amostra foi de 41,3 anos (minima de 18 ¢ maxima de 77) ¢ a
maioria dos casos 392 pacientes (84,1%) era do sexo feminino (Tabela 1). Com relagdo as
variantes histologicas, foi evidenciado que, do total da amostra (466 casos de CPT), 211
(45,3%) pacientes possuiam a variante do microcarcinoma papilifero, 186 (39,9%)

apresentavam a variante cldssica, 67 (14,4%) apresentavam a variante folicular e 2 (0,4%)
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tinham a variante solida. Ndo foram encontradas as variantes de células altas e de células

claras.

Tabela 1. Aspectos demograficos e histologicos de 466 casos de Carcinoma Papilifero da

Tireoide
Variaveis Total de casos (n = 466)
Sexo feminino 267 (81,9%)
Idade em anos (média) 40,7

Variantes histologicas

Microcarcinoma 211 (45,3%)
Classica 186 (39,9%)
Folicular 67 (14,4%)
Solida 2 (0,4%)

Quanto a divisdo de grupos do estudo, dos casos apenas com CPT, 267 (81,9%)
eram de mulheres ¢ 59 (18,1%) eram de homens; nos casos com CPT e TH, foram
encontrados 125 (89,3%) pacientes do sexo feminino e 15 (10,7%) do sexo masculino. Esta
diferenca encontrou significancia estatistica (p=0,046), como mostrado na Tabela 2. Nos
casos apenas com CPT, a média de idade foi de 40,7 anos; nos casos com a CPT e TH, esse
valor foi de 44,8 anos. Considerando as variantes histologicas de CPT, as diferencas entre
os dois grupos do estudo (Tabela 2) ndo foram estatisticamente significantes (p=0,47). No
entanto, observa-se maior frequéncia de casos da variante do microcarcinoma em pacientes
com CPT e TH (50%), ao passo que as variantes cldssica, folicular e sdlida foram

encontradas em maiores propor¢des no grupo CPT sem TH.
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Tabela 2. Distribuicdo dos 466 casos de Carcinoma Papilifero da Tireoide com e sem

Tireoidite de Hashimoto em relag@o a género, idade e variantes histologicas.

Variaveis CPT sem TH CPT com TH Valor de p
(n=326) (n=140)
Sexo feminino 267 (81,9%) 125 (89,3%) 0,046*
Idade em anos (média) 40,7 44,8 -
Variantes histologicas 0,47
Microcarcinoma 141 (43,3%) 70 (50%)
Cléssica 134 (41,1%) 52 (37,1%)
Folicular 49 (15%) 18 (12,9%)
Solida 2 (0,6%) 0

Foram selecionados 30 casos obtidos a partir da randomizag¢do dos 466 casos de
CPT para realizacdo de estudo imunohistoquimico visando determinar a expressdao de
FOXP3. Desta amostra um caso foi excluido por apresentar bloco de parafina com
artefatos. As caracteristicas demograficas, a frequéncia de TH e a expressao de FOXP3 na

imunoistoquimica sdo evidenciadas na Tabela 3.



36

Tabela 3. Caracteristicas demogréficas, de frequéncia de Tireoidite de Hashimoto e de
expressao de FOXP3 do subgrupo de 29 casos de Carcinoma Papilifero da Tireoide

submetidos a exame imunoistoquimico.

Variaveis n=29
Sexo feminino 23 (79,3%)
Idade em anos (média) 42
Frequéncia de TH 11 (37,9%)
Expressao de FOXP3 21 (72,4%)

Dos 29 casos submetidos ao exame de imunoistoquimica observou-se que 23
(79.3%) casos eram do sexo feminino e seis (20.7%) eram do sexo masculino. A média de
idade foi de 42 anos. 18 pacientes (62.1%) foram diagnosticados apenas com CPT e 11
(37.9%) tinham TH concomitante. A marcagdo positiva para FOXP3 na imunoistoquimica
esteve presente em 21 (72.4%) de todos os casos analisados. A Frequéncia de Expressao de

FOXP3 em 29 casos CPT com e sem TH ¢ mostrada na Figura 3.
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Figura 3. Frequéncia de expressio de FOXP3 em 29 casos Carcinoma Papilifero da

Tireoide com e sem Tireoidite de Hashimoto.
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Dos 29 casos acometidos por CPT isoladamente, treze (72,2%) apresentaram
resultado positivo a reacdo com anticorpo anti-FOXP3, enquanto que oito casos (72,7%)
com PTC mais TH foram positivos para FOXP3 (Figura 2). Esta diferenga ndo foi
estatisticamente significante (p=0,976). A distribui¢ao do género e do tipo de expressao de
FOXP3 na andlise imunoistoquimica em 29 casos de CPT com e sem TH ¢ mostrada na

Tabela4.



38

Tabela 4. Andlise do género, da frequéncia e do tipo de expressdo de FOXP3 na andlise

Imunoistoquimica em 29 casos de Carcinoma Papilifero da Tireoide com e sem TH.

Variaveis CPT sem TH (n = 18) CPT com TH (n=11) Valor de p
Sexo feminino 13 (72,2%) 10 (90,1%) 0,228
Expressdo de FOXP3 13 (72,2%) 8 (72,7%) 0,976
Tipo de expressao 0,195
Focal 6 (46,2%) 2 (25,0%)
Difuso 7 (53,8%) 6 (75,0%)

Dos 13 casos positivos diagnosticados apenas com CPT 6 (46,2%) apresentaram
resultado positivo focal e 7 (53,8%) apresentaram resultado positivo difuso. Dos 8
pacientes positivos com diagndstico conjunto de CPT e TH 2 (25,0%) obtiveram resultado
positivo focal e 6 (75,0%) foram positivo difuso na reacdo para FOXP3; esta diferenca

entre os dois grupos nao foi estatisticamente significante. (Tabela 4).

A expressao de FOXP3 em diferentes tecidos tireoidianos normal, com TH e com

CPT ¢ mostrada na Figura 4.



Figura 4. Imunoistoquimica com marcador de FOXP3: a. Sem marcacao em tecido tireoidiano normal
(aumento de 100x); b. Auséncia de marcagdo por FOXP3 em tireoide apresentando infiltrado
linfocitario de TH (aumento de 100x); ¢, Marca¢des pontuais de linfocitos FOXP3+ em infiltrado
linfocitario TH, indicando presenca de Linfocitos Treg (aumento de 200x); d. Auséncia de marcagdo
(FOXP3 negativo) no PTC (aumento de 100x); e. Marcagao positiva focal no PTC, com menos de 50%
de células do campo coradas (no aumento de 200x); f. Marcag@o positiva difusa no PTC, com mais de

50% das células do campo coradas (aumento de 200x).
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Observa-se evidente coloracdo para FOXP3 no CPT e negatividade para tal
marcagdo no tecido tireoidiano normal, com controle interno positivo para a reacao

evidenciado nas células Treg positivas do infiltrado linfoide da TH.
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IX. DISCUSSAO

A associacdo entre CPT e TH tem sido amplamente documentada tanto em estudos
epidemioldgicos como morfologicos™ ®’. No presente estudo foi documentado que a
expressao difusa ou focal de FOXP3 foi intensamente observada nas células neoplasicas do
PTC indicando que a avaliacdo da expressdo desta molécula em casos suspeitos de

neoplasia da tireoide contribui para o diagndstico de PTC.

A associagdo entre CPT e TH, como relatado em diversos artigos, varia de 0,5 a
300" > 67 2. 2662 A populagdo de pacientes com TH apresenta cerca de 2,8 vezes mais
CPT do que pacientes sem TH®. E possivel que o processo inflamatdrio cronico decorrente
da doenca e a predisposi¢do genética para o desenvolvimento de lesdes neoplasicas venha a
desencadear o mecanismo de iniciagdo, promogao e progressao do cancer de tireoide. Esta
possibilidade tem sido o objeto de investigagdes nos Ultimos anos, sendo possivel que
defeitos genéticos na cascata de sinalizacdo, por meio de ativacdo e inativagdo dos
oncogenes ¢ de mutagdes de série participem no desenvolvimento de carcinoma.
Atualmente, a forma mais conhecida de alteracio genética no CPT é o RET/PTC*. A
relacdo entre o CPT e a TH sugere uma associagdo ndo apenas acidental. A presenca de
processo inflamatério cronico poderia induzir a ativagdo de genes que desencadeariam a
transformagdo maligna’. O rearranjo cromossdmico RET/PTC que esta presente no CPT é
também encontrado na TH em 68% dos casos'’. Todavia ainda ndo foi esclarecido se ha
relacdo ou ndo deste rearranjo cromossOmico com o processo inflamatério cronico da TH.
Os pacientes expostos a radiacdo do desastre nuclear de Chernobyl desenvolveram nao so

CPT com expressao de RET/PTC, mas também TH associada.

O papel da inflamacao na carcinogénese ¢ atualmente aceito desde o surgimento de
evidencias de que o microambiente inflamatdrio ¢ um componente essencial de todos os

tumores, inclusive nos que uma relagdo causal direta com a inflamagao, ainda ndo foi ainda
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47. 63 . . . .. . ~
77, Existem dois mecanismos distintos para explicar a correlagdo entre a TH

comprovado
e o RET/PTC. O primeiro sugere que a inflamacao pode facilitar o rearranjo RET/PTC. De
acordo com esta hipotese, a producdo de radicais livres, a secrecdo de citocinas, a
proliferagcdo celular e fatores relacionados com a inflamag¢ao podem predispor a mutacdes
nas células foliculares. Sabe-se também que a taxa de mutacdo ¢ muito maior em tecidos
com inflamagdo cronica do que em tecidos normais®. O segundo sugere que rearranjos do
RET/PTC possam promover o recrutamento de células inflamatorias. A liberacdo
persistente de moléculas inflamatorias pela neoplasia pode levar a progressao tumoral
através do aumento da proliferagdo de células tumorais, da resisténcia a apoptose, da
promog¢ao da angiogénese e da remodelacdo do estroma, alem de inibir o estabelecimento
de imunidade antitumoral protetora. O cancer da tireoide exibe um componente
inflamatério, que inclui diferentes tipos de leucécitos, e € frequentemente observado em
tumores da tireoide particularmente no CPT. A inflamagdo cronica estd ligada ao estresse

oxidativo que pode causar danos no DNA e contribuir para iniciar alteragdes genéticas, com

expressdo de oncogenes, e desenvolvimento de cancer ou apoptose®.

Os casos de CPT tiveram média de idade compativel com o que tem sido
descrito na literatura bem como a frequéncia maior observada no sexo feminino. Também
ndo observamos diferengas com relacdo a idade e sexo nos casos de CPT isolado ou
associado a TH. Estes dados também estdo de acordo com os observados na populagao
adulta com CPT® tendo em vista que os casos estudados neste trabalho ocorreram entre
dezoito e setenta sete anos de idade Com relagdo as variantes histologicas, foi evidenciado
que, do total da amostra de 466 casos de CPT, a maioria apresentava a variante do
microcarcinoma papilifero, posteriormente a variante classica, depois a variante folicular e
menos de 1% dos casos tinham a variante solida. Nao foram encontradas nem a variante de
células altas nem a variante de células claras. Em dois trabalhos anteriormente realizados
foi identificado um maior namero de casos da variante folicular™ ' do CPT associado & TH.
As razoes para esta diferenca de associacao entre subtipos histoldgicos e TH ainda carece

de esclarecimento, ¢ possivel que a populagdo submetida a tiroidectomias tenha realizado o
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procedimento cirargico, ainda na fase inicial da doenga o que motivou a observacdo de
maior numero de casso de microcarcinoma, somasse a isso o fato de a maioria dos casso ter
sido operado apos PAAF com resultado suspeito ou diagndstico de carcinoma papilifero.
No nosso estudo a distribuicdo das variantes histologicas do PTC com e sem TH nao
apresentou diferenca sugerindo que a TH ndo esta relacionada com uma variante

histologica especifica do CPT.

A expressao de FOXP3 no CPT foi evidenciada no presente estudo através de
Imunoistoquimica realizada com anticorpos especificos para FOXP3. Obtivemos resultado
altamente positivo tanto a expressdao difusa como focal em 72,4% de casos de CPT.
Recentemente foi observada expressdo de FOXP3 em 91,9% dos casos de PTC (26). Enfase
nos ultimos anos tem sido dadas ao FOXP3 devido este ser um marcador de células T

regulatorias.

As doengas autoimunes como a TH estdo associadas a falha nos mecanismos de
regulagdo da resposta imune. Neste caso ¢ possivel que durante o processo inflamatério
cronico, os linfocitos Treg possam atuar no sitio inflamatorio através do seu conhecido
mecanismo modulador na tentativa de atenuar a lesdo tecidual. Como consequéncia da
tentativa de modulagdo da resposta imune podera haver uma diminui¢do da defesa imune
contra as células neoplasicas e o desenvolvimento de cancer. Todavia os nossos dados
mostram uma fraca expressao de FOXP3 em pequenas areas da TH. Em contraste forte
expressao desta molécula s6 foi documentada apenas no CPT. Esta observacdo contrasta
com os dados recentemente publicados por Cunha et al. 2012 onde a expressao do FOXP3

aconteceu em tecidos normais.

A relagao de FOXP3 com cancer t€ém sido documentados em cultura de células do

. 4 ’ 60 A 51 x
carcinoma da mama’’, prostata®® pancreas e melanoma’'. A expressio do FOXP3 em
cultura de células epiteliais pancreaticas malignas foi confirmada com coloragdo

principalmente citoplasmatica e por vezes nuclear, as células normais de ductos



44

pancreaticos ndo expressaram FOXP3. Ocorre também positividade em linfocitos que
infiltram o tecido tumoral®” e as células normais da prostata expressam FOXP3 nuclear®.
No caso da CPT o FOXP3 foi fortemente expresso nas células cancerosas, ¢ com

intensidade fraca em linfocitos.

Os mecanismos responsaveis pela expressio de FOXP3 em células tumorais
permanecem pouco esclarecidos. No cancer de mama, o FOXP3 funciona como supressor
da proteina oncogénica SKP2. A transfec¢do de FOXP3 resultou em aumento de p27 que ¢
o alvo principal do SKP2*. O aumento da expressdo de FOXP3 foi documentado apenas
em células expressando P53. O FOXP3 foi descrito no cancer da prostata relacionado a
mecanismos moleculares de repressio do gene MYC e inativagdo somatica do FOXP3.
No cancer de pancreas, as cé€lulas neopldsicas expressaram FOXP3 citoplasmatico e
nuclear, sugerindo que a presenga em células cancerigenas pode disparar um mecanismo de
evasao imune. As células do melanoma maligno também apresentam positividade para

FOXP3Y.

Nossos resultados demonstraram que ndo houve diferengas significativas na
expressao do FOXP3 no CPT seguidos ou ndo de TH, evidenciando que a expressdo do
FOXP3 no CPT independe da coexisténcia da TH. Este fato sugere que a TH ndo parece
provocar a expressio do FOXP3 e que o mecanismo relacionado ao processo de
transformag¢@o maligna deve ser responsavel pela expressdo andmala observada do FOXP3

na membrana citoplasmatica das células do CPT.

Na TH podem existir pequenos nddulos solidos, que apresentam moderadas atipias
denominadas de ninhos so6lidos de células (NSC), que podem mimetizar o CPT. Os NSC
podem ser do tipo 1 e 2. Enquanto os do tipo 2 sdo facilmente distinguidos do CPT, a
diferenciagdo dos NSC do tipo 1 ¢ mais dificil tendo em vista que as células dos NSC
apresentam nucleos ovoides com cromatina clara, dobras da cromatina e sdo
frequentemente cercados por membrana basal espessada O exame de imunoistoquimica

com P63 e HBMEI pode ser util na diferenciacdo entre CPT e NSC. Enquanto os NSC sao
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fortemente positivos para o P63, somente o tipo 1 ¢ positivo para coloracdo pelo HBME1¢',
No presente trabalho foi observado que a expressao significativa do FOXP3 em bidpsias da
tircoide, observada através da imunoistoquimica, pode ter um papel de marcador de CPT
aplicavel em casos de dificil caracterizacdo diagnostica, A utilizagdo do FOXP3 como
marcador teria grande importincia em casos com NSC, nos quais a aplicagdo de
imunoistoquimica conjunta com p63, HBMEI e FOXP3, poderia alcancar uma maior

especificidade na diferenciacdo entre os NSC presentes na TH e o CPT.

A utilizagdo do FOXP3 pode também tornar-se util como marcador em exame
citopatoldgico nos caso considerados suspeitos de malignidade onde a positividade poderia
auxiliar a definir como verdadeiramente maligna e também em casos de TH com NSC em
material cirurgico, nos quais, com a unido da reacdo de imunoistoquimica para p63,
HBMEI e FOXP3, se alcangaria uma maior especificidade na diferencia¢do entre os NSC
da tireoidite ¢ o CPT. Desta forma, pode-se evitar que procedimentos radicais como a
tireoidectomia sejam realizados desnecessariamente em tireoide de pacientes nas quais

discretas atipias nucleares inconclusivas possam ser confundidas com o CPT da Tireoide.

Estes resultados apontam para a possibilidade do uso do FOXP3 como auxilio no
diagnostico de CPT através de PAAF visando aumentar a positividade ao exame citologico
que permita indicacdo de cirurgia radical curativa em fases precoces da doenga. O FOXP3
esta significativamente presente no CPT, podendo também ser utilizado como um
identificador confidavel, em biopsias, nas areas suspeitas de malignidade. Soma-se a isto o
fato de que o FOXP3 esta presente de forma pouco intensa ou mesmo ausente no tecido
tireoidiano normal®. Corroborando a auséncia de expressio de FOXP3 em tecido normal, a
positividade para FOXP3 no presente trabalho, ndo foi documentado em areas com tecido
tireoidiano sadio e sendo somente fracamente observada em linfocitos nas areas de TH e ao

redor do PTC.

O FOXP3 ¢ sabidamente um marcador de células T regulatorias, mas recentemente

énfase tem sido dada a expressdo desta molécula em tumores malignos de vérios sitios*.
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No presente estudo foi avaliada a expressao desta molécula em tecido tireoidiano de
pacientes com CPT apresentando ou ndo TH. Nossos dados indicam que o FOXP3 ¢
altamente expresso no CPT e que ndo hé diferenga de expressdo de FOXP3 no CPT com ou
sem TH. Do ponto de vista pratico o exame imunohistoquimico com FOXP3 pode ser 1til

na distin¢do entre PTC e NSC e pode contribuir para o diagnostico da CPT.
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XI. PROPOSTAS DE ESTUDO

Novo estudo com de maior numero de caso de CPT com e sem TH e posterior
pesquisa de expressao do FOXP3 visando quantificar uma possivel diferenga entre os dois
grupos. A criacdo de Coorte de pacientes com TH visando observar a frequéncia de casos
de CPT, bem como a realizacdo de metandlise que ja se encontra em fase de elaboragdo
com o objetivo de buscar na literatura médica dados sobre a associa¢dao da Tireoidite com o

cancer da tireoide.

XII. CONCLUSOES

1. O FOXP3 apresenta alta positividade ao exame de imunoistoquimica no PTC
2. Nao houve diferenga de expressdao do FOXP3 no CPT nos casos com e sem TH
3. Nao se observou diferengas entre os subtipos de CPT com relagdo a presenca ou

ndo da TH.
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XIII. SUMMARY

Title: Papillary thyroid carcinoma associated whit Hashimoto's thyroiditis

Background: Thyroid tumors are common endocrine disorders in the population between
20 and 60 years where about 40% have thyroid nodules, and only 5% to 8% of these are
malignant, mostly composed of papillary carcinomas (CPT), today the most common type
of malignant endocrine neoplasm and accounts for over 70% of all thyroid cancers. The
FOXP3 is a member of the family of regulators of transcription, which is involved in
regulating the development and function of immune system. It is expressed in normal cells
and non-lymphoid cancer. The FOXP3 is expressed in many epithelial tumor tissues not
only as lung, breast, colon, but also in the original tissues, such as melanoma and leukemia.
Thus, this study aims to identify the presence of this protein in papillary thyroid carcinoma.
Objective: Describe the expression of FOXP3 in PTC associated or not whit Hashimoto's
thyroiditis.

Methods: Between 2000 to 2008, 1438 total thyroidectomy was performed in the
Department of Surgery, Hospital Sdo Rafael, Salvador, Bahia, Brazil, 466 cases with CPT,
of which were collected demographic information from electronic medical records of the
hospital to histological subtypes of PTC and identification of TH. The data were arranged
in a database for statistical analysis. Subsequently, 30 patients were randomly selected for
purposes of PTC immunohistochemistry with antibodies against FOXP3.

Conclusion: The FOXP3 showed high positivity in PTC There is no difference in
coexistence of TH or not. It is necessary to emphasize the importance of continued study
for reproduction and confirmation of data from the positivity of FOXP3 as PTC identifier.
Keywords:  thyroiditis, carcinoma, FOXP3, Immunohistochemistry, Pathology,

Carcinogenesis.
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Resumo

Estudo que teve como objetivo quantificar a coexisténcia da tireoidite de Hashimoto no carcinoma papilifero da
tireoide, correlacionando-a com os dados demogrdficos, informagées clinicas e diagndsticos anatomopatoldgicos
prévios. Realizou-se um estudo de série de 347 casos de pacientes com diagnéstico anatomopatolégico de carcinoma
papilifero da tireoide no servico de Anatomia Patolégica e Citopatologia do Hospital Sao Rafael, de janeiro de
2000 a dezembro de 2007. Foram feitas aplica¢oes de formuldrios aos casos, visando a coletar os dados demograficos
e as informagoes clinicas; os exames anatomopatoldgicos foram diagnosticados pelos dois patologistas deste estudo.
O estudo apresentou uma coexisténcia de 31,4% de tireoidite de Hashimoto em pacientes com carcinoma papilifero
da tireoide. No sexo feminino houve um total de 96 casos (88,1%), o que demonstra maior frequéncia quando
comparado com os casos sem a coexisténcia. A série de casos apresentada mostrou uma frequéncia de 31,4% de
tireoidite de Hashimoto nos casos de carcinoma papilifero da tireoide, sugerindo uma associagao nao apenas
casual, mas que levanta a possibilidade de uma relagio de causa e efeito entre a tireoidite € o desenvolvimento do
carcinoma. No entanto, necessita-se de mais estudos, seccionais ou de coorte, para essa comprovagao.
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INTRODUCAO

O carcinoma papilifero ¢ a forma mais comum de
cancer da tireoide e apresenta o melhor progndstico
dentre as demais neoplasias malignas tireoidianas’*?.
Sao mais frequentes na populagao dos 20 aos 40 anos,
ocorrendo numa prevaléncia duas vezes e meia maior
em mulheres do que em homens; em criangas, o
carcinoma papilifero corresponde a 90% dos casos de
cincer da tireoide!**>°,

A incidéncia de carcinoma papilifero da tireoide vem
aumentando em todo o mundo”®. No Brasil, esses
nimeros s3o proporcionais, ocorrendo 66 novos casos
em cada 100.000 habitantes por ano’.

Fatores ambientais, em especial a deficiéncia de iodo,
tém importante papel na patogénese desse tumor*®. Outros
fatores, como a radioterapia externa na infincia e
adolescéncia, exposi¢ao a radiagio ionizante, doenca
tiroideana preexistente e fatores genéticos, entre eles
muta¢do de RAS, proteina ERK e rearranjos do RET/
PTCestao associados com o aumento do desenvolvimento
do carcinoma papilifero™'.

A tireoidite de Hashimoto ou tireoidite linfocitica
cronica ¢ uma doenga autoimune caracterizada por
infiltrado linfo-plasmocitdrio no parénquima tireoidiano,
elevacio do hormoénio tireoide-estimulante, e diminuicao
dos hormoénios tireoidianos (T3 e T4)%>111213,

Essa desordem ¢ mais prevalente entre os 45 a 60
anos de idade e é mais comum em mulheres com uma
predominincia de dez a 20 casos femininos para um
masculino; apesar de ser uma doenga de "mulheres
maduras", é a principal causa de bécio e hipotireoidismo
adquirido em criangas e adolescentes em dreas nao
endémicas™.

A tireoidite de Hashimoto resulta da incapacidade
dos linfécitos T supressores em destruir clones de linfécitos
sensibilizados por antigenos tireoidianos, com consequente
citotoxicidade mediada por células natural killer e
interacao de linfécitos T auxiliares com linfécitos B,
produzindo anticorpos contra componentes
tireoidianos'"'2. Células da tireoide de pacientes com
tireoidite de Hashimoto ndo sdo individualmente normais,
expressam alteragoes de genes, entre eles: ET/PTC, RAS
e FAS; este, implicado como mediador da morte das
células apoptéticas, levando a deplegao dos foliculos, ao
hipotireoidismo e ao processo destrutivo''3'%.

A associagdo entre a tireoidite de Hashimoto e
carcinoma papilifero da tireoide parece intrigante, pois
compartilham em diversos aspectos morfoldgicos,
imuno-histoquimicos e biomoleculares'>'°.

Os carcinomas papiliferos expressam frequentemente

rearranjos genéticos durante a transformacio maligna,
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exibindo expressio do RET/PTC e fusdo de proteinas,
sendo que, também, podem ser encontrados no tecido
da tireoide dos pacientes com a doenga inflamatdria
crénica como a tireoidite de Hashimoto®!”'®17. A
observaciao da coexisténcia de infiltragio de linfécitos
na tireoide com o carcinoma papilifero sugere que
antigenos expressados por células do tumor sejam
responsdveis por induzir uma resposta imune
antitumoral®'”'®, Um fato muito relevante é que em
pacientes que foram expostos a radia¢o atdmica, como
a que foi observada em Chernobyl, desenvolveram nio
somente RET/PTC com carcinoma papilifero, mais
também tireoidite de Hashimoto®.

OBIJETIVO

O objetivo deste trabalho foi quantificar a coexisténcia
da tireoidite de Hashimoto no carcinoma papilifero da
tireoide, diagnosticado no servico de Anatomia Patolégica
e Citopatologia do Hospital Sao Rafael, correlacionando-
os com os dados demogrdficos, informagdes clinicas e
diagndsticos anatomopatoldgicos prévios.

MATERIAL E METODO

Foi realizado um estudo de série de casos, aprovado
no Conselho de Etica do Hospital Sdo Rafael (protocolo
de n° 128/06), de pacientes com carcinoma papilifero
da tireoide, em material histopatolégico diagnosticado
no Servico de Anatomia Patolégica e Citopatologia do
Hospital Sao Rafael de janeiro de 2000 a dezembro de
2007. Foram selecionados todos os casos com carcinoma
papilifero da tireoide com e sem tireoidite de
Hashimoto. Os critérios de exclusio foram aqueles com
dados perdidos ou incompletos.

O estudo baseou-se na aplicagio de um formuldrio aos
casos de carcinoma papilifero da tireoide, visando a coletar
os dados demogréficos: idade, sexo, data do diagndstico;
informagGes clinicas, diagndstico anatomopatolégico. Em
relagio as informagdes clinicas, foram consideradas como
nédulos as lesdes menores que 2,0cm e como tumor os
casos com diagndstico de carcinoma papilifero da tireoide
e lesdes maiores que 2,0cm.

Em uma segunda etapa, as lAminas dos exames
anatomopatoldgicos foram revisadas pelos dois
patologistas deste estudo, em microscépio Nikon Eclipse
E-200.

Os resultados dos formuldrios aplicados aos casos
foram analisados apds confec¢io do banco de dados no
software SPSS versao 9. Foi procedida a andlise descritiva
de todas as varidveis, com o estudo do qui-quadrado,
tendo como comparagio significativa o valor de p<0,05.



RESULTADOS

No perfodo de 2000 a 2007, foram realizadas 1.142
tireoidectomias no Centro Cirdrgico do Hospital Sio
Rafael. Destes casos, foram selecionados aqueles com
diagndstico de carcinoma papilifero, perfazendo um total
de 347. Foram excluidos trés casos de doenca metastdtica
para a tireoide. Destes, 238 casos nao apresentavam
coexisténcia de carcinoma papilifero da tireoide e
tireoidite de Hashimoto (68,6%), enquanto 109 casos
apresentavam a referida coexisténcia (31,4%) Griéficol.

Total CPeemTH

CPcomTH

Gréfico 1. Frequéncia de tieoidite de Hashimoto (TH) no
carcinoma papilifero

Total de Pacientes com Carcinoma Papilifero
CP sem TH - Carcinoma Papilifero da Tireoide sem Tireoidite de Hashimoto
CP com TH - Carcinoma Papilifero da Tireoide com Carcinoma Papilifero

Com relagdo aos dados demogréficos presentes nos
347 prontudrios de pacientes com carcinoma papilifero
da tireoide, 288 (83%) casos eram do sexo feminino e
59 (17 %) casos do sexo masculino. Dos casos sem a
coexisténcia do carcinoma papilifero da tireoide e tireoidite
de Hashimoto, foram encontrados 192 (80,6 %) do sexo
feminino e 46 (19,3%) do sexo masculino; e, nos casos
com coexisténcia, foram encontrados 96 (88,1%) do
sexo feminino e 13 (11,9%) do sexo masculino (Tabela
1). Mostrando que nio hd significAncia estatistica
(p=0,21), através do estudo do qui-quadrado da varidvel
sexo, no carcinoma papilifero com e sem a tireoidite de

Hashimoto (Tabela 1).

Tireoidite de Hashimoto e Céncer na Tireoide

A média de idade dos casos de carcinoma papilifero
foi de 42,5 anos. Nos casos com a coexisténcia, a média
foi de 42,8 anos e nos casos sem a coexisténcia, a média
foi de 41,7 anos. A idade minima foi de 18 anos e
mdxima de 77 anos.

Com relagio aos dados de informacio clinica pré-
operatéria presentes nos prontudrios que caracterizavam
os casos de carcinoma papilifero da tireoide, observou-
se um total de 220 casos com nédulo; destes, 151 (63,4%)
foram encontrados nos casos de carcinoma papilifero
sem tireoidite de Hashimoto e 69 (63,3%) nos casos
com tireoidite de Hashimoto (Tabela 2). Os casos de
bécio adenomatoso corresponderam a um total de 62
dos casos, sendo que 41 (17,2%) foram encontrados
nos casos de carcinoma papilifero sem tireoidite de
Hashimoto e 21 (19,3%) nos casos com tireoidite de
Hashimoto (Tabela 2).

Em relagio aos casos jd diagnosticados
definitivamente como tumor, foi encontrado um total
de 41 casos; destes, 31 (13,1%) surgiram nos casos de
carcinoma papilifero sem a coexisténcia da tireoidite
de Hashimoto e dez (9,3%) nos casos com a coexisténcia
de tireoidite de Hashimoto (Tabela 2).

Entre os 347 casos de carcinoma papilifero da
tireoide, 24 deles ndo apresentavam registro de
informagdes clinicas, sendo que em 15 (6,3%) nio havia
a coexisténcia e em 9 (8,2%) havia a coexisténcia (Tabela 2).
Nio houve significado estatistico (p=0,96), através do
estudo do qui-quadrado das informagdes clinicas
avaliadas no grupo do carcinoma papilifero com e sem
a tireoidite de Hashimoto.

DISCUSSAO

Relatos da primeira coexisténcia de carcinoma
papilifero da tireoide com a tireoidite de Hashimoto
remontam desde a década de 1980 com o trabalho de
Strauss (1983). Posteriormente, houve novos trabalhos
que indicavam a existéncia de associagio como
Repplinger (2008), Cipolla (2005), ¢ um dos poucos
trabalhos brasileiros com o artigo de Roberti
(2006)%1>2122. O presente estudo mostrou uma

Tabela 1. Distribuicdo dos casos de carcinoma papilifero em relagcdo ao género

Carcinoma papilifero da tireoide

Sem tireoidite de Hashimoto Com tireoidite de Hashimoto Total
(%) (%)
Sexo masculino 46 19,3 13 11,9 59
Sexo feminino 192 80,6 96 88,1 288
Total 238 109 347

p=0,22
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Tabela 2. Distribuicdo dos casos de carcinoma papilifero em relacdo as informacées clinicas

Carcinoma papilifero da tireoide

Sem tireoidite de Hashimoto Com tireoidite de Hashimoto Total
(%) (%)
Nodulo 151 63,4 69 63,3 220
Bécio
Adenomatoso 41 17,2 21 19,3 62
Tumor 31 13,1 10 9,2 41
5 -

Sem informagdes 15 6,3 9 8,2 24
clinicas
Total 238 109 347

coexisténcia de 31,4% de tireoidite de Hashimoto em
casos de pacientes com carcinoma papilifero da tireoide
(Gréfico 1), confirmando resultados jé previamente
estabelecidos por outros artigos. A fisiopatologia possivel
para explicar esses achados inclui: 0 mecanismo molecular
patolégico do RET/PTC que ainda nio foi totalmente
desvendado, conquanto o RET/PTC resulta de rearranjo
cromossdmico caracterizado pela fusio do RET-tirosina
quinase na regido 5'-terminal de genes heterogéneos™".
Esse rearranjo ¢ marcador til para ativagdo oncogénica
das células folicular tireoidiana>". Esse também pode ser
encontrado no tecido da tireoide dos pacientes com
tireoidite de Hashimoto em 68% das vezes, relatado no
estudo Rhoden (2006)**"%. O RET/PTCleva i expressao
de RP3 no tecido da tireoide fornecendo antigenos e
estimulando a quimiotaxia para que os mondcitos ¢ os
linfécitos infiltrem o tecido, evocando uma forte resposta

217, Assim, a expressio de RP3 no tecido da

imunoldgica
tireoide dos pacientes com doenga neopldsica suporta
um modelo de autoimunidade, por meio do qual a
imunogenicidade do érgao é uma consequéncia da
transformagdo oncogénica, tendo por resultado o
desenvolvimento da inflamacgio cronica; além disso, as
células da tireoide que expressam RP3 secretam um
ndmero grande de citocinas inflamatdrias e induzem a
transformagio com contorno irregular do nicleo da célula,
como também do citoesqueleto'”**%.

A coexisténcia observada na nossa série de casos
sugere uma rela¢ao nao apenas casual, mas possivelmente
a presencga de um processo inflamatério cronico com
ativago de genes relacionados & multiplicagdo celular
poderia ser mais um fator para a transformagao maligna,
como se observam em outros tumores malignos
precedidos por inflamagdo crénica, tais como o cincer
gdstrico e os tumores de célon associados as doengas
inflamatdrias intestinais cronicas.

As diferencas entre as médias de idade encontradas

nos casos com e sem a coexisténcia da tireoidite de
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Hashimoto ndo foram significativas, muito préximo do
que foi visto na maioria dos dados da literatura, nos
quais variou dos 20 a 50 anos. Pode ter havido mudanga
no valor real desse dado, pois neste trabalho nao foram
acrescidos os pacientes menores de 18 anos, tendo em
vista que a relagdo entre o carcinoma papilifero da
tireoide e a tireoidite de Hashimoto se mostra totalmente
diferente dos casos em adultos e desse modo poderia
interferir nas outras varidveis pesquisadas.

Em relagio a distribui¢ado demogréfica nos casos
de carcinoma papilifero da tireoide com e sem
foi

predominincia do sexo feminino, o que estd de acordo

tireoidite de Hashimoto, observada uma
com os dados consultados da literatura. Dos 109 casos
observados com a presenca da coexisténcia de
carcinoma papilifero e tireoidite de Hashimoto no sexo
feminino, houve um total de 96 (88,1%) casos, o que
nio tem significAncia estatistica p=0,21 quando
comparados com os casos sem coexisténcia (238 casos)
e, destes, 192 (80,6%) foram do sexo feminino; porém,
do ponto de vista clinico, a frequéncia maior em
mulheres pode ser explicada por uma série de fatores;
entre eles, os carcinomas da tireoide, as doencas
autoimunes (incluido aqui a tireoidite de Hashimoto),
que sdo mais frequentes no sexo feminino, contribuindo
para esse aumento de casos na coexisténcia. E isso,
pode-se dever a associagio de fatores genéticos,
ambientais, e fatores enddégenos; entre eles, as
22 Sabe-se que,
durante a gravidez, pode ocorrer acimulo de células

flutuagbes hormonais e a gravidez

fetais na tiroide materna e essas podem estar envolvidas
no desencadear do processo autoimune®. Foi também
observada uma frequéncia trés vezes maior em mulheres
de carcinoma papilifero da tireoide que estd compativel
com dados da literatura; porém houve sete vezes mais
prevaléncia em mulheres nos casos com a coexisténcia
de tireoidite de Hashimoto. O que reforga a ideia de
uma relacio entre doenca autoimune, inflamatéria, e



o desenvolvimento de neoplasia maligna epitelial. Essa
inferéncia nio pode ser confirmada, pois ainda nio
existem dados suficientes para elucidar se hd ou nio
fatores genéticos, ambientais, hormonais e associa¢oes
ainda nio descritos.

Dos dados de informacoes clinicas obtidos nos
prontudrios nido houve diferenca estatisticamente
significante (p=0,96), tanto nos casos de nédulo, bécio
adenomatoso e tumor quando comparados com
individuos com tireoidite e sem tireoidite de
Hashimoto. Esses dados, no entanto, confirmam um
maior ndmero de casos com diagnéstico de nédulo
(220 dos 347 casos avaliados), muito parecidos com
dados encontrados no meio cientifico.

A presenga de nédulo tireoideo na populagio geral ¢
um achado bastante comum, principalmente no sexo
feminino (aproximadamente seis mulheres para cada
homem) e ¢ um fator que aumenta com a idade'?.
Constitui um desafio para o clinico, pois pode
representar desde uma alteracio totalmente benigna, sem
repercussao para o seu portador, até um cincer agressivo
e fatal. O diagndstico precoce ¢ fundamental para o
resultado final do tratamento, pois quando descoberto
em fase inicial o carcinoma papilifero apresenta elevado
indice de cura. Isso leva A necessidade de investigagdo
através da ultrassonografia, puncio aspirativa por agulha
fina, cintilografia, lobectomia ou tireoidectomia, para
que se possam prevenir casos mais graves com
complicacbes a distancia.

Ainda nio estd claro se a coexisténcia da tireoidite
de Hashimoto denota pior prognéstico da neoplasia
tireoidiana e estudos posteriores devem ser realizados,
visando a determinar a evolu¢do da doenga que, a
principio, poderia ter sido desencadeada pela inflamagdo

crénica da tireoide®?.

CONCLUSAO

A série de casos apresentada mostrou uma frequéncia
de 31,4% de tireoidite de Hashimoto nos casos de
carcinoma papilifero da tireoide, sugerindo uma
associagio nao apenas casual e que levanta a possibilidade
de uma relagao de causa e efeito entre a tireoidite de o
desenvolvimento do carcinoma. Em relagao a associagao
aos fatores epidemioldgicos e informagdes clinicas,
foram observados: maior frequéncia de casos no sexo
feminino; maior ndmero de nédulos na populagio
estudada, no entanto sem significincia estatistica. Ainda,
necessita-se de mais estudos, seccionais ou de coorte,
para essa comprovagio.

Declaragao de Conflito de Interesses: Nada a Declarar.
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Abstract

This study had the objective of quantify the coexistence of Hashimoto's thyroiditis and papillary carcinoma
thyroid, correlating with demographic data, and previous clinical presentation and pathological anatomy diagnosis.
A case series study of 347 reports patients with thyroid papillary carcinoma diagnosed at Pathology Anatomy
and Cytopathology department at Sao Rafael Hospital from January 2000 to December 2007. Forms were filled
on the cases in order to collect demographic and clinical data. The pathological anatomy examinations were
diagnosed by both pathologists of the present study. The present study showed a coexistence of 31.4% of
Hashimoto's thyroiditis in reports of patients with papillary thyroid carcinoma. In females, there was a total of
96 (88.1%) cases with coexistence, which shows higher prevalence when compared with cases without coexistence.
The case series studied presented a frequency of 31.4% of Hashimoto's thyroiditis in cases with papillary
thyroid carcinoma suggesting an association not just coincidental and that raises the possibility of a relation of
cause and effect between the thyroiditis of the development of carcinoma. But further cross sectional or cohort
studies are necessary to confirm this information.

Key words: Thyroid Gland/Pathology; Thyroiditis; Hashimoto Disease; Carcinoma; Demographic Data; Biomedical
Research; Diagnosis, Clinical; Quantitative Analysis

Resumen

El objetivo del estudio fue cuantificar la coexistencia de la tiroiditis de Hashimoto en el carcinoma papilar de
tiroides, en correlacién con los datos demogréficos, informaciones clinicas y diagndsticos anatomopatoldgicos
previos. Se llevé a cabo un estudio de serie de 347 casos de pacientes con diagndstico anatomopatoldgico de
carcinoma papilar de tiroides, en el servicio de Anatomia Patolégica y Citopatologia del Hospital San Rafael, de
enero de 2000 a diciembre de 2007. Se hicieron aplicaciones de formularios para los casos, para recoger los
datos demogréficos e informaciones clinicas, los exdmenes anatomopatoldgicos fueron diagnosticados por los
dos patélogos de este estudio. El estudio presenté una coexistencia de 31,4% de tiroiditis de Hashimoto en
pacientes con carcinoma papilar de tiroides. Para el sexo femenino se obtuvo un total de 96 casos (88,1%), lo
que demuestra una mayor frecuencia en comparacién con los casos sin coexistencia. La serie de casos presentada
manifesté una frecuencia de 31,4% de tiroiditis de Hashimoto en los casos de carcinoma papilar de tiroides, lo
que sugiere una asociacién no sélo ocasional, sino que plantea la posibilidad de una relacién de causa y efecto
entre la tiroiditis y el desarrollo del carcinoma. Sin embargo, hacen falta mds estudios, de seccién o de cohorte,
para esta comprobacién.

Palabras clave: Gldndula Tirdides/Patologfa; Tiroiditis; Enfermedad de Hashimoto; Carcinoma; Datos Demogréficos;
Investigacién Biomédica; Diagndstico Clinico; Andlisis Cuantitativo
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Thyroid papillary carcinoma and histologic variants linked to Hashimoto disease
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BTSN resumo

Tireoide Introducdo e objetivo: A associacdo entre o carcinoma papilifero da tireoide e suas variantes e a
tireoidite de Hashimoto (TH) é bastante questionada no meio cientifico, pois compartilham diversos
aspectos morfolégicos, imuno-histoquimicos e biomoleculares. Os tumores da tireoide representam mais
de 90% de todos os canceres enddcrinos e sdo caracterizados por alteracdes genéticas, entre as quais
Tireoidite envolvem RET (rearranjos) e BRAS, RAS, P53 (mutacdes). Ja a TH é uma doenca autoimune, caracterizada
por faléncia tireoidiana secundaria a destruicdo autoimune e que apresenta alteracdes de genes, entre
eles RET/PTC, RAS e FAS. O objetivo deste trabalho é descrever a associacdo do carcinoma papilifero
da tireoide com a TH, correlacionando-os com os dados demogréficos e suas variantes histolégicas.
Método: Realizou-se um estudo de série de 466 casos de pacientes com diagndstico anatomopatoldgico
de carcinoma papilifero da tireoide de 2000 a dezembro de 2008. Foram feitas aplica¢es de formularios
aos casos, visando coletar os dados demogréficos e suas variantes. Resultados: O estudo apresentou
uma coexisténcia de 30% de TH em pacientes com carcinoma papilifero da tireoide. No sexo feminino,
houve maior nimero de casos no grupo com TH, valor de p = 0,046. Conclusdo: A série de casos
apresentada mostrou frequéncia de 30% de TH nos casos de carcinoma papilifero da tireoide, sugerindo
uma associacdo, ndo apenas casual, que levanta a possibilidade de uma relacéo de causa e efeito entre
tireoidite e desenvolvimento do carcinoma.

Patologia

Carcinoma

Hashimoto

abstract ST

Introduction and objective: The association between papillary thyroid carcinoma and its variants and | Thyroid
Hashimoto’s thyroiditis is widely questioned in the scientific area, as they both share several morphologic,
immunohistochemical and biomolecular aspects. Thyroid tumors represent over 90% of all endocrine cancers
and are characterized by genetic changes involving RET (rearrangements) and BRAS, RAS, P53 (mutations).
Whereas Hashimoto’s thyroiditis is an autoimmune disease characterized by auto-immune destruction | Thyroiditis
followed by thyroid failure and it presents RET/PTC, RAS and FAS alterations. This study aims to describe the
association of Hashimoto’s thyroiditis with papillary carcinoma thyroid, correlating them with demographic
data and histological variants. Methods: It was conducted a case series study of 466 patients diagnosed
with thyroid papillary carcinoma from January 2000 to December 2008. Case forms were filled up with the
aim to collect demographic data and histological variants. Results: The present study showed a coexistence
of 30% of Hashimoto's thyroiditis in patients with papillary thyroid carcinoma. Among female patients there
was a higher number of Hashimoto’s thyroiditis cases, p = 0.046. Conclusion: The case series study showed

Pathology

Carcinoma

Hashimoto

a frequency of 30% of Hashimoto's thyroiditis in cases with papillary thyroid carcinoma suggesting a non-
coincidental association, which raises the possibility of a cause and effect relation between thyroiditis and
carcinoma development.
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Introducao

Os tumores da tireoide representam mais de 90%
de todos os canceres enddcrinos, sendo o carcinoma
papilifero a sua forma mais comum e de melhor prog-
nostico? 29,

Sdo caracterizados por alteracdes genéticas dife-
rentes, entre as quais envolvem RET e TRK (rearranjos),
BRAS, RAS e P53 (mutagbes)® 7 1. 20, A alteracdo da
proteina RET é das mais importantes, pois pode ser en-
contrada no tecido da tireoide de pacientes com doenca
inflamatdria crénica, como a tireoidite de Hashimoto
(TH)<3' 16,27)

O carcinoma papilifero é definido como uma com-
binacdo de caracteristicas morfolégicas, entre elas o
nicleo com contorno irregular, fendido, contendo in-
clusbes, além de dispersdo periférica de agregados de
cromatina. Suas principais variantes histopatoldgicas
sao: variantes classica, folicular, de células altas, de cé-
lulas colunares, sélida (esclerosante) e microcarcinoma
papilifero- 1),

Cada uma dessas variantes apresenta fenotipos
diferenciados, com alteragdes nas taxas de morbidade
e mortalidade. As de maior agressividade incluem as
variantes de células altas, sélida e de células colunares,
sendo esta a mais grave, principalmente por invasdo
de linfonodos linfaticos, rdpido crescimento, altas taxa
de recorréncia local e metastases para pulméo, cérebro
e 0sso(2 1),

A TH é uma doenca autoimune, caracterizada por
faléncia tireoidiana gradual secundéaria a destruicdo
autoimune® 29, Essas células tireoidianas nao sao indi-
vidualmente normais e expressam alteracdes de genes,
entre eles RET/PTC, RAS e FAS, implicados na alteracado
de funcdo e morte celular(? 28,

A glandula tireoide macroscopicamente se revela
aumentada de tamanho, a capsula esta quase sempre
intacta e por vezes nodular; microscopicamente ha
extensa infiltracdo linfocitaria do parénquima com pe-
quenos linfdcitos, plasmécitos®.

A associacdo entre o carcinoma papilifero e suas
variantes e a TH é bastante questionada no meio cienti-
fico, pois compartilham diversos aspectos morfolégicos,
imuno-histoquimicos e biomoleculares® 4.

Os carcinomas papiliferos expressam frequentemen-
te rearranjos genéticos durante a transformacdo malig-
na, exibindo expresséo do RET/PTC e fuséo de proteinas,

sendo que também podem ser encontrados no tecido
com a TH®- &9, Esse fato foi observado inicialmente em
pacientes expostos a radiacao atémica do acidente de
Chernobyl©@®. A observacdo da presenca de infiltragéo
linfocitaria na tireoide com carcinoma papilifero sugere
que antigenos expressados por células do tumor sejam
responséaveis por induzir uma resposta imune antitu-
moral® % 2V,

O objetivo deste trabalho é descrever a associacdo do
carcinoma papilifero da tireoide com a TH, diagnosticada no
servico de Anatomia Patolégica e Citopatologia do Hospital
Séo Rafael, correlacionando-os com os dados demogréficos
e as suas variantes histoldgicas.

Material e método

Foi realizado um estudo de casos, aprovado no conselho
de ética do Hospital Séo Rafael, de pacientes com carcinoma
papilifero da tireoide, em material histopatol6gico diagnos-
ticado no servico de Anatomia Patolégica e Citopatologia
do Hospital Sao Rafael, de janeiro de 2000 a dezembro de
2008. Foram selecionados todos os casos com carcinoma
papilifero da tireoide com e sem TH. Os critérios de excluséo
foram casos com dados perdidos ou incompletos.

O estudo baseou-se na revisdo dos prontuarios médicos
e na aplicacdo de um formulério aos casos de carcinoma
papilifero da tireoide, visando coletar dados demogréficos,
como idade, sexo, data do diagndstico, e suas variantes en-
contradas no anatomopatoldgico. As variantes histolégicas
do carcinoma papilifero consideradas no trabalho foram:
variante classica, variante folicular, variante de células al-
tas, variante de células clara e variante sélida, bem como
microcarcinoma. Consideramos microcarcinoma as lesdes
com menos de 1 cm no maior didmetro.

Em uma segunda etapa, as laminas dos exames anato-
mopatoldgicos foram revisadas pelos dois patologistas deste
estudo, em microscépio Nikon Eclipse E-200.

Os resultados dos formuldrios aplicados aos casos foram
analisados apds confec¢do do banco de dados no software
SPSS verséo 9. Foi procedida anélise descritiva de todas



NEVES JUNIOR, M. P. et al. Carcinoma papilifero da tireoide e suas variantes histoldgicas associados a tireoidite de Hashimoto | Bras Patol Med Lab ¢ v. 45 ¢ n. 5 ¢ p. 389-393 ¢ outubro 2009

as variaveis com o estudo do qui-quadrado, tendo como
comparacao significativa o valor de p < 0,05.

Resultados

No periodo de 2000 a 2008, foram realizadas 1.438
tireoidectomias no centro cirdrgico do Hospital Sdo
Rafael. Foram selecionados 466 casos com diagndstico
de carcinoma papilifero. Desses, 140 apresentavam coe-
xisténcia de carcinoma papilifero da tireoide e TH (30%),
enquanto 346 casos ndo apresentavam tireoidite (70%).
(Figura). Foram excluidos seis casos que apresentavam
doenca metastatica para tireoide.

500
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400 +—
350 +—
300 +—
250 +—
200 +—
150 +—
100 +— —

Total de Cancer sem Cancer com
casos TH TH

Figura - Frequéncia de TH no carcinoma papilifero
TH: tireoidite de Hashimoto.

Dos dados demogréaficos presentes nos 466 prontua-
rios de pacientes com carcinoma papilifero da tireoide,
392 (84,1%) eram do sexo feminino e 74 (15,9%), do
sexo masculino. Dos casos sem a coexisténcia do car-
cinoma papilifero da tireoide e TH, foram encontrados
267 (68,1%) do sexo feminino e 59 (79,7%) do sexo
masculino, ja nos casos com coexisténcia foram encon-
trados 125 (31,8%) do sexo feminino e 15 (20,2%),
do sexo masculino (Tabela 1), mostrando que houve
significancia estatistica (p = 0,046) por meio do teste do
qui-quadrado da varidvel sexo no carcinoma papilifero
com e sem presenca de TH. (Tabela 2).

A média de idade dos 466 casos de carcinoma papilifero
foi de 41,3 anos. Nos casos com a coexisténcia, a média foi
de 44,8 anos e, nos casos sem a coexisténcia, de 40,7. A
idade minima foi de 18 anos e a maxima, de 77.

Distribuicao dos casos de carcinoma
Tabela 1 EEMIGECEGNREEEIEEDG)

Carcinoma papilifero da tireoide

Sem TH Com TH
(%) (%) Total
2 797 15 202 74
masculino
ST 267 681 125 318 392
feminino
Total 326 - 140 - 466

TH: tireoidite de Hashimoto.

Distribuicao dos casos das

variantes do carcinoma papilifero

Tabela 2 com e sem TH
Carcinoma papilifero da tireoide
Sem TH Com TH

Variantes (%) (%)  Total
Microcarcinoma 141 43,2 70 50 211
Classica 134 41,1 52 37,1 186
Folicular 49 15 18 12,8 67
Sélida 2 06 0 0 2
Total 326 - 140 - 466

TH: tireoidite de Hashimoto.

As variantes histoldgicas observadas nos 466 casos de
carcinoma papilifero foram 211 (45,3%), com variante
microcarcinoma, 186 (39,9%) apresentavam variante
classica, 67 (14,4%), variante folicular e duas (0,4%),
variante sélida. Nao foram evidenciados casos de variante
de células altas nem de células claras.

Associando-se as variantes do carcinoma papilifero
com a TH, foi constatado que dos 211 casos da variante
microcarcinoma 141 (43,2%) nédo apresentavam a coexis-
téncia, e em 70 (50%) havia coexisténcia. Entre variante
cléssica e TH, 134 (41,1%) apresentavam coexisténcia e
em 52 (37,1%) nao havia coexisténcia. Nos casos com a
variante folicular, 49 (15%) possuiam a coexisténcia e 18
(12,8%) ndo a possuiam. Na variante sélida, nos Gnicos
dois casos (0,5%) ndo havia coexisténcia da TH. Nao
houve significancia estatistica (p = 0,47) por meio do teste
do qui-quadrado das variantes histolégicas do carcinoma
papilifero com e sem TH.
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Discussao

Desde a década de 1980, ja existem estudos nos quais
se demonstrava a coexisténcia entre TH e carcinoma
papilifero da tireoide®. O presente estudo evidenciou
uma coexisténcia de 30%, (Figura), resultado que rati-
fica estudos anteriormente relatados como Cipolla® e
Roberti®* 22, Isso sugere uma relagdo ndo apenas casual,
mas possivelmente que a presenca de processo infla-
matério crénico com ativacdo de genes relacionados a
multiplicacdo celular poderia ser mais um fator para a
transformagdo maligna. Ndo ha dados confirmatdrios
de sua fisiopatologia, no entanto, o que se tem inves-
tigado é o rearranjo cromossdémico do RET/PTC, (fusdo
do RET-tirosina quinase na regido 5-terminal de genes
heterogéneos), marcador Util para ativacdo oncogénica
das células foliculares tireoidianas, também encontrado
no tecido da tireoide dos pacientes com TH em 68% das
vezes, relatado no estudo Rhoden (2006)¢ 1222 O RET/
PTC leva a expressao de RP3 no tecido da tireoide, forne-
cendo antigenos e estimulando a quimiotaxia para que
monacitos e linfocitos infiltrem o tecido, evocando forte
resposta imunolégica. Além disso, as células da tireoide
que expressam RP3 secretam um ndmero grande de
citocinas inflamatérias e induzem a transformacdo com
contorno irregular do nicleo da célula, como também
do citoesqueleto® * 23 25),

Foi evidenciada predominancia do sexo feminino,
tanto no grupo de casos de carcinoma papilifero com ti-
reoidite como no grupo de casos de carcinoma papilifero
sem tireoidite; comparando-se os grupos, ha um maior
nimero de casos do sexo feminino com TH com relacdo
ao grupo sem TH (p = 0,046). Do ponto de vista clinico,
a frequéncia maior em mulheres pode ser explicada por
uma série de fatores, entre eles doencas autoimunes
(incluida aqui aTH), flutuacdes hormonais e gravidez,
contribuindo possivelmente para esse aumento de casos
de carcinoma na coexisténcia®. Sabe-se que, durante
a gravidez, pode ocorrer acimulo de células fetais na
tireoide materna, que podem estar envolvidas no desen-
cadear do processo autoimune®. Esses dados reforcam
a ideia de uma relagdo causal entre doenca autoimune,
doenca inflamatéria e desenvolvimento de neoplasia
maligna epitelial; no entanto, essa hip6tese ndo pode

ainda ser confirmada, pois ndao existem dados suficientes
para elucidar se hé ou néo fatores genéticos, ambientais,
hormonais ou inflamatérios ainda ndo descritos.

Com relagdo a distribuicdo dos casos das variantes
do carcinoma papilifero com e sem TH, foi observada
distribuicdo equitativa de casos entre as trés principais
variantes mais comuns, sendo que nao houve significan-
cia estatistica (p = 0,47) para os grupos com e sem a
coexisténcia, diferentemente dos dados da literatura, os
quais evidenciaram maior nimero de casos de variante
folicular no grupo das TH® 129 Inferiu-se que essa
variante possui alteracdes genéticas mais frequentes do
RET/PTC, com relacdo as variantes papilifera e micropa-
pilifera, e que, desse modo, a TH seria causa dependente
dessa alteracdo® 1", Ja no estudo de Basolo™, a alteracéo
do RET/PTC foi encontrada em qualquer variante do
carcinoma papilifero da tireoide, sem diferencas entre
si. No entanto, foi observado que as variantes com essa
alteracdo possuem um prognéstico mais agressivo, com
maior nimero de recorréncia ap6s tratamento® 3,

Desse modo, ainda ndo esta claro se a coexisténcia
da TH denota pior progndstico da neoplasia tireoidia-
na, e estudos posteriores devem ser realizados visando
determinar a evolucdo da doenca, que a principio po-
deria ter sido desencadeada pela inflamacdo cronica da
tireoide® 21,

Conclusao

A série de casos apresentada mostra frequéncia
de 30% de TH nos casos de carcinoma papilifero da
tireoide, sugerindo uma associa¢do, ndo apenas casual,
que levanta a possibilidade de uma relacdo de causa e
efeito entre tireoidite e desenvolvimento do carcinoma.
Além disso, o maior nimero de casos de mulheres no
grupo com Hashimoto sugere que ha uma escala de
evolucdo, na qual inicialmente ocorrem alteracdes au-
toimunes, com posterior transformagao neoplésica das
células tireoidianas. No entanto, ainda sdo necessarios
mais estudos, seccionais ou de coorte, comprobatérios
dessa associacdo e também da relacdo com alguma das
variantes histopatoldgicas.
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Introduction

Tumors in the thyroid gland are common in the population with ages varying from 20 to 60 years old
and around forty percent (40%) of them show thyroidean nodules (Saleh et al. 2010). Only 5-10% of
the nodules in the thyroid gland are malignant, being the most common of them the papilloma thyroid
carcinoma (PTC) (Vierlinger et al. 2011). The incidence of cancer in the thyroid gland doubled in the
last 30 years and it is probably due to the increase of the detection of nodules that are still small and
of low risk (Vines ef al. 2011). With better techniques of diagnosis , PTC can be identified more
frequently than as it used to be in the past (Eze ef al. 2011), and it is today the most common type of
malignant endocrine neoplasia, being responsible for more than 70% of all the thyroid cancer
(Khanafshar et al. 2011). The incidence of PTC has increased along the last twenty years, especially
in the developed countries (Khanafshar et al. 2011). PTC’s etiology is related with environmental,
genetic and hormonal factors (Lloyd ef al. 2011). The association between PTC and Hashimoto’s
thyroiditis (HT) has been studied because both diseases share many morphological,
immunohistochemical and molecular characteristics (Benvenga S; Cipolla C.). Additionally, it has
been suggested that the chronic inflammatory process that is present in HT, could contribute to the
activation of genes that would become a factor for the malignant transformation (Cipolla C, Cotran

RS, Strauss M.)

The chromosomal rearrangement RET/PTC (a fusion of RET thyroxin kinase — 5 in the terminal
region of heterogeneous genes) is an indicator of oncogenic activation of follicular cells of the
thyroid, being able to be documented in up to sixty-eight per cent (68%) of the cases of PTC (2006).
However, this rearrangement can also be found in HT (Cotran RS, Nikiforov YE, Roberti A et al).
RET/PTC leads to the expression of RP3 in tissues of the thyroid and it is a chemotactic factor for
monocytes and lymphocytes, which evokes a strong inflammatory response (Nikiforov YE, Rhoden

KIJ et al.). Also, the thyroid cells that express RP3 secrete inflammatory cytokines and induce the

2



neoplastic transformation (Strauss M, Cotran RS, Rhoden KJ et al.; Fusco, A).

FOXP3 (Foxhead Box Protein 3) belongs to the Family of regulators of the forkhead/winged-heli
transcription, which is involved in the regulation of the development of the immune system, (Ladoire
S) as well as in its function, (Merlo A, Fontenot JD) and it is codified by a gene that has a central role
in the development of regulatory T cells (Tregs) (Hori S). Usually FOXP3 can be found in Tregs cells
whose function is the one of controlling the cellular multiplication and activation (Ghebeh H). The
low expression of FOXP3 predisposes to self-immune diseases as HT (Zhou X, Bucktrout SB).
FOXP3 is also expressed in non-lymphocyte cancerous cells (Ladoire S, Martin F), which suggests
that this marker can have a broader meaning in carcinogenesis (Martin F). FOXP3 is expressed in
many malignant neoplasias as lung, breast, colon, melanoma and leukemia (Karanikas V). It is
admitted that FOXP3 could be a factor for the beginning of cancer, as well as, of perpetuation of
neoplastic proliferation (Ladoire S). Also FOXP3 is related to the recurrence of cancer and to the
metastatic disease (Schreiber TH). In this context the better understanding of the role of this protein
in cancer, can allow its use as a biomarker and a possible prognostic factor; apart from that, this
molecule can be a possible target in the treatment of malignant neoplasias. The existence of the
association between the expression of FOXP3 and the proliferation of tumor cells in the isolated PTC
or associated with HT, is not known. This study has as its objective the evaluation of the presence of

this protein in PTC being it associated or not to HT.

Materials and Methods

Selection of Biopsies

Between 2008 and 2011 two hundred and fifty (250) total thyroidectomies were held in the Surgery

Sector at Sdo Rafael Hospital, Salvador — BA, Brazil, for the diagnosis of PTC. Among them, thirty



(30) were randomically selected through a table of randomization that had been previously generated
through the Random Allocation Software. Cases of PRC were selected with and without HT that
showed a diagnosis that had been confirmed by two pathologists. One case with incomplete datum

was excluded.

Histopathology and Immunohistochemical

The biopsies were fixed in paraffin. Immunohistochemical was done with the cutting of previously
signed blades, antigenic recovery with EDTA PH9 and marking with antibody Anti FOXP3 [mAbcam
22510] Abcam® Cambridge, UK. The development was held with streptavidin for thirty (30) minutes
in a phosphate buffered saline (PBS) solution with substrate and diaminobenzidine revealing
chromogen (DAB). After the washing with distillated water, the material was counter stained with
Harris’s Hematoxylin. The blades were considered positive when they presented evident coloration
on the PTC’s cells that had been observed in four (04) areas of 400 xs. Each case was later classified
as diffuse positive if more than fifty per cent (50%) of the cells presented coloration; focal positive if
less than fifty per cent (50%) were stained and they were considered negative if no coloration in PTC
was observed. The expression of FOXP3 in HT areas was also analyzed. All the blades were checked

by two isolated pathologists and discordant cases were revised and classified in a common sense.
Results

The demographic data and the presence of positivity for FOXP3 in patients with PTC singly and with
PTC and HT are shown on Table 1. Out of the twenty nine (29) patients with a diagnosis of PTC,
twenty three (23) (79.3%) were women and six (06) (20.7%) were men. The average age was of forty
two (42) years old. Eighteen (18) (62.1%) were diagnosed only with PTC and eleven (11) (37.9%)
presented Hashimoto’s thyroiditis simultaneously. The positive marking for FOXP3 in the

Immunohistochemical was present in twenty-one (21) (72.4 %) of the analyzed cases. In order to



facilitate the comparison of PTC with and without association with HT, the analysis of the positive
and negative reactions with FOXP3 was held singly for each one of these variables. There was not a
statistically significant difference regarding age, sex, frequency of expression of FOXP3 and intensity
of the expression of FOXP3 when one compared the group that presented isolated PTC, with the
group that had PTC+HT. There was a predominance of positive diffuse marking in the group of
HT+PTC and a balanced relation between the presentation of the focal and diffuse expression in the

isolated PTC group.

The expression of FOXP3 in HT and PTC tissues is shown on Figure 1. We can observe an evident
cytoplasmic coloration; with strong intensity for FOXP3 in PTC that is present in a diffuse or focal
type, as well as the negativity in the normal thyroidal tissue .There is positive internal control for the
Immunohistochemical reaction, as it can be observed in the positive T cells in the infiltrator lymphoid

of TH.



Table 1

Demographic Variables and Expressions of FOXP3 in the Studied Sample

PTC PTC + HT pValue
n=18 n=11
Age 38,6 47,4
Sex Female= 13| 72% Female=10|91%
Female: Male Male=5 | 28% Male=1|9%
Frequency of Expression of  Positive= 13 | 72% Positive= 8 | 73% p=0,97
FOXP3 Negative=5 | 28% Negative=3 | 27%
Frequency of Expression of  Female: 1|13 (85%) Female: 7|11 (87, 5%) »=20,09
FOXP3 regarding the sex Male: 2|13 (15%) Male: 1]11 (12, 5%)
1 . 0 1 . 0,
Intensity of Expression of Diffuse: 7 | 54% Diffuse: 6 | 75% =062

FOXP3

Focal: 6 | 46%

Focal: 2 | 25%




Figure 1. Immunohistochemical with marker of FOXP3: a, Without marking in thyroidal normal tissue; b, Absence of
marking for FOXP3 in thyroid gland with no neoplasia and that presents lymphocyte infiltrated of Hashimoto’s
Thyroiditis (HT); ¢, Punctual markings of stained lymphocytes for FOXP3 in the lymphocyte infiltrated of Hashimoto’s
Thyroiditis that indicates the presence of regulatory T lymphocytes (Treg); d, Absence of marking for FOXP3 (400x) in
an area of the thyroid without; e, Focal positive marking with less than 50% of stained neoplasia (400x); f, Diffuse

positive marking with more than 50% of the stained cells (400x).



Discussion

The association between PTC and HT has been broadly documented in epidemiologic studies as well
as in morphological ones (Cipolla ef a/ 2005). FOXP3 is a marker of regulatory T cells and has also
been detected in malignant tumors of many sites (Karanikas et a/ 2008). In the present study, we
evaluated the expression of this molecule in thyroidean tissue of patients with PTC that presented or
not associated HT. The diffuse or focal expression of FOXP3 was strongly associated to cancerous
cells, since it had not been documented in areas with normal thyroidean tissue and only was detected

in Treg lymphocytes in the areas of HT.

The relation between PTC and HT suggests an association that is not only accidental. In these cases
the presence of a chronicle inflammatory process could induce the activation of genes that would lead
to a malignant transformation (Cipolla et al 2005). Although FOXP3 is documented in malignant
cells, this molecule is a marker of regulatory T cells (Hori et al 2003). The self-immune diseases as
HT are associated to a fault in the mechanisms of regulation of the immune response, but, the
possibility that during the chronicle inflammatory process, these cells could have been recruited for
the inflammatory site, cannot be ignored. In this case, as a consequence, there could be a decrease of
the defense against neoplastic cells and development of cancer. The relation of FOXP3 with cancer
has been documented in cultures of cells of the breast carcinoma (Zhou et a/ 2009), prostate (Wang et
al 2009), pancreas and melanoma (Karanikas et a/ 2008). The expression of FOXP3 has been shown
in malignant pancreatic epithelial cells, as well as in lymphocytes, this way infiltrating the tumor
(Hinz S et al., 2007). While the nuclear expression of FOXP3 is observed in normal epithelial cells
(Wang et al, 2009), the expression of FOXP3 is increased in the cytoplasm of malignant cells, and it
can result in high index of mutation that is a characteristic of malignant transformation (Cunha LL et

al., 2012).



In HT there can be solid nodules that present moderate atypias called solid cell nests (SCNs) that can
mimic PTC. SCNs can be of type 1 and 2. While the ones from type 2 are easily distinguished from
PTC, the differentiation of SCNs from type 1 is more difficult, because the cells of SCNs present
oval nucleus with clear chromatin, folders of chromatin, and are frequently rounded by eosinophilic
basal membrane. The exam of immunohistochemical with P63 and HBMEI1 can be useful in the
differentiation between PTC and SCNs. While SCNs are strongly positive for P63, only type 1 is

positive for coloration by HBME1 (Seethla et al 2010).

In the present study, it was observed that the expression of FOXP3 in biopsies of thyroid that were
highlighted through immunohistochemical can be a marker of PTC to be applied in doubtful uses of
PTC. Specifically, the use of immunohistochemical for P63, HBME1 and FOXP3, could reach a
higher specificity in the differentiation between the SCNs of thyroid and PTC. Our data indicate that
FOXP3 is a good marker of PTC and that there is no difference of expression of FOXP3 in

carcinoma, with and without HT.
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