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RESUMO

Com o uso de métodos sensiveis de imagem, observa-se um aumento nos nddulos tireoidianos
diagnosticados. Mesmo o CDT (céancer diferenciado de tiredide) sendo proporcionalmente
raro, sua incidéncia vem aumentando, especialmente de tumores pequenos, cuja evolucéo
clinica é incerta. Observa-se na pratica clinica que a maioria dos pacientes com CDT evolui
bem quando adequadamente tratada, com indices de mortalidade similares & populacdo geral.
Por outro lado, um percentual ndo desprezivel apresenta recidivas e alguns eventualmente ndo
respondem as terapias convencionais, evoluindo para Obito. Percebe-se com isso a
necessidade de identificacdo de marcadores que possam predizer o comportamento dos
tumores devido, sobretudo, a variabilidade na progresséo clinica da doenca. Com esses dados,
alguns pesquisadores, em busca desses marcadores, estdo estudando uma possivel relagdo de
fatores hormonais e reprodutivos na evolugdo do CDT. No presente estudo analisamos a
imunoexpressdo do receptor de estrogénio o (ERa) e receptor de progesterona (PR),
correlacionando-a com caracteristicas clinicas, em 80 pacientes femininos e masculinos com
cancer papilifero de tiredide (PDT) e cancer folicular de tiredide (FDT), utilizando material
referente a pegas de tireoidectomia realizadas no Hospital Universitario Walter Cantidio
(HUWC), no periodo de 2010 a 2014. Observou-se o predominio de pacientes do sexo
feminino (87,5%), com idade superior ou igual a 40 anos (68,57%), média de idade 49,12,
tumor com dimensdo >1cm (69,04%), tipo histologico papilifero (95,24%), com localizacéo
em unico lobo, ndo multicéntrico, (61,90%), auséncia de invasdo angiolinfatica (67,85%),
auséncia de invasdo da capsula (75%), sem Tireoidite de Hashimoto (73,80%). Em tecidos
normais adjacentes observou-se que a expressao de RE (77,77%) € maior que a expressao de
RP (47,05%). Em tumores observou-se o contrario, ERa (43,75%) e PR (47,5%) sendo maior
a expressdo de RP, esses dados foram correlacionados com as caracteristicas clinicas dos
tumores, como: sexo, tamanho do tumor, idade ao diagndstico, invasdo capsular, invasao

linfética, tireoidite de Hashimoto, localizag¢&o do tumor, tipo histolégico e variantes.

Palavras-chave: Receptores de progesterona. Receptores de estrogeno. Cancer de tiredide.



ABSTRACT

With the use of sensitive imaging methods, there is an increase in thyroid nodules diagnosed.
Even the CDT (differentiated thyroid cancer) being proportionately rare, its incidence is
increasing, especially small tumors whose clinical outcome is uncertain. It is observed that in
clinical practice most patients with CDT develops well when properly treated, mortality rates
similar to the general population. On the other hand, a non-negligible percentage has relapses
and some eventually not respond to conventional therapies, and died. It can be seen that with
the need to identify markers that can predict the behavior of tumors, mainly due to the
variable clinical disease progression. With these data, some researchers in search of these
markers, are studying a possible relationship of hormonal and reproductive factors in the
evolution of CDT. This study analyzes the immunoreactivity of a estrogen receptor (ERa) and
progesterone receptor (PR), correlating it with clinical features in 80 female and male patients
with papillary thyroid cancer (PDT) and follicular thyroid cancer (FDT ) with materials
related to thyroidectomy pieces performed at the University Hospital Walter Cantidio
(HUWC) in the period from 2010 to 2014. There was a predominance of female patients
(87.5%), older than or equal to 40 years (68.57%), average age 49.12, tumor size> 1 cm
(69.04%), papillary histological type (95.24%), with location in one wolf, not multicenter,
(61.90 %), lack of angiolymphatic invasion (67.85%), absence of invasion of the capsule
(75%) without Hashimoto's thyroiditis (73.80%). In adjacent normal tissues it was observed
that ER expression (77.77%) is greater than the PR expression (47.05%). In tumors observed
the opposite, ERa (43.75%) and PR (47.5%) with a higher PR expression, these data were
correlated with the clinical characteristics of tumors, such as gender, tumor size, age the
diagnosis, capsular invasion, lymphatic invasion, Hashimoto's thyroiditis, tumor location,
histological type and variants.

Keywords: Progesterone receptors. Estrogen receptors. Thyroid cancer.
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1 INTRODUCAO

1.1. Céancer de Tirebide — Aspectos Clinicos

A tiredide é uma pequena glandula situada na regido cervical anterior, responsavel pela
producdo de dois hormdnios, tiroxina (T4) e triiodotironina (T3), fundamentais para o
crescimento e desenvolvimento do ser humano e pela manutencdo do equilibrio metabdlico do
organismo adulto (MARCELLO et al, 2011).

A glandula da tiredide € frequentemente local de formacao de nddulos, sendo estes formas
de apresentacdo de vérias doencas desta glandula. O cancer de tirdide apresenta-se geralmente
como um nodulo na regido cervical; porém, menos do que 5% dos nddulos de tirdide séo
canceres e a maior dificuldade do médico é afastar uma neoplasia num nédulo, uma vez que
as lesbes benignas sdo a grande maioria das les6es nodulares da tiredide (MACIEL et al,
1998).

Habitualmente a descoberta do nddulo é acidental, pelo médico ou pelo proprio paciente
ou sua familia; mais raramente, o doente € visto pela primeira vez em virtude da presenca de
metastases no pesco¢o, pulm&@o ou o0ssos. Mas atraves do exame fisico, 0 médico consegue
detectar sinais semioldgicos que sugerem malignidade, que sdo: fixacdo do nodulo as
estruturas subjacentes (traquéia e musculos), falta de mobilidade do mesmo a degluticéo e
extensdo da doenga aos linfonodos cervicais; alguns consideram a consisténcia endurecida, ou
até pétrea do nodulo, como sinal importante de malignidade, porém, muitas vezes, esta
consisténcia é devida a calcificacdo de cistos benignos (MACIEL, 1998).

Apesar de a maioria dos nddulos tireoidianos serem benignos, é necessario excluir a
malignidade, que em mais de 80% dos casos corresponde ao carcinoma bem diferenciado.
(ROSARIO et al., 2013). Uma vez que o Cancer Diferenciado da Tiroide (CDT) é a neoplasia
enddcrina mais comum e suas taxas de incidéncia vem crescendo pelo mundo. (MARCELLO,
2011).

1.2 — Aspectos epidemiol6gicos

Um nodulo de tiredide palpavel pode ser diagnosticado em 4 a 7% da populagdo adulta.
(COELLI et al., 2005). Se utilizarmos um instrumento muito mais sensivel do que as nossas
méaos, como a ultrassonografia (US), ou a tomografia computadorizada, a ressonéncia
magnética e outros métodos de imagem, a prevaléncia do nédulo da tiredide atinge cerca de
metade da populacdo podendo chegar a mais de 80% dos idosos (MARCELLO, 2011).
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Apesar de comuns, apenas 5% do total de nédulos é maligno (COELI et al., 2005). Dados
nacionais sugerem que a incidéncia atual do céncer de tiredide ndo ultrapassa 24 casos por
100.000 habitantes, mas essa taxa vem aumentando nos Gltimos anos, ja sendo a quarta
neoplasia maligna mais frequente nas mulheres brasileiras. E esse incremento se deve
principalmente ao aumento dos diagnésticos de pequenos carcinomas papiliferos (ROSARIO
et al., 2013).

De acordo com o Instituto Nacional do Céancer (INCA) o cancer de tiredide é o cancer
mais comum da regido da cabeca e pescogo e trés vezes mais frequente no sexo feminino. No
entanto, o0 CDT tem aumentado em diferentes regies do mundo nas Ultimas décadas, sendo
estimado pelo INCA que o cancer de tiredide tenha sido responsavel por 12.9% de todas as
neoplasias registradas no sexo feminino e por 3.2% das neoplasias do sexo masculino em
2009 (INCA, 2009). Registros nacionais de cancer e publica¢Ges brasileiras confirmam o
aumento na incidéncia do CDT, particularmente entre as mulheres, embora a mortalidade pelo
CDT esteja diminuindo (CORDIOLI et al, 2009).

Além disso, a prevaléncia do cancer de tiredide apresenta grande variagdo geografica, que
pode ser justificado por se estar diagnosticando mais casos de tumores pequenos, muitas
vezes microcarcinomas que talvez nunca evoluissem para tumores clinicamente detectaveis,
fato que contribui para a elevada incidéncia e baixa mortalidade do CDT (MARCELLO,
2011). A grande variedade na incidéncia em diversos estados do pais também pode estar
contribuindo para este aumento de prevaléncia que deve estar relacionada a disponibilidade de
recursos de cuidados médicos nas diferentes regides, a ingestdo de iodo na alimentacdo e a
qualidade dos dados dos registros de cancer (COELI et al., 2005).

O projeto GLOBOCAN estimou para o ano de 2002 taxa de incidéncia de cancer de
tiredide ajustada para idade no sexo feminino de 5,5/100.000 nas regifes desenvolvidas
(como América do Norte e Europa) e de 2,6/100.000 nas regides menos desenvolvidas (como
Africa e América do Sul), com taxas de mortalidade, respectivamente, de 0,5/100.000 nas
regides mais desenvolvidas e de 0,8/100.000 nas regides menos desenvolvidas. Para homens
as estimativas foram, respectivamente, de 2,1/100.000 e de 1,0/100.000. A estimativa da taxa
de mortalidade na populacdo masculina foi a mesma nas duas regides, sendo igual a
0,4/1000.000 (WHO & YARC, 2000). No Brasil, os dados do Sistema de Informacg6es sobre
Mortalidade (SIM) e os Registros de Cancer de Base Populacional (RCBP) apontam para um
perfil de incidéncia e mortalidade do cancer de tiredide no Brasil compativel com o descrito
na literatura mundial. (COELI et al., 2005).
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1.3 Fatores de risco

Alguns parametros clinicos de maior suspeita de malignidade em nddulos tireoidianos
incluem: idade, sexo masculino, a exposi¢do a radiacdo na regido da cabeca e pescogo, a
historia pessoal de bocio e nodulo tireoidiano, nddulos de crescimento rapido, nédulos
endurecidos, didmetro >4cm e a histéria familiar de céncer de tiredide (HORN-ROSS et al,
2001). O perfil genético para a heranca de genes codificadores de uma série de enzimas de
detoxificacdo também é fator de predisposicdo ao céncer diferenciado da tiredide
(MARCELLO,2011)

Outros fatores de exposicdo, tais como a consumo de iodo, o tabagismo, o consumo de
alcool e drogas, fatores étnicos e geograficos, além da histéria menstrual e reprodutiva, tém
sido investigados, porém as evidéncias sobre a sua importancia na determinacdo do cancer
tireoidiano s&o menos consistentes (HORN-ROSS et al, 2001; PRESTON-MARTIN at al,
2003).

A prevaléncia de nddulos tiroidianos varia de acordo com o método de rastreamento
utilizado, passando de cerca de 1% nos homens e 5% das mulheres que vivem em condicGes de
suficiéncia de iodo, quando o diagndstico é apenas clinico, para 76% quando se utilizam métodos
de imagem como a ultrassonografia. No entanto, em regides onde a ingestdo de iodo é baixa, a
prevaléncia pode ser ainda mais elevada. (FURLANETTO et al, 2000).

Além disso, o carcinoma pode estar relacionado com outras doencgas, como 0 Diabetes
Mellitus tipo 2, que é considerado um grupo de distarbios metabolicos do metabolismo de
carboidratos, e a obesidade, que consiste em um aumento de peso, acompanhada do aumento
da porcdo LDL (lipoproteina de baixa densidade) do colesterol, além do aumento da glicose
no sangue. Essas doencas podem estar relacionadas as inumeras mudancas no estilo de vida,
caracterizadas por uma vida agitada, com um consumo calérico excessivo e uma reducdo na
atividade fisica, além de considerar-se ainda a predisposi¢do genética para o excesso de peso
(STEEMBURGO et al, 2009)

Caracteristicas ultrassonogréficas podem auxiliar na avaliacdo do risco de malignidade
em nddulos tireoidianos. Consideram-se suspeitos aqueles hipoecogénicos, solidos ou mistos
com componente solido, mal delimitados, sem halo e com aumento do fluxo nodular central
visto pela ultrassonografia com Doppler (PAPINI et al, 2002; MAIA et al, 2007). No entanto,
ndo é possivel diferenciar com certeza lesbes malignas de benignas somente pela

ultrassonografia (US). A puncdo aspirativa por agulha fina (PAAF) com estudo citolégico do



16

material obtido permanece até o momento como a técnica “gold-standart” na avaliacdo de
nddulos tireoidianos (COOPER et al, 2006; PACINI et al, 2006).

Apesar de ndo existirem estudos tdo sistematicos dos fatores prognosticos no CDT, a
maioria dos autores considera que a idade é o mais importante aspecto, com evolugdo muito
melhor aqueles pacientes cuja moléstia se iniciou abaixo dos 40 anos. O outro fator
importante é a invasividade do tumor, pois aqueles com alto grau de invasdo dos vasos e da
capsula tém pior prognoéstico. Finalmente, a presenca de metéstases ao diagnostico esta
também associada a uma pior evolugcdo (HORN-ROSS et al, 2001; PACINI et al, 2006).

1.4 Classificacao

Os carcinomas da tiredide, de acordo com o tipo histolégico, sdo classificados em
diferenciados (papilifero e folicular), ndo diferenciados (anapléasico) e medulares (COELI et
al., 2005). Os carcinomas de tirGide sdo raros e apresentam quadros clinicos extremamente
variaveis, desde aqueles com crescimento muito lento e compativeis com a expectativa de
vida normal, até aqueles com péssima evolucdo e que levam ao 6bito em periodos de semanas
ou meses (MACIEL, 1998).

Os carcinomas diferenciados representam 90% dos casos de doenga maligna da tireoide,
sendo os carcinomas papiliferos os mais freqglientemente observados, seguidos pelos
foliculares (WARD et al, 2008). Exceto pelos carcinomas anaplasicos, que apresentam alta
letalidade, o progndstico é geralmente bom, pois se os carcinomas forem diagnosticados cedo,
0S mesmos, que podem ocorrer em qualquer idade, na maioria das vezes entre 30 e 40 anos de
idade, sdo curaveis (DEGROOT et al, 1990). Estima-se uma sobrevivéncia global de 95%
para carcinomas papiliferos, de 77% em 10 anos para carcinomas foliculares e de 85% em 10
anos para os carcinomas medulares com linfonodos negativos, porém de apenas 40% para
aqueles que apresentam invasao ganglionar (COELI et al., 2005).

O cancer de tiredide apresenta como origem 3 tipos diferentes de células, as foliculares,
as para-foliculares e as de origem ndo-tiroidiana. As foliculares, que constituem a quase
totalidade dos elementos celulares da tirdide. Os tumores deste tipo mostram diferenciagdo
histologica bastante evidente entre os carcinomas bem diferenciados e os indiferenciados. Os
diferenciados, que sdo a maioria absoluta dos derivados das células foliculares (mais de 90%),
sdo subdivididos em dois grupos, os papiliferos e os foliculares. Os indiferenciados ou

anaplasicos constituem apenas 5% dos carcinomas tiroidianos, tém um prognostico ruim,
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evoluindo geralmente para morte em consequéncia de doenca incontrolavel no pescogo, com
invasdo de estruturas vitais, ocorre frequentemente pouco tempo ap6s o diagnostico. As
células para-foliculares, produtoras de calcitonina, sdo responsaveis por cerca de 5% dos
carcinomas tiroidianos, os medulares, que pode ocorrer nas formas familiar ou esporadica, a
forma esporadica quase sempre € unilateral, e sem outras manifestagdes enddcrinas, ja a
forma familiar frequentemente é bilateral, e pode estar associada a outros tumores malignos e
benignos do sistema enddcrino, situacdo referida como Sindrome da Neoplasia Enddcrina
Mdltipla (MEN, tipo Il). As células de origem ndo-tiroidiana causam diversos tumores
malignos da tirdide, que ndo ultrapassam a taxa de 5% do total. Entre eles se destacam o0s
linfomas da tirdide, os carcino-sarcomas, as lesBes metastaticas, os teratomas e 0s
hemangioendoteliomas (HEDINGER et al, 1989).

1.5 Diagnostico

Diante de um paciente com nddulo tireoidiano, anamnese e exame fisico detalhados
devem ser obtidos (ROSARIO et al, 2013). Como a presenca de nodulos tiroidianos é a
principal manifestacdo clinica de uma série de doengas tiroidianas, incluindo doencas
autoimunes e o nddulo autbnomo toxico, a investigacdo do nddulo deve sempre incluir a
funcdo tiroidiana. Uma vez que a avaliagdo clinica nem sempre é sensivel ou especifica para

detectar uma disfuncdo tireoidiana, principalmente no idoso. (MARCELLO, 2011).

Nodulos grandes ou suspeitos na ultrassonografia (US) deverdo ser submetidos a puncéao
aspirativa com agulha fina (PAAF), independentemente da histdria clinica. No entanto,
nddulos pequenos e ndo suspeitos na US somente sdo investigados em individuos com alto
risco clinico para malignidade (ROSARIO et al, 2013). Individuos com histéria pessoal ou
familiar de cancer de tireoide, passado de exposicdo a radiacdo na infancia ou adolescéncia,
ou nodulo incidentalmente detectado no FDG-PET (captacdo focal), sdo considerados de alto
risco para malignidade tireoidiana.

O TSH (horménio estimulante da tiredide) sérico deve ser solicitado na avaliacéo inicial
do nddulo tireoidiano, principalmente para excluir a possibilidade de ele ser autbnomo ou
hipercaptante, se as concentragdes de TSH estiverem elevadas, a dosagem dos anticorpos
antitireoperoxidase (anti-TPO) pode ser solicitada para confirmar a tireoidite autoimune.
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Recomenda-se também a dosagem sérica de calcitonina para detec¢do precoce do carcinoma
medular de tireoide (CMT) esporadico (ROSARIO et al, 2013).

Quanto aos exames de imagem auxiliares ao diagndstico recomenda-se que
ultrassonografia cervical devera ser realizada em todo paciente com nddulo tireoidiano e a
cintilografia tireoidiana que esta indicada na suspeita de nédulo funcionante (TSH subnormal)
ou quando a citologia é sugestiva de neoplasia folicular. No entanto, ndo é possivel
diferenciar com certeza lesdes malignas de benignas somente pela ultrassonografia. A puncéo
aspirativa por agulha fina (PAAF) com estudo citolégico do material obtido permanece até o
momento como a técnica “gold-standart” na avaliacdo de nddulos tireoidianos (COOPER et
al, 2006; PACINI et al, 2006).

Por isso, atualmente o PAAF é o melhor método disponivel para distinguir lesGes
benignas e malignas (HEGEDUS, 2004). Além disso, &€ um procedimento ambulatorial
relativamente fécil, de custo ndo elevado, e praticamente sem risco de complicacdes sérias.
Porém, é importante que quem realiza este procedimento deve ter experiéncia assim como o
citopatologista que analisa 0 material aspirado. Quanto a indicacdo de PAAF, deve-se excluir
nddulo hipercaptante ou puramente cistico e considerar a histéria clinica, o tamanho do
noédulo e os achados ultrassonograficos. Os laudos citopatolégicos de tiredide sédo
classificados pelo Sistema Bethesda (I Amostra nao diagnosticada; 1l Benigno; Il
Atipias/Leséo folicular de significado indeterminado; IV Suspeito para neoplasia folicular ou
neoplasia folicular; V Suspeito para malignidade; VI Maligno) (ROSARIO et al., 2013).

1.6 Tratamento

A cirurgia é recomendada se a citologia for suspeita para malignidade (categoria V de
Bethesda) ou maligna (categoria VI de Bethesda). A tireoidectomia total é o procedimento
cirargico de escolha nos pacientes com diagnéstico pré-operatério de carcinoma papilifero, ou
seja, é recomendada: quando a doenca nodular € bilateral; estd associada a radiacdo; a
citologia é suspeita para malignidade; ou indeterminada e o nédulo > 4 cm ou <4 cmcom alta
suspeita clinica ou ultrassonografica de cancer. No entanto, pacientes com baixa expectativa
de vida por uma doenca grave associada podem ser poupados desse procedimento, reservando
a esses individuos terapias paliativas em caso de doenca avancada ou progressiva. Da mesma
forma, quando a realizagdo da cirurgia for de maior risco pela condicdo atual do paciente, mas
houver perspectiva de reversibilidade desta, a tireoidectomia pode ser adiada por alguns

meses se 0 tumor ndo estiver avangando ou apresentando crescimento. Isso tambem se aplica
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a mulheres com diagnostico no inicio da gestacdo, que podem ser apenas acompanhadas com
US, podendo a cirurgia ser indicada no segundo trimestre, caso haja crescimento tumoral; ou
apos o parto, se o tumor permanece estavel. Ndo havendo contraindicacao, pacientes que nao
serdo operados ou aguardardo a cirurgia por alguns meses deveriam ser mantidos com TSH
diminuido (< 0,5 mUI/L). (ROSARIO et al., 2013).

Lobectomia é considerada suficiente em pacientes com carcinoma papilifero classico,
unifocal, < 1 cm, esporddico, sem acometimento linfonodal ou invasdo extratireoidiana
aparentes, ou seja, com citologia indeterminada e baixa suspeita clinica e ultrassonogréafica de
malignidade ou citologia insatisfatoria (ROSARIO et al., 2013).

Apos diagndstico e procedimento cirurgico, a ablagao/terapia com | 131 est4 indicada nos
pacientes com ressec¢do tumoral incompleta ou metéastases aparentes apds a tireoidectomia e
que ndo sdo candidatos a reintervencdo cirurgica. J& em pacientes submetidos a tireoidectomia
total a ablagdo/terapia com 1131 estd indicada em pacientes com conhecida persisténcia
tumoral ou com alto ou intermediério risco de recidiva; nos individuos de baixo risco, a
ablacdo deve ser dispensada naqueles que apresentarem Tg estimulada < 1 ng/ml ap0s a
cirurgia. Em individuos de muito baixo risco, sem indicacdo de 131l, a reposi¢do de L-T4
deve ser iniciada imediatamente no pds-operatorio (ROSARIO et al., 2013).

A maioria dos pacientes com CDT evolui bem quando adequadamente tratados, mas um
percentual ndo desprezivel apresenta recidivas e alguns desses ndo respondem as terapias
convencionais, podendo evoluir para 6bito. O desafio é distinguir os pacientes merecedores de
procedimentos mais agressivos e, a0 mesmo tempo, poupar a maioria de tratamentos e
procedimentos desnecessarios. Assim, para o planejamento terapéutico e definicdo da melhor
forma de acompanhamento do paciente com CDT, € fundamental avaliar o risco de
recorréncia e progressao da doenca. A principal limitacdo dos esquemas de estratificacdo de
risco usados atualmente é que eles ndo levam em conta as implicacBes de prognostico das

caracteristicas moleculares do cancer primario.

1.7 Dificuldades no manejo do paciente

No Brasil, assim como no mundo todo, métodos de imagem sensiveis, como a US, tém se
tornado cada vez mais acessiveis a uma populagdo cada vez mais idosa, aumentando o
namero de individuos diagnosticados com microcarcinomas, que sdo definidos pela OMS
como carcinomas com até 1 cm de didmetro, que mesmo sendo confirmados como malignos,

apresentam evolugdo incerta. Apesar dos nddulos serem muito freqlentes, o CDT ¢é
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relativamente raro e sua evolugdo geralmente lenta, de forma que a observacéo clinica pode
ser uma opc¢do clinica adequada para nddulos pequenos em individuos sem fatores de risco
atendidos em centros de atencdo primaria a saude. (MARCELLO, 2011).

Embora apresentem um perfil molecular de heranca genética similar ao dos tumores
diferenciados da tirdide em geral, microcarcinomas possuem epidemiologia diferente (WARD
et al., 2006). Afinal, a frequéncia com que carcinomas nao detectados durante a vida séo
achados em autOpsias e 0s estudos prospectivos na populacdo japonesa portadora de
microcarcinomas ndo operados sugerem que grande parte desses tumores possam ndo evoluir
para formas clinicamente detectaveis (ROSARIO et al., 2013).

Contrariando as expectativas, mesmo com diagndstico precoce, microcarcinomas
detectados e tumores inicialmente classificados como de baixo risco, alguns pacientes ainda
tem mau progndstico ou recidiva / metéstase apds a terapia combinada, como relatado em um
coorte, onde as taxas de recorréncia de 40 anos foram de até 35% (ZENG et al, 2014).
Portanto, é importante para avaliar e determinar as caracteristicas que afetam recorréncia e
sobrevida de pacientes com CDT. Além disso, 0s carcinomas em estagio inicial sdo dificeis
de diagnosticar através de exames de imagem (como tomografia e ultrasonografia) devido a
falta de sintomas clinicos e, portanto, métodos mais sensiveis para detectar esses tipos de
cancer poderiam ser de grande valia para o estabelecimento de diferentes estratégias
terapéuticas, bem como poderiam aumentar as taxas de cura (ISHIKAWA et al, 2006)

Muitos estudos experimentais e clinicos indicaram que os horménios sexuais podem
contribuir para o desenvolvimento do céancer de tiredide. Poucos dados estdo disponiveis
sobre a expressdo de REs e seu papel nas células da tiredide. A presenca de REs foi
demonstrada tanto em individuos normais e em tumor de tiredide, com graus variaveis de
expressdo (ZHAI et al, 2003). Até hoje, os REs ndo sdo mencionados nas orientacbes mais
recentes para o diagndstico e gestdo do DTC (COOPER et al, 2009). Isto pode ser devido a
dados inconclusivos em relacdo a clinica e expressdo de RE em tumores na tiredide. Para fins
de investigar essa relacdo, neste trabalho analisamos a expressdo do receptor de estrogeno
(RE subtipo «), receptor de progesterona (RP), em CDT wusando a técnica de
imunohistoquimica (IHC). Além disso, analisamos caracteristicas clinico patologicas dos

pacientes e sua associa¢do com a evolucdo clinica
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1.8 Receptores de estrogeno e progesterona x cancer diferenciado de tiredide

Informagdes sobre fatores associados com a taxa de progressdo e cura dos CDT tem
importancia fundamental no manejo clinico. Os indicadores prognosticos mais comumente
associados para recorréncia da doenga, metastases e morte incluem a idade do paciente, o subtipo
histolégico e a extensdo do tumor no diagndstico. Mas outros fatores também tém sido propostos
como a ingestdo de iodo nas diferentes regides, o género, sendo o feminino considerado o que
apresenta uma evolucdo mais favordvel e, mais recentemente, a expressao de receptores de
estrdgeno e progesterona.

Muitos estudos experimentais e clinicos indicaram que os horménios sexuais podem
contribuir para o desenvolvimento do cancer de tiredide. O fato do carcinoma de tiredide ser a
segunda neoplasia mais frequente em mulheres em idade fértil (DONG et al, 2013) sugere um
possivel impacto de fatores hormonais e reprodutivos. Consistentemente, nas Gltimas décadas
analises epidemioldgicas e resultados experimentais indicaram um possivel papel do
estrégeno no desenvolvimento e progressao de tumores diferenciados da tirdide (VIVACQUA
et al, 2006; ROSARIO et al, 2013). Sabe-se que 0s estrogénios podem regular a proliferacio
de células da tirdide através da ligacdo a ambos os receptores de estrogénio (RE), RE a e RE
B, exibindo efeitos diferentes na sobrevivéncia e proliferagdo das células. Em particular, um
efeito proliferativo e anti-apoptdtica, e um papel na metastatizacdo foram mostrados para RE
a, enquanto que o RE B tem uma a¢do de diferenciacdo e pro-apoptotica (ZENG et al, 2008;
DONG et al, 2013).

Vaérios estudos sobre a expressdo RE tém sido feitos em ambos os tecidos normais e
neoplasicos da tirdide, com resultados extremamente variaveis, principalmente devido a fraca
reprodutibilidade dos meétodos utilizados. No entanto, existem fortes evidéncias de que a
expressdao do RE a ¢ significativamente maior em pacientes com varios tipos de neoplasias da
tirebide do que em controles normais, ao passo que o RE B ¢ significativamente menos
expressos em tumores do que em tecidos normais da tiredide (Di Vito et al, 2011; CHEN et
al, 2008).

O aumento da expressdo de RE a e RP em cancer de tiredide pode influenciar o
desenvolvimento e a progressao do tumor, particularmente durante condi¢des farmacoldgicos
e fisioldgicos caracterizados por altos niveis de estrogénio e progesterona circulantes. De fato,
em um estudo de caso-controle recente sobre uma grande populagéo, foi demonstrado que o
risco de cancer de tiredide é significativamente correlacionada com menarca precoce e maior
namero de gestacdes (XHAARD et al, 2014).
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Um aumento do risco de cancer da tiroide foi também documentada em mulheres tratadas
com estrogénio por razdes ginecoldgicas, ou em mulheres que tomam pilulas
anticoncepcionais orais (RON et al, 1987). Para definir o possivel papel do estrogeno e da
progesterona no desenvolvimento e progressdo de cancer da tiroide, estudos comparando a
expressdo de RE e RP em tecidos tumorais com as caracteristicas clinicas e histopatolégicas
S80 necessarios.

A observagéo de que o crescimento de alguns tumores, principalmente aqueles derivados
dos 6rgdos reprodutivos (mama, préstata, endométrio, ovario), é regulado pelos horménios
esterdides (estrogenos e androgenos) tem tido um impacto fundamental na abordagem
terapéutica desse grupo de tumores (COTE et al, 1994).

A diferenca na incidéncia de cancer diferenciado de tiredide entre 0s sexos sugere que 0
crescimento e a progressao de tumores da tireoide também € influenciada por horménios
sexuais femininos, particularmente estrogeno, como tem sido demonstrado no
desenvolvimento e progressdo do cancer da mama, do endométrio e canceres de préstata
(YAN et al, 2011; LEUNG et al, 2010).

Desde que foi demonstrado que o crescimento dos carcinomas de mama €é regulado por
estrogenos, a presenca de receptores especificos para o estrogénio em tumores mamarios e a
terapia ablativa desse hormonio tem produzido remissao clinica em pacientes com carcinoma
de mama. Os tumores que respondem a terapia hormonal expressam altos niveis de RE,
enquanto que os tumores que ndo respondem tém niveis baixos ou indetectaveis (COTE et al,
1994).

Em relacdo ao céncer diferenciado de tireoide até hoje, existem poucos estudos
disponiveis mostrando uma correlacdo entre RE a expressdo negativa e positiva RE B ¢ piores
dados histopatoldgicos (KUMAR et al, 2010). Na medida em que o receptor de progesterona
(PR), apenas alguns estudos de expressdo em tecidos da tirdide foram publicados
(KANSAKAR et al, 2009) e dados concretos ainda ndo foram produzidos sobre o impacto da

expressdo RE a e RP na evolucdo do CDT.
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2 OBJETIVOS

Geral

e Avaliar a imunoexpressdo de RE e RP em pacientes com Cancer Diferenciado

de Tireoide.

Especificos

e Relacionar a expressdo desses marcadores no CDT com as caracteristicas
clinicas;
o Auvaliar a possivel correlagdo anatomoclinica entre a expressdo de RE e/ou RP

positivas e variaveis como idade, sexo, tamanho do tumor entre outras.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 — Pacientes e material utilizado

Este estudo, de cardter transversal e observacional, foi desenvolvido a partir de
um conjunto de 80 pacientes com carcinoma diferenciado de tiredide, utilizando material
referente a pegas de tireoidectomia realizadas no Hospital Universitario Walter Cantidio
(HUWC), no periodo de 2010 a 2014, registradas e integrantes dos Arquivos do Servigo de
Patologia e Medicina Legal da Universidade Federal do Ceard (DPML-UFC) e que foram
coletadas durante o ato cirdrgico, fixadas em formalina neutra a 10%, durante 12 a 24 horas,
processadas automaticamente e incluidas em parafina. A selecdo de tecido de tiredide normal
foi realizada nas pecas do mesmo Servico de Patologia e foram escolhidas areas distantes do
tumor (margem cirargica), observando-se cuidadosamente e selecionando pacientes que nao
apresentavam Tireoidite de Hashimoto, bdcio ou adenoma previamente diagnosticados.
Foram excluidos todos os casos com amostras insuficientes, mal fixadas ou inadequadas. Este
trabalho € o primeiro a pesquisar receptores de estrogeno (RE) e receptores de progesterona

(RP) desenvolvido no Estado do Cearé e foi financiado pelo CNPQ.

3.2 — Tissue Microarray

Analisou-se o material a ser estudado (tecido de tiredide normal e tecido tumoral),
através das laminas coradas pelo método HE, delimitou-se a area representativa do material
em cada lamina e em seguida marcou-se no bloco de parafina a mesma area analisada na
ldmina e em seguida retirou-se os cilindros no local exato onde se encontrava o tecido a ser
analisado.

A construgdo dos blocos de tissue microarray seguiu a técnica modificada de Kononen
e colaboradores (JUHA KONONEN et al, 1998), utilizando uma base fixa a partir de um kit
comercial (Arraymold®). Foram confeccionados 3 blocos cada um com 30 amostras, em
duplicata, do material a ser estudado, com um total de 60 cilindros no “bloco receptor”, com
espacamentos de 2,2 mm de distancia entre os centros dos cilindros.

Durante a retirada dos tecidos dos “blocos doadores”, o punch era inserido de forma
perpendicular a fim de proporcionar a adequada retirada do cilindro com a parte previamente

selecionada e representativa da amostra.
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As amostras tissulares parafinadas do “bloco doador” foram retiradas com o auxilio de
um punch de bidpsia de 2mm de didametro (BiopsyPunch - Miltex), inserido na area
previamente selecionada do bloco. Essas amostras foram retiradas da agulha e inseridas no
“bloco receptor” com auxilio de um bastdo apropriado e encaixado no bloco receptor com
auxilio de uma lamina.

Em cada veértice dos microarray foi colocada sec¢édo histoldgica distinta das estudadas,
para servir de controle interno dos casos. Foram inseridos controles internos de tecido de
mama normal e tecido de figado em cada bloco. Dessa forma, cada array construido contem
60 cilindros, sendo 56 do material objeto da pesquisa (tumor a maioria em duplicata e tecido
normal), duas amostras de tecidos de mama como controles internos positivos a serem
testados e duas de tecido de figado como controle negativo.

Apo6s o preenchimento do “bloco receptor” com todos os cilindros dos “blocos
doadores”, foi despejada uma fina camada de parafina derretida sobre o bloco, que foi
posteriormente aquecido em uma estufa a 60 °C durante 15 minutos, e depois resfriado a
temperatura ambiente, a fim de se obter uma melhor aderéncia dos cilindros no bloco
receptor.

Os cortes dos blocos de tissue microarray foram realizados em micrétomo Leica
RM2235, com 4 um de espessura, colocados em laminas silanizadas e encaminhados para

realizagdo de imunohistoquimica.

3.3 - Imunohistoquimica

As laminas silanizadas foram colocadas em um suporte plano e levadas para a
estufa, com temperatura estabilizada a 60°C, durante uma hora, a fim de derreter 0 excesso de
parafina e melhorar a aderéncia dos tecidos a lamina.

Ao mesmo tempo, iniciou-se a preparacdo do tampdo de recuperacdo antigénica,
utilizando-se o tampdo Envision Flex Target Retrieval Solution, pH=9, cddigo de referéncia
K8000 — Dako®, na diluicdo 1:50, que foi conservado em geladeira a 8°C. Em seguida, essa
solucdo de 1500 ml (30 ml de tampéo de recuperagdo antigénica + 1470 ml de &gua destilada)
foi colocada em um tanque do mddulo de pré-tratamento Dako PT Link®, aparelho que
proporciona um banho maria fechado, com temperatura monitorizada e controlada por
computador. Foi realizado o pré-aquecimento do sistema até 65°C durante trinta minutos.

Apos retiradas da estufa, as laminas foram colocadas em prateleiras, as quais
foram posicionadas no tanque do Dako® PT Link, e o sistema aquecido até a temperatura de
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97°C, permanecendo nessa temperatura por trinta minutos. A seguir, o sistema foi novamente
resfriado até 65°C, com o tempo total do processo de aproximadamente uma hora e meia.
Dessa forma, hd a recuperacdo dos epitopos antigénicos e a reidratacdo dos cortes
histologicos, permitindo, assim, uma melhor ligacdo dos anticorpos aos epitopos.

Figura 1 — Gréafico da reagdo do Dako® PT Link, para recuperacio antigénica.

O material entdo foi retirado dos tanques, e as laminas colocadas em um borrel
contendo tampdo de lavagem, durante trés minutos, por trés vezes. Para a lavagem das
laminas foi utilizado o Wash Buffer Envision Flex, pH=7,6, Dako®, na diluicio de 1:20.

Ap0Os essa etapa de lavagem, as laminas foram retiradas do tampéo de lavagem e
marcadas com uma caneta especial hidrofébica (Dako® Pen — referéncia $2002), que delimita
a area em torno do corte histolégico, impedindo o escoamento das solugdes. Foram entdo
submetidas a peroxido de hidrogénio a 5% durante dez minutos, com o objetivo de bloquear a
peroxidase dos tecidos e evitar reacdo de fundo quando da etapa de coloracéo.

Posteriormente, foi efetuada nova lavagem das laminas com tampé&o de lavagem
por mais trés minutos, e entdo as laminas foram colocadas nas camaras de incubagdo, onde foi

realizada a incubacdo com o anticorpo primario.
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Foram utilizados o Anticorpo Monoclonal Anti-RP Humano, Clone PgR 636,
referéncia M3569, da DAKO® em diluicdo de 1:100, e Anticorpo Monoclonal Anti-RE
Humano Dako®, em diluigdo de 1:50. Foi realizada a aplicacdo do anticorpo primario, lamina
por lamina, e 0 conjunto permaneceu em incubagdo por uma hora, sendo realizadas trés
lavagens seguidas com o Wash Buffer Envision Flex Dako®, durante trés minutos cada
lavagem.

As laminas entdo foram colocadas na prateleira e foi realizada a incubagdo com o
Linker Envision Flex Mouse, codigo de referéncia K8012/K8022 - Dako®, durante trinta
minutos.

A etapa seguinte se deu através da incubacdo com o polimero Dako® Envision +
Dual Link System — HRP. A incubacdo do polimero foi realizada durante trinta minutos. Em
seguida, foram realizadas mais trés lavagens com o tampdao de lavagem, durante trés minutos
cada lavagem, e, logo ap6s, foi feita a coloracdo com a incubagéo do cromégeno Dako® DAB
durante cinco minutos e posterior lavagem das laminas em agua corrente.

A sequir, foi feita a contracoloragdo com hematoxilina (EnVision Flex
Hematoxylin) e realizadas trés passagens das laminas em alcool absoluto, para desidratacéo e
trés passagens em xilol, para diafanizacdo ou clareamento. Por ultimo, foram realizadas as

montagens das laminulas utilizando o Balsamo do Canada.

3.4 — Escores

Foram considerados positivos 0s casos que apresentaram uma ou mais células com
imunomarcacao citoplasmatica e/ou nuclear, baseado em estudos previos (TAVANGAR et al,
2007; KANSAKAR et al, 2009; ZHAI et al, 2003; LIUA et al, 2014)

Foi realizada a leitura e observando os casos positivos na seguinte escala de coloragéo;
NEGATIVO (0), <5% (1), 5- 25% (2) e > 25% (3), tanto para marcagdo citoplasméatica como

nuclear.

3.5 - Controles

Os controles positivos para RE e RP foram obtidos a partir de sec¢des de tecido
de mama normal, conforme orientacdo do fabricante. Os controles negativos foram obtidos a

partir da supressao do anticorpo priméario durante a realizagdo da imunohistoquimica.
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Figura 2. A- RE + Controle POSITIVO, tecido de mama normal, marcacdo nuclear e citoplasmatica, 200X; B-
RE + Controle POSITIVO,tecido de mama normal, marcagao nuclear e citoplasmatica, 400X; C- RP + Controle
POSITIVO, tecido de mama normal, marcacdo nuclear e citoplasmatica, 200X; D- RE + Controle POSITIVO,
tecido de mama normal, marcacdo nuclear e citoplasmatica, 400X.

3.6 - Avaliacéo dos resultados

Os preparados histologicos para RE e RP foram estudados detalhadamente pelo autor
deste trabalho e analisados por um patologista experiente, sempre em microscopio Olympus
BX41°.

3.7 - Andlise Estatistica

Os dados quantitativos continuos foram descritos como média + desvio padrdo. Os
dados de frequéncia foram descritos como percentuais. Para testar a diferenca entre dois
grupos de variaveis categdricas foi usado o teste exato de Fisher. Para testar a diferenca entre



29

dois grupos de variaveis quantitativas continuas foi usado o teste t ndo pareado de Student.

Diferencas estatisticamente significantes foram indicadas quando P < 0,05.

3.8 - Aprovagcédo no Comité de Etica e Pesquisa com seres humanos

O plano de pesquisa deste estudo foi submetido ao Comité de Etica em Pesquisa da
Universidade Federal do Ceard, sob o nimero do CAAE 39389514.1.0000.5054, e aprovado
em 30/04/2015, namero do parecer 1.044.047. Foi submetido ao site da Plataforma Brasil
para registro da pesquisa. Foram tomados 0s cuidados necessarios para a preservacdo de
condigdes de biosseguranca, incluindo a prevencdo de acidentes em laboratorio, e 0 manejo e

acondicionamento correto dos materiais utilizados.
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4 RESULTADOS

p <N

B P i 1 i
Figura 3. A- Tecido de cancer diferenciado de tiredide B- Tecido de cancer diferenciado de tiredide marcagdo
com marcagdo citoplasmatica de REa 5-25%. nuclear de RE > 25%. (400x)

A B

Figura 4. A- Tecido de cancer diferenciado de tiredide B- Tecido de cancer diferenciado de tireoide
com marcagao nuclear de RP 5-25%. com marcagao nuclear de RP > 25%. (400x)

4.1 Imunomarcacdo e Variaveis Clinico-Patoldgicas

Foram incluidos no estudo 80 pacientes, onde 4 casos apresentaram carcinoma
folicular e papilifero classico concomitante e 80 casos sdo Carcinomas Papiliferos que
apresentam, Variantes Foliculares, Classicas, Células Altas, Esclerosante Difusa e Cibriforme
Morular, totalizando 84 casos.

Foi realizada a comparacdo da imunoexpressdo dos marcadores em cada variavel
clinico-patoldgica, tais como: tipos histologicos papilifero e folicular, variantes classica,

folicular e outras, sexos masculino e feminino, idade (<40 anos e > 40 anos), dimenséo do
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tumor (<1 cm e >1cm), invasdo angiolinfatica, invasdo da cépsula, multicentricidade e
presenca de Tireoidite de Hashimoto associada.

Observou-se o predominio de pacientes do sexo feminino (87,5%); com idade
superior ou igual a 40 anos (68,57%); média de idade + 49,12; tumor com dimensdo >1cm
(69,04%); tipo histologico papilifero (95,24%); com localizacdo em Unico lobo, ndo
multicéntrico, (61,90%); auséncia de invasdo angiolinfatica (67,85%); auséncia de invasao
capsular (75%); sem Tireoidite de Hashimoto (73,80%). (Tabela 1 e 2).

Tabela 1. Caracteristicas clinicas dos 80 pacientes com cancer diferenciado de tiredide analisados no estudo.

N/total %
SEXO
Feminino 70/80 87,5
Masculino 10/80 12,5
IDADE
<40 anos 26/80 32,5
>40anos 54/80 67,5
TAMANHO DO TUMOR
<lcm 26/80 32,5
>1lcm 54/80 67,5

Tabela 2. Tipos histoldgicos dos 84 casos de CDT analisados.

TIPO HISTOLOGICO N/total %
Papilifero 80/84 95,24
Folicular 4/84 4,76
SUBTIPOS

Classico 24/84 28,57
Folicular 24/84 28,57
Células Altas 6/84 7,14
Células Colunares 1/84 1,19
Cibriforme-morular 1/84 1,19
Esclerosante Difusa 1/84 1,19
Microcarcinomas 26/84 30,95

Céls Oxifilicas (Hurtlhe) 1/84 1,19
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Tabela 3. Associacdo entre a presencga de imunoexpressdo de Receptor Estrogénico (RE+) no tumor e variaveis

clinico-patoldgicas.

Variaveis RE + % P
(n/total)

Sexo
Masculino 5/10 50 0.73
Feminino 28/70 40
Idade (anos)
<40 5/20 25 0.19
>40 27/60 45
Tamanho do tumor
<lcm 12/26 46 0.47
>1cm 21/58 36
Tipo histologico
Papilifero 32/79 41 0.65
Folicular 1/4 25
Tireoidite de Hashimoto
Presente 8/22 36 1.00
Ausente 24162 39
Invasdo de Céapsula
Presente 8/21 38 1.00
Ausente 25/63 40
Invasao Linfatica
Presente 9/27 33 0.48
Ausente 24/57 42
Multicentricidade
Presente 12 20 0.82
Ausente 21 31
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Tabela 4. Associacdo entre a presenca de imunoexpressdo de Receptor de Progesterona (RP+) no tumor e
variaveis clinico-patoldgicas.

VARIAVEIS RP + % P
(n/total)
Sexo
Masculino 6/10 60 0.1879
Feminino 32/70 4571
Idade
<40 anos 8/20 40
>40 anos 29/60 48,33 0.7958
Tamanho
<lcm 11/26 42.30
>1cm 27/58 46,55 0.8142
Histologia
Papilifero 42/80 52,5
Folicular 3/4 75 0.6198

Tireoidite de Hashimoto
Presente 11/22 50 0.8049
Ausente 28/62 45,16

Invasdo capsular
Presente 11/21 52,38 0.6210
Ausente 29/63 46,03

Invasdo Linfatica

Presente

Ausente 12/27 44,44 0.6325
27/57 47,36

Multicentricidade
Presente 12/32 37,5 0.1798
Ausente 28/52 53,84
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4.2 Distribuigdo da imunoexpressao de RE em células tumorais.

A comparacdo da expressdo de RE nas células tumorais, considerando 0 sexo,
demonstrou que os homens apresentam maior expressao (5/10=50%) quando comparados
com as mulheres (28/70 = 40%). Contudo essa diferenga ndo foi significativa (P= 0,7331,
tabela 1 e 3).

Tabela 5. Expressdo de RE em tumores de pacientes dos sexos feminino e masculino.

SEXO
RE MASCULINO FEMININO
0 5 42
1 3 18
2 1
3 1
TOTAL 10 70

Quanto a expressdo de RE em tumores de pacientes >40 anos (24/60 = 40%) a expressao
foi maior do que quando comparado com paciente <40 anos (5/20 = 25%), contudo esses
dados ndo apresentaram significado estatistico (P = 0,1868, tabela 1 e 4).

Tabela 6. Expressdo de RE em tumores de pacientes < 40 anos e >40 anos.

RE <40 >40
0 15 33
1 3 19
2 2 3
3 0 2
TOTAL 20 60

A expressdao de RE em tumores <lcm (12/26 = 46,15%) foi maior comparando com
tumores >1cm (21/58 = 36,20%), (P=0,4706, tabela 1 e 5)

Tabela 7. Expressdo de RE em tumores <1cm (microcarcinomas) e >1cm.

RE <lcm >1lcm
0 14 37
1 9 12
2 3 3
3 0 6

TOTAL 26 58
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Considerando o tipo histoldgico papilifero e folicular, demosntrou que os carcinomas
diferenciados do tipo papilifero expressam mais RE (32/80 = 40%), quando comparado com
carcinomas diferenciados do tipo folicular (1/4 = 25%), sem diferenga estatistica significante
(p=0,6480, tabela 1 e 6).

Tabela 8. Expressdo de RP em carcinoma diferenciado de tireoide do tipo papilifero e folicular.

TIPO HISTOLOGICO

RE PAPILIFERO FOLICULAR
0 48 3
1 21 0
2 1
3 6 0
TOTAL 80 4

Quando se compara a expressao de RE nas variantes classicas e ndo classicas, observa-
se que a expressdao de RE nas variantes ndo classicas (15/34 = 44,12%) é maior que nas
variantes classicas (6/24 = 25%), ndo sendo essa diferenca significativa (P= 0.1714, tabela 1 e
9).

Tabela 9. Expressdo de RE em pacientes com CDT variantes classicas e ndo classicas.

RE escores CLASSICO NAO CLASSICO
0 18 19
1 4 8
2 0 3
3 2 4
TOTAL 24 34

Considerando a localizagdo do tumor, a expressdo de RE nos tumores ndo multicéntricos
(21/52 = 40,38%) foi maior que a expressao nos tumores multicéntricos (12/32 = 37,50%),

Contudo essa diferenca ndo foi significativa (p= 0,8221, tabela 1 e 10).
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Tabela 10. Expressdo de RE em tumores de tireoide quanto a localizagdo, multicéntricos e ndo multicéntricos.

LOCALIZACAO DO TUMOR

RE MULTICENTRICO NAO MULTICENTRICO
0 20 31
1 8 13
2 4
3 2 4
TOTAL 32 52

Quando se compara a expressao de RE em pacientes sem invasao linfatica (24/57 = 42,10%)
observa-se que é maior que a expressdo de RE em pacientes com invasdo linfatica (9/27 =
33,33%), ndo sendo estatisticamente significante, (P=0,4824, tabela 1 e 11).

Tabela 11. Expressdo de RE em tumores com invasdo linfatica e sem invasdo linfatica.

INVASAO LINFATICA

RE COM SEM
0 18 33
1 4 17
2 3 3
3 2 4
TOTAL 27 57

Quanto a expressdo de RE em pacientes com invasdo capsular (8/21 = 38,09%), € menor que
a expressao em pacientes sem invasao capsular (25/63 = 39,68%), dado estatisticamente nédo
representativo, (P = 1.0000, tabela 1 e 12).

Tabela 12. Expressdo de RE em tumores com invasao capsular e sem invasdo capsular.

INVASAO CAPSULAR
RE COM SEM
0 13 38
1 17
2
3
TOTAL 21 63

Quanto a presenca de Tireoidite de Hashimoto a expressdo de RE foi menor nos pacientes

com Tireoidite de Hashimoto (8/22 = 36,36%) comparando com 0s pacientes sem a doenca
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(24/62 = 38,70%), porém esse resultado ndo teve significado estatistico, (P = 1.0000, tabela 1

e 13).

Tabela 13. Expressdao de RE em pacientes com CDT com Tireoidite de Hashimoto e sem Tireoidite de
Hashimoto.

TIREOIDITE DE HASHIMOTO

RE SEM COM
0 38 14
1 16 5
2 5 1
3 3 2
TOTAL 62 22

4.3 Distribui¢do da imunoexpressdo de RP em células tumorais.

A comparacdo da expressdo de RP nas células tumorais, considerando o sexo,
demonstrou que os homens apresentam uma maior expressao (6/10=60%) quando comparado
com as mulheres (22/70 = 45,71%). Contudo essa diferenga néo foi significativa (P= 0,1879,
tabela 1 e 14).

Tabela 14. Expressdo de RP em tumores de pacientes dos sexos feminino e masculino.

SEXO
RP MASCULINO FEMININO
0 4 48
1 5 7
2 1 8
3 0 7
TOTAL 10 70

Considerando o tipo histologico papilifero e folicular, demonstrou-se que o0s
carcinomas diferenciados do tipo papilifero apresentam maior expressdao de RP (38/80 =
47,55%), quando comparado com carcinomas diferenciados do tipo folicular RP (1/4 = 25%)),

sem diferenca estatistica significante (P=0,6198, tabela 1 e 13).
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Tabela 15. Expressdo de RP em carcinoma diferenciado de tireoide do tipo papilifero e folicular.

TIPO HISTOLOGICO

RP PAPILIFERO FOLICULAR
0 42 3
1 23 0
2 8 1
3 7 0
TOTAL 80 4

Quanto a expressdo de RP em tumores de pacientes >40 anos (28/60 = 46,66%) a expressao
foi maior do que quando comparado com paciente <40 anos (8/20 = 40%), contudo esses

dados ndo apresentaram significado estatistico (P = 0,7958 tabela 1 e 16).

Tabela 16. Expressdo de RP em tumores de tireoide de pacientes >40 anos e <40 anos.

RP <40 ANOS >40 ANOS

0 12 32

1 4 18

2 3 4

3 1 6
TOTAL 20 60

A expressdo de RP em tumores <lcm (11/26 = 42,30%) foi menor comparando com
tumores >1cm (27/58 = 46,55%), (P=0,8142, tabela 1 e 17).

Tabela 17. Expressdo de RP em tumores de tireoide <lcm (microcarcinomas) e >1cm.

RP <lcm >1lcm
0 15 31
1 8 14
2 3 6
3 0 7
TOTAL 26 58

Quanto a presenca de Tireoidite de Hashimoto a expressdo de RP foi maior nos
pacientes com Tireoidite de Hashimoto (11/22 = 50%) comparando com 0s pacientes sem a
doenca (28/62 = 45,16%), porém esse resultado ndo teve significado estatistico, (P = 0,8049,
tabela 1 e 18).
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Tabela 18. Expressdo de RP em pacientes com Tireoidite de Hashimoto e sem Tireoidite de Hashimoto.

TIREOIDITE DE HASHIMOTO

RP SEM COM
0 34 11
1 16 7
2 7 2
3 5 2
TOTAL 62 22

Quando se compara a expressao de RP nas variantes classicas e ndo classicas, observa-
se que a expressdao de RP nas variantes ndo classicas (21/34 = 61,76%) é maior que nas
variantes classicas (6/24 = 25%), sendo essa diferenca significativa (P= 0.0078, tabela 19).

Tabela 19. Expressdo de RP em pacientes com CDT variantes classicas e ndo classicas.

RP CLASSICO NAO CLASSICO
0 18 13
1 4 10
2 2 4
3 0 7
TOTAL 24 34

Gréfico 1. Expressdo de RP em pacientes com CDT variantes classicas e ndo classicas.

W CLASSICO
m NAO CLASSICO

Quanto a localizagéo do tumor, a expressdo de RP nos tumores ndo multicéntricos (28/52 =
53,84%) foi maior que a expressdo nos tumores multicéntricos (12/32 = 37,50%), Contudo
essa diferenca ndo foi significativa (p=0,1798, tabela 1 e 20).
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Tabela 20. Expressao de RP em tumores de tireoide quanto a localizagdo, multicéntricos e ndo multicéntricos.

LOCALIZACAO DO TUMOR

RP MULTICENTRICO NAO MULTICENTRICO
0 20 24
1 4 20
2 4 5
3 4 3
TOTAL 32 52

Quando se compara a expressdao de RP em pacientes sem invasdo linfatica (27/57 =
47,36%) observa-se que é maior que a expressao de RP em pacientes com invasdo linfatica
(12/27 = 44,44%), ndo sendo estatisticamente significante, (P= 0,6325, tabela 1 e 21).

Tabela 21. Expressdo de RP em tumores de tireoide com invasdo linfatica e sem invasdo linfatica.

INVASAO LINFATICA

RP COM SEM
0 15 30
1 6 17
2 3 6
3 3 4
TOTAL 27 57

Quanto a expressdo de RP em pacientes com invasdo capsular (11/21 = 52,38%) é maior
gue a expressdo em pacientes sem invasdo capsular (28/63 = 44,44%), dado estatisticamente
néo representativo, (P =0, 6210 tabela 1 e 22).

Tabela 22. Expressdo de RP em CDT com invasao capsular e sem invasdo capsular.

INVASAO CAPSULAR
RP SEM COM
0 35 10
1 19 4
2 7 2
3 2 5
TOTAL 63 21

4.4 Distribuicdo da imunoexpressao de RE x RP em células tumorais.

Com os resultados obtidos podemos observar que a expresséo RP (47,5%) foi maior que a
expressdo de REa (41,25%) em pacientes com carcinoma diferenciado de tiredide. Assim
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como a expressdo de RP foi maior em relacdo a expressdo de RE na maioria das variaveis
clinicas analisadas, sendo menor a expressdo somente em relacdo ao tamanho, nos tumores
<lcm, onde a expressdo de REa (46,15%) foi maior que a de RP (42,30%), e igual em relacdo
a variantes classicas onde a expressdo de REa (25%) apresentou-se semelhante a de RP
(25%). Quanto ao tipo histologico, no carcinoma folicular a expressdo de REa (25%)
apresentou-se igual a expressdo de RP (25%) e quanto a localizagdo do tumor, as expressdes
de RE(37,5%) e RP (37,5%) sdo iguais no carcinoma multicéntrico.

Tabela 23. Relacéo entre a expressdo de RE e RP em carcinoma diferenciado de tireoide.

VARIAVEIS RP +/total RP % RE +/total RE %
SEXO
MASCULINO 6/10 60 5/10 50
FEMININO 32/70 4571 28/70 40
IDADE
<40 ANOS 8/20 40 5/20 25
>40 ANOS 29/60 48,33 27/60 45
TAMANHO
<lcm 11/26 42.30 12/26 46,15
>1cm 27/58 46,55 21/58 36,20
TIOPO
HISTOLOGICO
PAPILIFERO 38/80 47,5 32/80 40
FOLICULAR 1/4 25 1/4 25
TIREOIDITE DE
HASHIMOTO
SIM 11/22 50 8/22 36,36
NAO 28/62 45,16 24/62 38,70
INVASAO
CAPSULAR
SIM 11/22 52,38 8/22 38,09
NAO 29/62 46,03 25/62 39,68
INVASAO
LINFATICA
SIM 12/27 44.44 9/27 33,33
NAO 27/57 47,36 24/57 42,10
VARIANTES
CLASSICAS 6/24 25 6/24 25

NAO CLASSICAS 21/34 61,76 15/34 4411
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MULTICENTRICO
SIM 12/32 37,5 12/32 37,5
NAO 28/52 53,84 21/52 40,38

4.4 Distribuigdo da imunoexpressdo de RE e RP em células do tecido normal adjacente

Observou-se que a expressao de REa (77,77%) é maior que a expressao de RP (47,05%)

para as células de tecido normal. (tabela 22)

Tabela 24. Expresséo de REo e RP em tecidos normais.

RE RP
NEGATIVO 4 (22,22%) 9 (52,95%)
POSITIVO 14 (77,77%) 8 (47,05%)
TOTAL 17

18
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5 DISCUSSAO

ObservacOes anteriores de que o desenvolvimento de doencas de tiredide esta
relacionado com o sexo e a idade sugerem que 0s hormdnios sexuais e seus receptores podem
estar envolvidos na patogénese de doencas desta glandula (COOK et al, 2009; HELLEVIK et
al, 2009; LEVI et al, 1993). Este fato € uma das razdes por que as mulheres muitas vezes
sofrem relativamente alta incidéncia de doengas tireoideanas. No estudo de Liu et al (LIUA et
al, 2014), descobriu-se que RE foi expresso em tecido tireoidiano normal, sugerindo que o
estrogénio pode agir diretamente sobre o tecido tireoidiano via receptor.

Ambos os subtipos de RE tém sido demonstrados em tecidos normais e neoplasicos da
tiredide, e o nivel de expressdo de RE difere entre o tecido tireoidiano normal e tecidos
tireoidianos neoplasicos (XHAARD et al, 2014; MANOLE et al, 2011). Alguns autores
encontraram um aumento da expresséo do REa em CDT em relag@o ao tecido normal usando
imunohistoquimica (YANE et al, 1994; KANSAKAR et al,2009; TAVANGAR et al, 2007),
ao passo que outros ndo encontraram qualquer diferenca na expressdo de REa em tumores da
tiroide em relacdo aos tecidos normais (VAIMAN et al., 2010; SANTIN et al., 2011). O
estudo de Liua et al., demonstra que em comparacdo com o tecido da tirdide normal a
expressdo de RE o € aumentada e a expressdo RE B diminuida em neoplasias da tiredide (Liua
ET al., 2014).

O estudo de Kansakar et al, encontrou que as taxas positivas de RE e RP em 74 pacientes
com CDT foram 50,0% e 73,0%, respectivamente, demonstrando que RE e RP sdo altamente
expressos no CDT em comparagdo com o tecido normal adjacente, o que evidéncia que esses
receptores desempenham um papel importante na patogénese do cancer de tiredide
(KANSAKAR et al, 2009). O estudo de Vannucchi et al, demonstrou que REa ¢ RP foram
expressos em CDT (66% E 76% respectivamente), Semelhante aos achados de Kansakar et al
e Vannucchi et al, mencionados acima, demonstrou-se no estudo atual que a expressdo de RE
a e RP ocorrem tanto em tecidos normais quanto neoplasicos e que com os resultados obtidos
encontrou-se que a expressao RP (47,5%) foi maior que a expressdo de REa (41,25%) em
pacientes com carcinoma de tiredide. Observou-se ainda que a expressdo de REa (77,77%) é
maior que a expressao de RP (47,05%) para as células de tecido normal adjacente.
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Tavangar et al, descobriram que a expressdo de RE, em diferentes grupos etarios nao
mostrou diferenca significativa entre homens e mulheres, e ndo estava relacionado a invasdo
linfatica ou invaséo capsular (TAVANGAR et al, 2007). Dados semelhantes foram detectados
no nosso estudo comparando-se a expressao de REa nas células tumorais, considerando o
sexo, demonstrou-se que 0s homens apresentam maior expressdo (5/10=50%) quando
comparados com as mulheres (28/70 = 40%), contudo essa diferenca n&o foi significativa.
Quanto a expressdao de REa em tumores em relacdo a faixa etaria, em pacientes >40 anos
(24/60 = 40%) a expressdo foi maior em pacientes <40 anos (5/20 = 25%), contudo esses
dados também ndo apresentaram significado estatistico. Quando se comparou a expressao de
REo em pacientes sem invasao linfatica (24/57 = 42,10%) observou-se que € maior que a
expressdo de REo em pacientes com invasdo linfatica (9/27 = 33,33%), ndo sendo
estatisticamente significante. Quanto a expressdo de RE em pacientes com invasao capsular
(8/21 = 38,09%) é menor que a expressao em pacientes sem invasdao capsular (25/63 =
39,68%), dado estatisticamente ndo representativo.

Kansakar et al relatou ndo haver diferencas significativas entre as faixas etérias, géneros e
subtipos histoldgicos na expressdo de RE e RP. A expressdo de RP em carcinoma papilifero
de tiredide foi significativamente maior do que no carcinoma folicular de tireoide, mas ndo
houve diferencas significativas entre outros grupos (KANSAKAR et al, 2009). Semelhante ao
nosso estudo onde observamos que CPT apresentam maior expressdao de RP (38/80 =
47,55%), quando comparado com CFT onde RP (1/4 = 25%), porém esse achado ndo
apresenta diferenca estatistica significante.

Em estudo mais recente sobre a expressdo dos RE e RP em 182 pacientes femininos e
masculinos com diagndstico ndo incidental corrobora. Foi apresentada uma tendéncia em
direcdo a uma maior prevaléncia de metéstases locais em RE e RP expressos em tumores, 0
que possivelmente indica um comportamento mais agressivo. Por isso, 0 conjunto dos
resultados relatados no estudo defendem a associacdo entre a expressdo de receptores
hormonais sexuais RE e RP uma apresentacdo de tumor mais agressivo. Embora nenhum
impacto no resultado foi encontrado, a avaliacdo da expressdo do receptor RE e RP pode
adicionar insights sobre o comportamento bioldgico dos tumores e pode modificar o
seguimento, particularmente em mulheres com doencas persistentes. (VANNUCHI et al.,
2015).

Com a analise dos dados obtidos foi possivel observar que a expressdo de RE a (77,77%)
foi maior em tecidos normais adjacentes em relagdo aos tecidos tumorais RE o (41,25%), em
relacdo a expressdo de RP podemos observar que foi semelhante entre os tecidos normais RP



45

(47,05%) e tecidos tumorais RP (47,5%), como também foi possivel observar que e a
expressao de RP é maior em relacdo a expressdo de RE a em tecidos tumorais considerando a
maioria das variaveis analisadas neste estudo.

Encontramos no nosso estudo que a expressao de RP nas variantes ndo classicas (21/34 =
61,76%) quando comparada a expressdo de RP (6/24 = 25%) nas variantes classicas foi maior,

apresentando significado estatistico.
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6 CONCLUSAO

Embora as taxas positivas de REa e RP em cancer de tiredide tenham sido diferentes
dos estudos anteriores, os resultados de todos estes estudos indicaram que o estrdgeno e a
progesterona, assim como seus receptores, sdo relevantes para a regulagédo do crescimento do
cancer de tirdide.

Equivalente a estudos anteriores (Manole et al., 2001, Lee et al. 2005) no presente estudo
encontramos uma expressdo de RE e RP tanto em individuos normais como em tecidos
tumorais de tiredide. Observou-se que a expressdo de RP é maior em relacdo & expressdo de
REa em tecidos tumorais. Assim como a expressdo de RP foi maior em relagdo a expresséo
de REo na maioria das variaveis clinicas analisadas, sendo menor a expressdo somente em
relagdo ao tamanho, onde nos tumores <1cm a expressao de REa (46,15%) foi maior que a de
RP (42,30%), e igual em relacdo a variantes classicas onde a expressdo de REa (25%)
apresentou-se semelhante a de RP (25%). Quanto ao tipo histoldgico, no carcinoma folicular a
expressao de REa (25%) apresentou-se igual a expressdo de RP (25%) e quanto a localizacdo
do tumor, as expressdes de RE(37,5%) e RP (37,5%) séo iguais no carcinoma multicéntrico.
Ao contrario do que se observou em tecidos normais adjacentes onde a expressdo de REa
(77,77%) é maior que a expressdo de RP (47,05). Em conclusdo, os resultados obtidos
comprovam as evidéncias de que os RE e RP estdo envolvidos na patogénese do cancer de
tireGide em mulheres.

No entanto, 0 nosso conhecimento sobre a influéncia destes receptores sobre o tumor é
ainda muito limitada. Estudos mais detalhados sdo necessarios para preencher esta lacuna, o
que pode ter consequéncias consideraveis para o tratamento de cancer de tiredide em

mulheres.
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TERMO DE FIEL DEPOSITARIO

DEPARTAMENTO DE PATOLOGIA E MEDICINA LEGAL- DPML/ UFC

Eu, Cristiane Cunha Frota, chefe do Departamento de Patologia e Medicina
Legal da UFC, fiel depositaria dos arquivos de laminas histologicas e blocos
parafinados e da base de dados deste servigo, declaro que a aluna Mayane
Emanuela Melo Lopes Martins estd autorizada a realizar nesta instituigao o
projeto de pesquisa “Avaliagdo imunohistoquimica da expressido de
receptores estrogénicos alfa e beta e progesterona em carcinoma
diferenciado de tireéide.” sob a orientacdo do pesquisador Prof. Dr. Manoel
Ricardo Alves Martins, cujo objetivo geral & “Avaliar a expressido de
Receptores Estrogénicos alfa e beta e Receptores de Progesterona em
Cancer Diferenciado de Tiredide e neoplasia benigna de tiredide. Avaliar a
relagao da expressao dos RE alfa e beta e RP em CDT e o prognéstico da
doenga, em amostras de arquivo do Servigo de Patologia e Medicina
Legal da Universidade Federal do Ceara (DPML-UFC).” Ressalto que estou
ciente de que serao garantidos os direitos, dentre outros, assegurados pela
resolucao 466/12 do Conselho Nacional de Salde de:

1) Garantia da confidencialidade, do anonimato e da n3o uiilizacao das
informagoes em prejuizo dos outros.

2) Que ndo havera riscos para o sujeito da pesquisa.
3) Emprego dos dados somente para fins previstos nessa pesquisa.

4) Retorno dos beneficios obtidos atraves deste estudo para as pessoas e para
a comunidade onde o mesmo foi realizado.

5) Os resultados da pesquisa serao divulgados em revistas cientificas.

Informo, ainda, que a pesquisa somente sera iniciada apos a aprovacao do
Comité de Etica em Pesquisa do Hospital Universitario Walter Cantidio para
garantir a todos os envolvidos os referenciais basicos da bioética, isto &,
autonomia, ndo maleficéncia, beneficéncia e justiga.

Fortaleza, 11 de julho de 2014

ﬂwtm bule Fisto

Profa. Dra Cristiane Cunha Frota
Chefe do Departamento de Patologia e Medicina Legal

Universidade Federal do Ceara
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10- TERMO DE AUTORIZAGAO DO MEDICO RESPONSAVEL PELO SETOR
ONDE SERA REALIZADA A PESQUISA.

Eu, Prof. Dr. José Telmo Valenga Janior, chefe do setor de bidpsia do
Departamento de Patologia e Medicina Legal da Universidade Federal do
Ceara (DPML/UFC), conhego o protocolo de pesquisa intitulado: Avaliagao
imunohistoquimica da expressao de receptores estrogénicos a e B, e de
progesterona no carcinoma diferenciado de tiredide, conhego seus
objetivos e a metodologia que sera desenvolvida e autorizo sua realizagao,
estando ciente de que o pesquisador nao ira interferir no fluxo normal deste

Sernvico.

Fortaleza, 11 de julho de 2014

- ~
. ),m«" 5 UJ‘J‘M%;— ’J‘”"“"“
J Prof. Dr. Jose Telmo Valenga Junior
Chefe do setor de bidpsia do DPML/UFC
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