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Mensagem Central

A busca de biomarcadores teciduais que permitam assegurar tanto o diagnostico para
casos indeterminados, quanto o progndstico, identificando os casos de maior
agressividade, tém sido estudadas nas ultimas décadas e também no cancer da tireide

Perspectiva

A expressao da ciclina D1 na diferenciacé@o entre bocios multinodulares e carcinomas
papiliferos de tireoide mostrou-se util principalmente se presente a coloracao difusa.
Este marcador molecular poderia ter papel diferenciador para o clinico e patologista
em amostras adquiridas pela puncao aspirativa por agulha fina para auxiliar no
diagnéstico de carcinoma em nédulos com caracteristicas indeterminadas.

RESUMO - Racional - Os carcinomas papiliferos sdo os mais prevalentes e menos
agressivos de tireoide (CPT). Em alguns casos, o diagnostico € duvidoso e o
progndstico ruim. A busca de biomarcadores teciduais que permitam assegurar tanto
o diagnéstico para casos indeterminados, quanto o progndstico, identificando os
casos de maior agressividade, tém sido estudadas nas ultimas décadas. Objetivo:
Analisar a ciclina D1 nos CPT e nos bécios multinodulares (BMN) e verificar a
correlacdo da marcacdo com as caracteristicas clinicopatologicas. Métodos: Foram
selecionados 118 tecidos de pacientes adultos submetidos aa tireoidectomia por CPT
e 40 BMN como grupo controle. Realizou-se imunocoloracéo tecidual com ciclina D1
com subsequente andlise imunoistoquimica em ambos grupos, avaliando-se a
expressdo do marcador (intensidade e distribuicdo). No grupo dos CPT os dados da
imunocoloracdo foram também cruzados com os dados clinicopatolégicos.
Resultados: A maioria (93,3%) expressou a coloracdo da ciclina D1 com intensidades
variadas (fraca, moderada e forte) e distribuicdo predominantemente difusa (71,2%).
O grupo controle dos BMN, expressou coloragao para ciclina D1 em 57,5%, com
intensidade fraca (47,5%) e distribuicdo esparsa (37,5%). A diferenca entre os grupos
(estudo e controle) foi estatisticamente significante (p<0,001). No grupo dos CPT, os
cruzamentos clinicopatolégicos nao evidenciaram diferencas quanto a idade, sexo,
tipo e tamanho tumoral, estado linfonodal, focalidade e invasdo angiolinfatica.
Concluséao: A ciclina D1 foi expressa na grande maioria dos CPT sendo a distribuicao
difusa predominante. Nao houve correlacdo entre a expressdo delacom qualquer
caracteristica clinicopatologica dos CPT.

DESCRITORES - Carcinomas papiliferos de tireoide. Ciclina D1. Imunoistoquimica.
Diagndstico. Prognostico.

ABSTRACT —Background: Papillary thyroid carcinomas (PTC) are the most prevalent
and least aggressive thyroid carcinomas. In some cases, the diagnosis is doubtfull and
the prognosis is poor. The search for tissue biomarkers that make it possible to ensure
both the diagnosis for indeterminate cases and the prognosis, identifying the most
aggressive cases, has been studied in recent decades. Objective: To analyze the
molecular marker cyclin D1 in PTC and multinodular goiter (BMN) and to verify the
correlation of the marking with the clinical-pathological characteristics in carcinomas.
Methods: 118 tissues from adult patients submitted to PTC thyroidectomy and 40 BMN
were selected as a control group. Tissue immunostaining was performed with cyclin
D1 with subsequent immunohistochemical analysis in both groups, evaluating the
expression of the marker (intensity and distribution). In the PTC group, immunostaining
data were also crossed with clinical and pathological data. Results: The majority
(93.3%) expressed the staining of cyclin D1 with varying intensities (weak, moderate
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and strong) and predominantly diffuse distribution (71.2%). The BMN control group
expressed staining for cyclin D1 in 57.5%, with weak intensity (47.5%) and sparse
distribution (37.5%). The difference between the groups (study and control) was
statistically significant (p<0.001). In the CPT group, the clinical-pathological crossings
did not show differences regarding age, sex, tumor type and size, lymph node status,
focus, angiolymphatic invasion. Conclusion: Cyclin D1 was expressed in the vast
majority of PTC with the predominant diffuse distribution. There was no correlation
between the expression of cyclin D1 and any clinical-pathological characteristic of
PTC.

KEYWORDS - Papillary thyroid carcinomas. Cyclin D1. Immunohistochemistry.

INTRODUCAO

O cancer de tireoide é a neoplasia maligna mais comum da regido de cabeca
e pescoco e a neoplasia enddcrina mais frequente. Predomina nas mulheres entre 45-
54 anos, e tem como principais fatores de risco o sexo feminino, a histéria familiar de
cancer de tireoide e a exposicdo a radiacdo na regido do pescoc¢o. No Brasil, esse
cancer e corresponde a 1,3% de todos os canceres, com incidéncia anual de 9.610
casos novos, 4% em mulheres e 0,7% em homens (INCA, 2017). Os mais prevalentes
séo os papiliferos (80%) e foliculares (10%), denominados carcinomas diferenciados
de tireoide. Ja os carcinomas medulares e o0s anaplasicos, sdo chamados
respectivamente de carcinomas pouco diferenciados e indiferenciados, sendo menos
frequentes e mais agressivos. Os carcinomas podem apresentar metastases para 0s
linfonodos (papiliferos e medulares), metastases a distancia (todos os tipos) e/ou
invadir estruturas locais como nervo laringeo recorrente, traqueia, masculo e/ou do
esbfago (frequentemente nos anaplasicos, CHITIKOVA et al., 2015; HAUGEN et al.,
2017).

As causas e a fisiopatologia do cancer de tireoide ndo sdo bem compreendidas
(COBIN, GHARIB, 2001; KIM et al.,, 2012). Clinicamente eles manifestam-se
predominantemente pelo aparecimento de nodulos na regido da tireoide, menos
frequentemente por surgimento de linfonodos na cadeia cervical, rouquidéo, dispneia,
disfagia ou tosse e raramente por metastases a distancia (pulmonares e dsseas). Nos
ultimos anos, com o avango da tecnologia, o achado incidental por exame de imagem
(ultrassonografia, tomografia, ressonancia ou PET-CT) tem sido cada vez mais
frequente (BERTAGNA et al., 2012). Para o diagndstico, na pratica, utiliza-se a puncéo
aspirativa por agulha fina (PAAF), menos invasiva e geralmente efetiva. Porém, em
certos casos podem ocorrer dificuldades na identificagcdo do material como benigno
ou maligno, conduzindo o paciente para a cirurgia.

Os marcadores tumorais vém sendo utilizados ha algumas décadas para
minimizar a falta de acuracia diagndstica e prognostica dos carcinomas de tireoide.
Por exemplo, no sangue, a presenca da tireoglobulina se correlaciona com a
persisténcia dos carcinomas diferenciados de tireoide pés-tireoidectomia; a calcitonina
e 0 antigeno carcinoembrionario, com a massa tumoral dos carcinomas medulares.
No tecido tumoral, o marcador genético BRAF-V600E correlaciona-se ao pior
prognéstico nos papiliferos (BARBET et al., 2005; CHITIKOVA et al., 2015;
GIOVANELLA; CERIANI; MAFFIOLI, 2010; LAURE GIRAUDET et al.,, 2008;
MIYAUCHI et al., 2011; PESUTIC-PISAC et al., 2008).

Para auxiliar a interpretacdo da citologia também tém sido utilizadas anélises
moleculares através da técnica imunoistoquimica nas amostras tumorais. Nessa
direcdo estd a ciclina D1, proteina responsavel pelo controle e coordenagéo do ciclo
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celular. A desregulacdo desta proteina pode ocasionar sua superexpressao, afetando
o controle do ciclo celular, contribuindo para a tumorigénese (NIKIFOROV, 2011;
SEYBT et al., 2012).

Os objetivos deste estudo foram analisar a presenca do marcador molecular
ciclina D1 nos carcinomas papiliferos de tireoide e nos bocios multinodulares, e
avaliar se a expressao da ciclina D1 apresenta correlagdo com as caracteristicas
clinicopatologicas dos carcinomas papiliferos da glandula.

METODOS

Esta pesquisa foi realizada no Programa de Pds-Graduacédo em Principios da
Cirurgia da Faculdade Evangélica Mackenzie do Parana (FEMPAR), Curitiba, PR,
Brasil, em parceria com Brigham and Women’s Hospital, Harvard Medical School
Molecular Oncology and Immunology and Renal Division, Boston, MA. USA. O estudo
foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa (CEP) da Sociedade Evangélica Beneficente
de Curitiba, sob parecer CAAE 66383317.7.0000.0103, estando de acordo com os preceitos
da Resolucéo 466/12 do Conselho Nacional de Saude/Ministério da Saude (CNS/MS).

A pesquisa foi realizada entre janeiro de 2017 e dezembro de 2018 em trés
hospitais-escola Hospital Universitario Evangélico Mackenzie de Curitiba, Hospital
Nossa Senhora das Gracas e Hospital Sdo Vicente, ambos em Curitiba.

Delineamento do estudo
Trata-se de estudo retrospectivo caso-controle.

Coleta de casos

Através de busca ativa no sistema de prontuario eletrénico Tasy, foram
selecionados 197 casos de carcinomas diferenciados de tireoide (CDT). A selecao
ocorreu através da pesquisa pelos codigos do CID-10-10% versdo C73 (neoplasia
maligna da glandula tireoide) e D440 (neoplasia de comportamento incerto ou
desconhecido da glandula tireoide). Foram coletados dados clinicos e
histopatologicos. Também realizada a revisdo fisica dos prontuarios e dos laudos
anatomopatologicos.

Variaveis relativas ao paciente

Anotou-se informacdes clinicas de cada caso selecionado, criando-se um
protocolo padronizado. Este era constituido pelas seguintes variaveis: iniciais do
paciente, idade ao diagndstico, sexo, numero do bloco de parafina, diagnostico
histoldgico, tipo de tireoidectomia,tamanho do tumor, tipo de tumor e suas variantes,
caracteristicas do tumor como focalidade, invasédo de capsula, invasao angiolinfatica,
extensdo extratireoideana, metastase linfonodal, metastase a distancia, tempo livre
de doenca, progressao da doencga, tempo de seguimento, tempo de sobrevida e oObito.
Foi realizado o estadiamento clinico utilizando-se os sistemas Tumor Node Metastasis
—TNM AJCC, 2017 (risco de mortalidade).

Progressao da doenca

Alguns pacientes, mesmo na vigéncia do tratamento, apresentaram recidiva da
neoplasia ou progressdao da doenca com piora do estadiamento clinico, seja por
retorno do tumor no sitio cirdrgico ou aparecimento de metéstase local linfonodal ou
a distancia em pulmé&o ou o0ssos. Esse fato foi considerado como progressédo de
doenca e registrado a data em que foi diagnosticado o ocorrido.
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Tempo de seguimento

Ele foi calculado subtraindo-se a data do diagnostico do carcinoma diferenciado
de tireoide pela data em que o paciente foi avaliado pela Gltima vez, seja no ambulatorio
ou por contato telefonico.

Tempo de sobrevida e 6bito
Foi calculado para todos os pacientes. N&o ocorreu 6bito nessa populacéo
durante o periodo de seguimento clinico.

Selecdo da amostra

Apos a selecdo inicial dos casos, foi realizada a busca dos respectivos blocos
de parafina. Foram selecionados somente o0s que possuissem massa tumoral
suficiente para que fossem realizados cortes adicionais sem que se esgotasse
totalmente o material biol6gico. As laminas s foram reavaliadas por um segundo
patologista independente, cego para a histéria clinica, com intuito de confirmar o
diagnéstico de carcinoma diferenciado de tireoide. Para o0s blocos que néo
possuissem lamina H&E foi ela requisitada. Nos casos que havia mais de um bloco
de parafina, o patologista escolheu aquele que possuia maior massa neopléasica e
realizada a imunomarcacéo para o biomarcador ciclina D1.

Critérios de inclusédo e excluséo

Inclusao: tireoidectomia por CDT nos 3 hospitais-escola com residéncia em
cirurgia de cabeca e pescoco; casos de carcinomas diferenciados de tireoide com
prontuario disponivel para verificagdo dos dados clinicos; pacientes com os dados
epidemiolégicos completos no prontudrio; casos confirmados pelo segundo
patologista; blocos de parafina que possuissem massa tumoral suficiente passivel de
novos fracionamentos sem que se usasse totalmente o material biolégico.

Exclusdo: menores de 18 anos; pacientes com diagnéstico de carcinoma
folicular de tireoide (CFT) devido ao baixo numero (n = 9); auséncia do prontudrio
clinico ou com dados insuficientes; blocos de parafina ausentes, de ma qualidade ou
material insuficiente para realizar a analise do micro arranjo de tecido (TMA) apds ser
realizado o desgaste do bloco de parafina; queda da amostra apds a imunomarcacao
com ciclina D1 (auséncia de lesédo apos confec¢cédo do TMA, pouco volume tumoral ou
auséncia de reacéo).

Selecéo final e confe¢do do material

Apos aplicar os critérios de inclusdo e excluséo e realizar a imunomarcagao
com ciclina D1, foram selecionados 118 blocos de parafina com amostras de
carcinoma papilifero de tireoide (CPT). Para comparacdo foram selecionados 40
blocos de lesdo benigna (bécio multinodular, BMN). Este grupo controle também foi
imunomarcado com ciclina D1, sendo selecionado de tireoidectomias efetuadas na
mesma época (Figural).
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CDT=carcinomas diferenciados de tireoide; CPT=carcinomas papiliferos de tireoide; CFT=carcinomas foliculares de tireoide;
BMN=bdcio multinodular submetido a marcagao com ciclina D1

FIGURA 1 — Diagrama de fluxo de selecao de pacientes

Para a confecgao dos blocos multiamostrais (tissue microarray - TMA), primeiro
foram identificadas as areas que continham carcinoma nas laminas e a seguir, foi
identificada essa area nos blocos de parafina. Foi criada uma planilha de Excel com
0s casos, semelhante a um mapa cartesiano com 6 colunas e 4 linhas. A primeira
célula dessa tabela ficou em branco pois serviu de marcacao para o inicio da leitura
das laminas. Nas demais células foram anotados os nimeros de registros dos casos

(Figura 2).
PLACENTA[201404  |07B5036152-30 D9BO013740 10B00000EE 10-15204 1
122815 1.z | 12/6155-1,2 | 121559012 1280755 1z [12.2940-2  |12d334 12
1212467 24 (12231641 12802373 1280434 45 [132532-1 1310434 -3
13.12204.2 | 13-14922-1 1302315 1 13124373 2 [13052502 3 |14-5023 2

Fonte: Adaptado de Zella (2018).

FIGURA 2 — Mapa do TMA

O bloco multiamostral foi confeccionado a partir de um molde de silicone
contendo 24 orificios com diametros de 2 mm. O objetivodeste molde era seguir a
ordem relacionada na planilha de Excel criada. Iniciou-se pela extracdo das areas
marcadas dos blocos doadores com o equipamento manual de TMA da marca Tissue
Tek Quick Array™ (SAKURA Finetek USA Inc., Torrance, California, USA) que contém
pincas acopladas com diametros de 1-2 mm, responsaveis pela extracdo da area
desejada para a realizacdo da imunoistoquimica. Posteriormente, os fragmentos eram
alocados nos orificios correspondentes no molde de silicone, obedecendo a ordem
criada na planilha Excel. Para se determinar o ponto inicial da leitura da lamina, a
primeira célula, correspondente ao primeiro orificio deste molde, foi destinado a um
tecido nao relacionado ao estudo, neste caso um fragmento de placenta.

Apbs o preenchimento de todos os orificios, os moldes foram emblocados
em parafina. Assim, o bloco de TMA estava pronto para se submeter a microtomia de
5 um. O material obtido foi colocado em laminas Superfrost Plus (hidrofilica) para se
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iniciar a imunomarcacao.

Avaliacéao histoldgica

Foi realizada por um Unico patologista, através de microscopia Optica
comum, classificando os carcinomas papiliferos de tireoide de acordo com as
recomendac¢des da Organizacdo Mundial da Saude (OMS 1988). Estas laminas foram
depois reavaliadas por outro patologista independente, cego para a histéria clinica,
para confirmar o diagnéstico. Os subtipos histologicos eram definidos de acordo com
os critérios da Organizacdo Mundial de Saude (DELELLIS, LLOYD, 2004).

As laminas obtidas a partir do TMA foram submetidas a técnica da
imunoperoxidase, realizada em instrumento Benchmark UltraTM, com processamento
3 em 1 integrado, compreendendo a desparafinizagéo, re-hidratacéo e recuperacao
antigénica, com tampdes Cell Conditioning 1 (pH alto) e Cell Conditioning 2 (pH baixo).
A incubacdo com anticorpos primarios durou entre 16-20 min em temperatura
ambiente. A amplificacédo foi realizada por Ultraview Universal DAB Detection Kit. DAB
foi usado como cromdgeno e hematoxilina como contra-corantes. O processamento foi
todo realizado em plataforma automatizada Ventana Benchmark UltraTM utilizando o
anticorpo ciclina D1. Controles positivos internos e externos atestaram a fidelidade
das reacoes.

O anticorpo utilizado foi cyclin D1, com clone SP4-R (fabricante Ventana), com
tecido de controle positivo de mucosa de intestino grosso, com localizacédo da reacao
nuclear a e pré-diluicdo do anticorpo. Apdés a imunomarcagdo as laminas de TMA foram
analisadas no microscépio Olympus CX31 e tiveram seu laudo realizado por 2 patologistas
diferentes e em tempos diferentes, utilizado os seguintes parametros: marcagao positiva
guando a ciclina D1 teve marcacdo nuclear; marcacdo negativa quando o anticorpo
nao foi visto em nenhuma localizacao histolégica, ou seja, auséncia de marcacao; e
inconclusivo quando nao houve a possibilidade de realizar a leitura da lamina devido
qualidade inadequada da amostra.

Avaliacdo da coloragdo da ciclina D1 (nuclear) foi determinada
semiquantitativamente, com base na intensidade da coloracdo e a distribuicdo de células
tumorais positivas na lamina inteira. A imunorreatividade era considerada positiva quando ao
menos 1% das células eram positivas. J& coloracdes <1%, foram consideradas negativas. A
intensidade foi classificada em 3 niveis: grau 0 (-) ou auséncia de coloracdo; grau 1 (+) ou
coloracdo fraca; grau 2 (++) ou coloracdo moderada; grau 3 (+++) ou coloragcéo intensa
(ANTONACI et al., 2008; LEE et al., 2010). Também foi avaliada a distribuicdo das células
tumorais positivas coradas, sendo pontuada da seguinte forma: sem coloragdo (0); focal
(<10% das células); esparsa (10-50%); difusa (> 50% das células, ANTONACI et al., 2008;
KHOO; EZZAT et al., 2002).

Para minimizar as varia¢des de intensidade de colorag&o, um controle positivo e
outro negativo foram incluidos rotineiramente durante o procedimento de coloracao.
Além disso, o mesmo lote de anticorpo foi usado para todas as laminas. A
imunocoloragéao foi também avaliada por 2 pesquisadores independentes que nao
tinham conhecimento prévio dos dados clinicos ou histopatol6gicos. A mesma
metodologia foi empregada para o grupo controle, BMN.

Definicdes

No presente estudo, o microcarcinoma de tireoide foi definido como um tumor
de tireoide de <1 cm de diametro de acordo com a classificacdo de 2004 da OMS
(DELELLIS, LLOYD, 2004). A multifocalidade foi considerada, quando 2 ou mais focos
tumorais foram encontrados em 1 lobo ou em 2 |6bulos da tireoide.
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Anadlise estatistica

Os resultados de varidveis quantitativas foram descritos por médias, desvios-
padrdo, medianas, valores minimos e maximos. Para variaveis categoéricas foram
apresentadas frequéncias e percentuais. A comparagado entre grupos, em relacéo a
idade, foi feita usando-se o modelo de analise da variancia (ANOVA) com um fator.
Variaveis categoricas foram analisadas usando-se o teste exato de Fisher ou o teste
de qui-quadrado. Valores de p<0,05 indicaram significancia estatistica. Os dados
foram analisados com o programa computacional Stata/SE v.14.1. StataCorpLP, USA.

RESULTADOS
Variaveis demogréficas e clinicas
O grupo tumoral formado por pacientes com carcinoma papilifero de tireoide
(n=118) foi predominantemente do sexo feminino (83,1%), com média de idade abaixo
de 55 anos (77,1%), e estadiamento clinico | (91,5%) (AJCC/TNM, 2017, Tabela 1).

TABELA 1 - Caracteristicas clinicopatoldgicas dos pacientes com CPT

Variavel Classificacdo| % (n)
Idade ao diagnéstico (anos) < 55 77,1 (91)
> 55 22,9 (27)
Sexo Feminino 83,1 (98)
Masculino 16,9 (20)
Tipo de tireoidectomia [Total 89 (105)
Parcial 11 (13)
Tamanho do tumor (mm) <10 36,4 (43)
10,1 a 20 33,9 (40)
20,1 a40 23,7 (28)
> 40 5,9 (7)
Tipo de tumor Papilifero 63,6 (75)
Micropapilifero36,4 (43)
Variante de tumores papiliferos|Classico 48 (36)
Folicular 33,3 (25)
Célula alta 2,7 (2
Oxifilica 13,3 (10)
Warthin 1,3 (1)
Macrofolicular (1,3 (1)
Variante de tumores Classico 53,5 (23)
micropapiliferos Folicular 41,9 (18)
Oxifilica 2,3 (1)
Oncocitica 2,3 (1)
Focalidade Unifocal 57,6 (68)
Multifocal 42,4 (50)
Invasédo de capsula Sem 90,7 (107)
Com 9,3 (11)
Invaséo vascular-Invasdo Sem 71,2 (84)
Angiolinfatica Com 28,8 (34)
Extenséo extratireoidiana N&o 96,6 (114)
grosseira (2018) Sim 3,4 (4)
Metéstase linfonodal N&ao 77,1 (91)
Sim 22,9 (27)
Metéstase a distancia N&ao 95 (112)
Sim 5 (6)
Estadiamento Clinico [ 91,5 (108)
(AJCC 2017) Il 7,6 (9)
IVb 0,9 (1)

AJCC=American Joint Commitee on Cancer; CPT=carcinomas papiliferos de tireoide

Dados da ciclina D1 nos carcinomas papiliferos
A analise da ciclina D1 (nuclear) foi realizada com base nos dados de 118
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pacientes e mostrou que 93,2% (n=110) coraram com ela e 6,8% (n=8) ndo. A
intensidade de coloracéo foi homogénea (Tabela 2, Figura 2).

TABELA 2 - Intensidade da coloracao da ciclina D1 nos CPT

CiclinaD1 n %
(intensidade)
Negativo 8 6,8
+/3 (fraca) 42 35,6
++/3 (moderada) 37 31,4
+++/3 (forte) 31 26,3
Total 118 100

A distribuicdo da coloragdo da ciclina D1 nesta amostra
foi difusa em 71,2% (Tabela 3).

TABELA 3 - Distribuicao da coloracdo da ciclina D1 nos CPT

Ciclina D1 n %
(% coloracao)
Sem coloragdo 8 6,8
< 10% (focal) 6 51
10-50% (esparsa) 20 16,9
>50% (difusa) 84 71,2
Total 118 100

CPT=carcinoma papilifero de tireoide.

FIGURA 2 - Intensidade de coloracdo da ciclina D1 nos CPT (em marrom) no nucleo
e citoplasma: A) fraca intensidade +/3; B) moderada intensidade ++/3;
C) forte intensidade +++/3 (400X)

Variaveis clinicas e patoldgicas da ciclina D1 nos CPT

A analise da intensidade e distribuicdo da coloracdo da ciclina D1 nos
carcinomas papiliferos (CPT) e micropapiliferos de tireoide (CMPT) ndo mostrou
diferencas estatisticamente significantes quanto a idade, sexo, tipo tumoral, tamanho,
invaséo focal, invasao vascular e metastase linfonodal (Tabelas 4 e 5).

TABELA 4 - Ciclina D1 (intensidade da coloragao) no CPT

Variavel Classificagao n [ciclina D1 (intensidade) p*
Negativo| +/3 ++/3 +++/3
Idade ao diagnéstico (anos) 44,7+13,4143,5+13,6145,0+11,848,0+12,90,524
n (%) n (%) n (%) n (%)
Idade ao diagnéstico (anos) < 55 91 | 6(75) [32(76,2)|31(83,8)| 22 (71) (0,651
> 55 27 | 2(25) [10(23,8)| 6 (16,2) | 9(29)
Sexo Feminino 98 | 8 (100) |35 (83,3)|29 (78,4)|26 (83,9) 0,527
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Masculino 20] 0() [7(@16,7)[8(21,6)]5(16,1)
Tipo de tireoidectomia Total 105| 5 (62,5) |40 (95,2) (35 (94,6) |25 (80,6)| -
Parcial 13 |3(375 | 2(4,8) | 2(5,4) | 6(19,4
<10 43| 4(s0) [16(38,1)[12 (32,4)|11 (35,5)
10,1 a 20 40| 1(12,5) | 13 (31) |16 (43,2)|10 (32,3)
Tamanho do tumor (mm) 20,1 a 40 28| 1(12,5) |10 (23,8)| 8 (21,6) | 9(29) -
> 40 71 2@5 | 370|127 | 132
Tipo de tumor Papilifero 75 | 4 (50) |26 (61,9)|25 (67,6)|20 (64,5)|0,812
Micropapilifero 43 | 4(50) [16(38,1)|12(32,4)[11 (35,5)
Classico folicular célula alta oxifilica 36| 1(25) | 13(50) | 11 (44) | 11 (55)
arthin 25| 3(75) |12 (46,2)| 7(28) | 3(15)
Variante de tumores Bdcio simile 2 0 (0) 0 (0) 14) 1(5)
papiliferos 10| 0(0) 1(3,8) | 5(20) 4 (20) -
1| 0(0) 0(0) 1(4) 0(0)
1| 0(0) 0(0) 0(0) 1(5)
Classico folicular oxifilica 23| 2 (50) 8 (50) | 8(66,7) |5 (45,5)
Variante de tumores Oncocitica 18| 2 (50) | 7(43,8) | 4(33,3) | 5(45,5)
micropapiliferos 1 0 (0) 0 (0) 0 (0) 1(9,1) -
1| 0(0) 1 (6,3) 0(0) 0(0)
Focalidade Unifocal 68 | 5(62,5) |20 (47,6)|23 (62,2)|20 (64,5)(0,438
Multifocal 50 | 3(37,5) |22 (52,4)|14 (37,8)|11 (35,5)
Invaséo de capsula Sem 107| 6(75) [38(90,5)(33(89,2)|30 (96,8)| -
Com 11| 2(25) | 4(9,5) |4(108)| 1(3,2
Invasdo vascular Sem 84 | 7(87,5) [30(71,4)|24 (64,9)|23 (74,2)|0,594
(Angiolinfatica) Com 34 | 1(12,5) [12(28,6)[13 (35,1)| 8 (25,8)
Extenséo extratireoidiana Sem 114/ 8 (100) |39 (92,9)(36 (97,3)| 31 (100) | -
grosseira (2018) Com 4 0(0) 3(7,1) | 12,7 0(0)
Metéstase linfonodal Nao 91 | 8 (100) |32 (76,2)|29 (78,4)| 22 (71) 0,378
Sim 27| 0(0) [10(23,8)| 8(21,6) | 9(29)
Metéastase a distancia Nao 112/ 8 (100) (38 (90,5)[35 (94,6)| 31 (100) | -
Sim 6| 0(0) 49,5 | 2(54) 0(0)
1 108 7 (87,5) |37 (88,1)|34 (91,9)|30 (96,8)
Estadiamento clinico (AJCC 2 9(1(125)| 4195 | 38,1 | 1(3,2 -
2017) 4b 1| 0(0 12,4 0(0) 0(0)

AJCC: American Joint Commitee on Cancer; CPT=carcinoma papilifero de tireoide;*=ANOVA com um fator (idade); teste de Qui-
quadrado (variaveis categoricas); p<0,05. (-)Teste ndo aplicavel (baixas frequéncias). Para idade, testou-se a hip6tese nula de
que as médias sao iguais em todos os grupos definidos pelas classificagfes de ciclina D1 (coloracao e intensidade), versus a
hipétese alternativa de que as médias ndo sao todas iguais. Para cada uma das variaveis categoricas, testou-se a hipétese nula
de que as distribuicdes sobre as classificagbes da variavel sdo iguais para todas as classificacdes de ciclina D1, versus a hipotese
alternativa de que as distribuicdes nédo séo todas iguais.

TABELA 5 - Ciclina D1 (distribuicdo da coloracao) no CPT

Ciclina D1 (distribuicao)
Variavel Classificagéo n Sem <10% 10-50% >50% p*
coloracao (focal) (esparsa) (difusa)
Idade ao diagnéstico (anos) 44,7+13,4 49,0£13,9 46,4+15,2 44,7+12,3 0,846
n (%) n (%) n (%) n (%)
Idade ao diagnéstico (anos) <55 91 6 (75,0) 4 (66,7) 14 (70,0) 67 (79,8) 0,729
> 55 27 2 (25,0 2 (33,32 6 (30,0 17 (20,2)
Sexo Feminino 98 8 (100) 5(83,3) 14 (70) 71 (84,5) 0,242
Masculino 20 0(0) 1(16,7) 6 (30) 13 (15,5)
Tipo de tireoidectomia Total 105 5(62,5) 6 (100) 18 (90) 76 (90,5) -
Parcial 13 3(37,5 0 (0) 2 (10) 8(9,5)
<10 43 4 (50) 4 (66,7) 6 (30) 29 (34,5)
10,1 a 20 40 1(12,5) 2(33,3) 5 (25) 32 (38,1)
Tamanho do tumor (mm) 20,1 a40 28 1(12,5) 0 (0) 7 (35) 20 (23,8) -
> 40 7 2 (25) 0 (0) 2 (10) 3(3,6)
Tipo de tumor Papilifero 75 4 (50) 2(33,3) 14 (70) 55 (65,5) 0,322
Micropapilifero 43 4 (50) 4 (66,7) 6 (30) 29 (34,5)
Classico folicular 36 1(25) 0 (0) 9 (64,3) 26 (47,3)
célula alta oxifilica | 25 3(75) 2 (100) 3(21,4) 17 (30,9)
Variante de tumores arthin 2 0(0) 0 (0) 0(0) 2(3,6)
papiliferos Macrofolicular 10 0 (0) 0 (0) 1(7,1) 9 (16,4) -
1 0 (0) 0 (0) 0 (0) 1(1,8)
1 0(0) 0 (0) 1(7,1) 0(0)
Classico fFolicular | 23 2 (50) 2 (50) 3 (50) 16 (55,2)
Variante de tumores Oxifilica 18 2 (50) 2 (50) 3 (50) 11 (37,9)
micropapiliferos Oncocitica 1 0(0) 0 (0) 0(0) 1(3,4) -
1 0 (0) 0 (0) 0 (0) 1(3,4)
Focalidade Unifocal 68 5(62,5) 4 (66,7) 12 (60) 47 (56) 0,936




SciELO Preprints - Este documento € um preprint e sua situacéo atual esta disponivel em: https://doi.org/10.1590/SciELOPreprints.4150

11
Multifocal 50 3(37,5) 2(33,3) 8 (40) 37 (44)
Invaséo de capsula Sem 107 6 (75) 6 (100) 18 (90) 77 (91,7)
Com 11 2 (25) 0(0) 2 (10) 7(8,3)
Invaséo vascular Sem 84 7 (87,5) 6 (100) 15 (75) 56 (66,7) 0,217
(Angiolinfatica) Com 34 1(12,5) 0(0) 5 (25) 28 (33,3)
Extensé&o extratireoidiana Sem 114 8 (100) 6 (100) 18 (90) 82 (97,6)
grosseira (2018) Com 4 0(0) 0(0) 2 (10) 22,4
Metéstase linfonodal N&o 91 8 (100) 6 (100) 16 (80) 61 (72,6) 0,157
Sim 27 0(0) 0(0) 4 (20) 23 (27,4)
Metéastase a distancia N&ao 112 8 (100) 6 (100) 18 (90) 80 (95,2)
Sim 6 0(0) 0(0) 2 (10) 4 (4,8)
1 108 7 (87,5) 6 (100) 17 (85) 78 (92,9)
Estadiamento clinico (AJCC 2 9 1(12,5) 0 (0) 3 (15) 5 (6)
2017) 4b 1 0(0) 0(0) 0(0) 1(1,2)

AJCC=American Joint Commitee on Cancer; CPT=carcinoma papilifero de tireoide; *=~ANOVA com um fator (idade); teste de
Qui-quadrado (variaveis categoricas); p<0,05. (-) Teste ndo aplicavel (baixas frequéncias). Para idade, testou-se a hip6tese nula
de que as médias sao Iguais em todos os grupos definidos pelas classificagcdes de ciclina D1 (coloragao e intensidade), versus
a hipétese alternativa de que as médias ndo sdo todas iguais. Para cada uma das varidveis categéricas, testou-se a hipétese
nula de que as distribuigbes sobre as classifica¢cdes da variavel séo iguais para todas as classificagdes de ciclina D1, versus a
hipétese alternativa de que as distribuicdes ndo sdo todas iguais.

Comparacéo dos grupos de estudo (CPT) e controle (BMN)

A maioria dos CPT (93,3%) expressaram a coloracao da ciclina D1 no nucleo
destas células em todas as intensidades (fraca, moderada e forte) e com distribuicéo
predominantemente difusa (71,2%). No grupo controle BMN 57,5% expressaram a
coloracado nuclear com predominio da intensidade fraca (47,5%) e distribuicdo esparsa
(37,5%). A diferenca entre o grupo de estudo e controle foi estatisticamente significante
(p<0,001).

TABELA 6 — Comparacao entre o grupo de estudo (CPT) e controle (BMN)

Grupo
Variavel Classificacdo |[Estudo (CPT n=118)Controle (BMN n=40) p*
Idade (anos) 45,2+12,8 59,5+14,1 <0,001
Idade ao diagnéstico (anos)< 55 91 (77,1%) 15 (37,5%)
> 55 27 (22,9%) 25 (62,5%) <0,001
Sexo Feminino 98 (83,1%) 37 (92,5%)
Masculino 20 (16,9%) 3 (7,5%) 0,196
Negativo 8 (6,8%) 17 (42,5%)
Ciclina D1 +/3 (fraca) 42 (35,6%) 19 (47,5%)
(intensidade da coloragdo) [++/3 (moderada) 37 (31,4%) 4 (10,0%)
+++/3 (forte) 31 (26,3%) 0 (0%) <0,001
Sem coloracdo 8 (6,7%) 17 (42,5%)
Ciclina D1 < 10% (focal) 6 (5,1%) 0 (0%)
(distribuicdo da coloracéo) [10-50% (esparsa) 20 (17%) 15 (37,5%)
>50% (difusa) 84 (71,2%) 8 (20%) <0,001

CPT=carcinoma papilifero de tireoide; BMN=bocio multinodular. Para idade, testou-se a hipétese nula de que as médias sao
iguais nos grupos estudo e controle, versus a hip6tese alternativa de médias diferentes (teste t de Student para amostras
independentes). Para cada uma das variaveis categoricas, testou-se a hipétese nula de que as distribuicdes sobre as
classificacdes da variavel sdo iguais nos grupos estudo e controle, versus a hipotese alternativa de distribuicdes diferentes (teste
exato de Fisher ou teste de Qui-quadrado).

DISCUSSAO

A recente literatura sobre os CDT incluiu muitos estudos sobre caracteristicas
clinicas, subtipos patoldgicos e caracteristicas moleculares; entretanto, a resposta
para a questdo do porquealguns CDT evoluem com caracteristicas patolégicas mais
agressivas encontra-se em aberto na literatura. Avanios em biotecnologia, pesquisas
moleculares e estudos genéticos possibilitam melhor compreensao do comportamento
dessas neoplasias; entretanto, a avaliatdo das vias de sinalizatdo eexpressao proteica
desses tumores torna-se primordial no progresso para o diagnostico, tratamento e
prognéstico na oncologia.
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Pacientes estudados com carcinomas papiliferos

O carcinoma papilifero de tireoide é mais prevalente no Brasil assim comono
restante do mundo. No entanto, a incidéncia de outros carcinomas de tireoide como
os foliculares e anaplasicos sdo menos frequentes em nosso meio quando comparado
a incidéncia de paises europeus, por exemplo. Uma possivel explicacdo para esta
situacdo poderia estar na suplementacédo de iodo no sal de cozinha (oligoelemento
essencial para a sintese do horménio tireoideano) como sugerido em uma revisdo
sistematica recente (OR 2.200; 95% CIl 1.389-3.483) (LEE et al., 2017). A
suplementacéo de iodo no sal de cozinha vem sendo realizado no Brasil desde 1982
com posterior diminuicdo na sua quantidade desde 2013. O excesso de iodo esta
associado a mutagbes BRAF-V600E que sdo comumente relacionados aos CPT. No
Brasil, a ingestao diaria de sal pela populacdo é mais do que o dobro (12 g) do
recomendado (5 g) (WHO, 2007); isto poderia estar colaborando para o aumento da
incidéncia deste tipo de carcinoma e diminuindo a incidéncia dos carcinomas
foliculares e anaplasicos (FRANCESCHI, 1998; GUAN et al.,, 2009; KNOBEL,;
MEDEIROS-NETO, 2007).

O sexo feminino, idade <55 anos e o estadiamento | prevaleceu em nossa
amostra corroborando com a literatura em relacédo aos CPT (BALTA et al., 2012; LEE
et al., 2010; SEYBT et al., 2012).

No estudo do progndéstico, dois fatores sdo importantes; o primeiro, é que
independentemente da extensao da operacao utilizada, a maioria dos pacientes com
carcinoma papilifero de tireoide (80%) apresentam bom prognéstico (como
encontrado em nossa pesquisa). O segundo, é que 5% dos pacientes evoluird ao ébito
apesar de qualquer tratamento (BROWN; SOUZA, DE; COHEN, E. E. W., 2011,
SHAHA, 2004). Em nossa casuistica ndo ocorreu Obito durante o periodo de
seguimento porgue a maioria dos pacientes eram estadio | da AJCC 2017 e com
poucos casos com metastases (5%).

Em relacado ao tipo da operacéo realizada, a maioria dos carcinomas papiliferos
de tireoide foram submetidos a tireoidectoma total, inclusive os micropapiliferos. Em
2015, uma revisao sobre os microcarcinomas papiliferos de tireoide (<1 cm) mostrou
que os classificados como de baixo risco de recorréncia pela American Thyroid
Association — ATA, ndo necessariamente deveriam ser submetidos a tireoidectomia
total, pois a maioria ndo cresce ou cresce muito lentamente, sendo a sua indicacao
cirirgica precoce, exagerada. Além disso, quando estes carcinomas mostraram
crescimento ou comprometimento linfonodal durante a vigilancia ecografica ativa,
mesmo a indicacao cirargica nesse momento, ndo se mostrou tardia (ITO; MIYAUCHI,
2015). Acreditamos que um dos fatores relacionados a totalizacéo da tireoidectomia
em nosso estudo foi o periodo da sele¢do da amostra (2002 a 2017), maioritariamente
anterior a ultima publicacdo da ATA de 2015.

As metastases linfonodais dos carcinomas papiliferos estdo associados a
subsequente recidiva locorregional e metastases a distancia. Apesar da maioria
desses carcinomas serem indolentes e confinados a glandula, 30% podem ter
metastases linfonodais clinicamente evidentes, sendo as taxas de micrometastases
maiores, dependendo da extensédo cirdrgica (disseccbes sisteméaticas e radicais do
tumor), encontradas em até 35-70% (HARTL et al., 2012). A invasdo da capsula de
um linfonodo foi relatada em 5-35% das amostras cirargicas, enquanto a invasao
vascular em 5-10%. J& a incidéncia de metastases a distancia estd em torno de 2-
10% (NIE et al.,, 2016; ROTSTEIN, 2009; TUTTLE, 2018). Neste trabalho, as
metastases linfonodais ocorreram em 22,8% (n=27), a invasdo da capsula em 9,3%
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(n=11), a invasao vascular em 28,8% (n=34) e a metastase a distancia em 5% (n=6).

Avaliacdo imunoistoquimica da ciclina D1

Para o patologista, o diagnostico nem sempre é simples, embora tenha se
desenvolvido muito no conhecimento destes carcinomas desde a terceira edicdo da
classificacdo dos tumores enddcrinos pela Organizacdo Mundial da Saude em 2004
até a 42 edicdo de 2017 (DELELLIS, LLOYD, 2004; LLOYD et al., 2017). O emprego
da imunoistoquimica ainda é recurso muito Gtil ao patologista por auxiliar na
diferenciacéo entre os tecidos malignos e benignos, bem como entre os malignos.

A descoberta das ciclinas do tipo D na década de 1990 proporcionou importante
informacé&o sobre a interacédo dos sinais extracelulares com o ciclo celular central para
impulsionar a proliferagcdo celular. A expressdo desenfreada destas ciclinas e das
enzimas por elas reguladas (quinases - CDK4 e CDK®6), contribuiu com a
tumorigénese, frequentemente observada em diversos carcinomas como pulmao,
esb6fago, mama e de cabeca e pescoco (DONNELLAN; CHETTY, 1998; PERISANIDIS
et al., 2012; SHEYN et al., 1997). Desde a década de noventa com os trabalhos de
(LAZZERESCHI et al., 1998), a ciclina D1 vem sendo estudada nos carcinomas
papiliferos de tireoide utilizando a imunoistoquimica. Nos primeiros relatos, esse
marcador molecular foi encontrado superexpresso no nudcleo das células dos
carcinomas papiliferos e a nivel de citoplasma nos tecidos benignos e adenomas,
sugerindo que a ciclina D1 poderia ter papel na origem dos carcinomas papiliferos de
tireoide. Em nosso trabalho, dos 118 casos a grande maioria (93,2%, n=110)
expressou a ciclina D1 com predominio nuclear.

A expressdo dela na tireoide tem sido aplicada como auxilio no diagnostico
(ANTONACI et al., 2008; KOVACS et al., 2005; SEYBT et al., 2012) e na diferenciacéo
das variantes desse carcinoma (ERICKSON et al., 2000; TEMMIM et al., 2006);
entretanto, em nossa casuistica ndo observamos diferencas de expressao da ciclina
D1 entre os carcinomas papiliferos e micropapiliferos e ndo foi possivel observar
diferencas nas outras variantes do carcinoma papilifero devido as baixas frequéncias.

A expressdo da ciclina D1 nos carcinomas papiliferos de tireoide e a
agressividade tumoral com suas implica¢des no progndéstico foram demonstradas por
alguns autores (BALTA et al., 2012; JUNG et al., 2010; LEE et al., 2010; LONDERO
et al., 2008; MURO-CACHO et al., 1999; PESUTIC-PISAC et al., 2008; WANG, S. et
al., 2000). Embora nosso estudo tenha analisado mais variaveis (sexo, idade do
diagnostico, tipo de tumor, tamanho, variantes, focalidade, invasédo capsular e
angiolinfatica, extensdo extra-tireoideana grosseira, metastase linfonodal e a
distancia) nao foi observado qualquer tipo de correlacao significativa na expresséo da
ciclina D1 (intensidade de coloracdo e distribuicdo) com a agressividade tumoral,
possivelmente porque, nossa amostra foi composta por carcinomas papiliferos de
baixo estadiamento clinico (91,5%) conforme AJCC2017 (AMIN et al., 2017).

De maneira semelhante aos autores Muro-Cacho et al. (1999), a nossa
casuistica mostrou que nesses carcinomas a ciclina D1 apresentou expressao
predominantemente nuclear (93,2%, n=110), com intensidade moderada a forte e
distribuicdo predominantemente esparsa e difusa (88,1%, n=104), sugerindo que a
maior expressao dela poderia ter papel no desenvolvimento destes tumores.

Ao comparar a expressao da ciclina D1 em CDT (43 papiliferos e 23 foliculares)
e tecidos benignos tireoidianos (adenomas foliculares) como diagndstico diferencial
em situacbes de dificil diferenciacdo, SEYBT et al., 2012 mostraram que o0s
carcinomas papiliferos e suas variantes tiveram maior intensidade na coloracdo da
ciclina D1 do que os foliculares (88% vs. 61%, p=0,013) e adenomas foliculares (88
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vc. 52%, p<0,001) com distribuicdo predominantemente difusa (p=0,0032). Neste
estudo comparamos a expressao da ciclina D1 e observamos marcacao de moderada
a forte intensidade nos CPT e fraca no BMN (57,7% vs. 4%; p<0,001), com distribuicdo
predominantemente difusa (71,2% vs. 20%; p<0,001), sugerindo que a maior
expressao da ciclina D1 nos tecidos tireoidianos poderia ter papel no desenvolvimento
dos tumores.

Por outro lado e ao contrario da literatura (KOVACS et al., 2005), 0s nossos
microcarcinomas papiliferos expressaram ciclina D1 na maioria da amostra.

Ciclina D1 e tumorigénese

A ciclina D1 tem sido associada as neoplasias malignas em humanos,
principalmente quando a mutacdo BRAF-V600E esta presente (DONNELLAN;
CHETTY, 1998; MEKEL etal., 2010; NUCERA; PONTECORVI, 2012; PERISANIDIS et
al., 2012; SHEYN et al., 1997). Em nosso trabalho, a superexpressdo do marcador
ciclina D1 nos carcinomas papiliferos de tireoide, corrobora com os estudos que
implicam esta proteina na origem dos carcinomas de tireoide por estimular a
proliferacdo celular contribuindo com a tumorigénese (NUCERA; PONTECORVI,
2012; TESHIMA et al., 2019).

Perspectivas futuras

Como a analise da expressdo da ciclina D1 por imunoistoquimica na
diferenciacdo entre BMN e carcinoma papilifero de tireoide mostrou-se (til
principalmente se presente a coloracao difusa, este marcador molecular poderia ter
papel diferenciador para o clinico e patologista em amostras adquiridas pela puncao
aspirativa por agulha fina para auxiliar no diagnéstico de carcinoma papilifero em
nédulos com caracteristicas indeterminadas. No entanto, dados adicionais devem ser
necessarios para corroborar com esta hipotese. Segue na Figura 3 proposta de uso.

Imunoistoquimica Deciséo

—>
Citologia /
PAAF \
ciclina D1 (-) US/TC ou

Observagdo

Cirurgia ou
seguimento rigoroso

ciclina D1 (+)

Fonte: Adaptado de Teshima, M. et al (2019)
CPT=carcinoma papilifero de tireoide; PAAF=puncao aspirativa por agulha fina; US=ultrassom; TC=tomografia
computadorizada

FIGURA 3 — Estratégia de deciséo para o CPT com base na ciclina D1
CONCLUSAO

A ciclina D1 foi expressa na grande maioria dos carcinomas papiliferos de
tireoide sendo a distribuicdo difusa predominante. O tecido benigno — bdcio
multinodular - expressou a coloracdo 1 com intensidade fraca e distribuicdo esparsa.
A expressédo dela ndo se correlacionou com achados clinicopatolégicos (tamanho do
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tumor, invasao angiolinfatica, metastase linfonodal ou metastases a distancia) nesses
carcinomas.
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