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Resumo

CORREIA, TC. Expressao do FoxP3 no Carcinoma Papilifero da Tiredide (PTC).
Salvador; 2012. Trabalho de Conclusio do Curso de Medicina da Faculdade de Medicina
da Bahia da Universidade Federal da Bahia

Introducao: Tumores da tirdide sdo enddcrinopatias comuns na populagao entre 20 e 60
anos onde cerca de 40% apresentam nddulos tireoideanos, e apenas 5% a 10% desses sao
malignos, a maior parte composta dos carcinomas papiliferos da Tireoide (PTC), sendo
hoje o tipo mais comum de neoplasia enddcrina maligna e responsdvel por mais de 70%
de todos os canceres da tiredide. O FOXP3 é um membro da familia de reguladores da
transcricdo, a qual estd envolvida na regulagdo do desenvolvimento e funcdo do sistema
imune. Ele é expresso em células normais e cancerosas ndo-linfociticas. O FOXP3 ¢
expresso em varios tecidos tumorais nao s6 epiteliais, como pulmdo, mama, c6lon, mas
também em tecidos originais, como melanoma e leucemias. Desta forma, este estudo tem
o objetivo de identificar a presenca desta proteina no Carcinoma Papilifero da Tiredide.
Metodologia: De 50 casos de PTC foram selecionados 30 a partir de uma tabela de
randomizacdo, sendo feita Imunoistoquimica com anticorpo FOXP3. Excluido 1 caso por
falta de dados. Resultados: Dos vinte e nove (100%) pacientes diagnosticados com PTC,
vinte e trés (79.3%) do sexo feminino e seis (20.7%) do sexo masculino, a média de idade
de quarenta e dois anos. Dezoito (62.1%) foram diagnosticados apenas com PTC e 11
(37.9%) tinham tireoidite de Hashimoto (HT) concomitantemente. No processo de
Imunoistoquimica foi observado que oito (27.6%) pacientes apresentaram resultado de
FOXP3 negativo enquanto que vinte e um (72.4%) pacientes apresentaram resultado de
FOXP3 positivo. Nas regides da glandula onde havia apenas HT e em zonas de glandula
sem alteracdo (controle interno) ndo houve positividade para FoxP3, sugerindo
especificidade desse reagente em relacdo a marcacdo isolada do PTC. Conclusdo: E
necessdrio ressaltar a importancia da continuidade do estudo para a reprodugdo e

confirmacao dos dados de positividade do foxp3, como identificador de PTC.

Palavras Chave: Neoplasias da Glandula Tireéide, Carcinoma Papilifero da Tiredide,
Marcadores Tumorais, Imuno-histoquimica, FoxP3.
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1. Introducao

Tumores da tirdide sdo enddcrinopatias comuns na populagdo entre 20 e 60 anos onde
cerca de 40% apresentam nddulos tireoideanos, sendo a maioria néulos benignos (Saleh
et al. 2010). Apenas cerca de 5% a 10% dos nédulos da tiredide sdo malignos, a maior
parte se faz dos carcinomas papiliferos da Tireoide (PTC) (Vierlinger et al. 2011). A
incidéncia de cancer de tire6ide dobrou nos dltimos 30 anos, provavelmente por causa do
aumento da deteccdo de nddulos ainda pequenos e de baixo risco (Vriens et al. 2011).
Com melhores técnicas de diagnostico o carcinoma papilifero de tiredide (PTC) passou a
ser identificado com muito mais freqiiéncia do que no passado (Eze et al. 2011), sendo
hoje o tipo mais comum de neoplasia endécrina maligna e responsavel por mais de 70%
de todos os canceres da tiredide (Khanafshar er al. 2011). A incidéncia da PTC no mundo
tem aumentado ao longo dos ultimos 15 a 20 anos, especialmente nos paises
desenvolvidos (Khanafshar er al. 2011). A etiologia da PTC est4 relacionada com meio

ambiente, genética e fatores hormonais. (Lloyd et al. 2011).

A associacdo entre Carcinoma Papilifero da Tiredide (PTC) e Tireoidite de Hashimoto
(HT) é fortemente questionada na comunidade cientifica porque eles compartilham vérias
caracteristicas morfoldgica, imunohistoquimica e molecular (Benvenga et al. 2005;
Cipolla et al. 2005), estudos vem sendo realizados para demonstrar a associagdo entre
essas duas doencas (Strauss et al. 1983), sugerindo uma relacdo ndo apenas acidental, mas
a presenca de um processo inflamatdrio cronico no qual a ativagdo de genes pode ser um

fator de transformacao maligna (Cipolla et al. 2005; Cotran et al. 2005.).

O rearranjo cromossdmico RET/PTC (fusdao do RET tirosina cinase-5 na regido terminal
de genes heterogéneos) é marcador util para a ativacdo oncogénica de células foliculares
da tire6ide, também encontrado em tecidos de tireide de pacientes com TH em 68% dos
casos relatados pelo estudo de Rhoden er al. 2006. (Cotran et al. 2005; Nikiforov et al.
2006; Roberti et al. 2006; Rhoden et al. 2006). O RET/PTC leva a expressdao de RP3 em
tecidos da tiredide, fornecendo antigenos e simulando quimiotaxia na infiltracdo de
tecidos por mondcitos e linfécitos, evocando uma forte resposta imunoldgica (Nikiforov

et al. 2006; Rhoden et al. 2006). Além disso, células da tiredide que expressam RP3



secretam um grande nimero de citocinas inflamatdrias e induzem a transformagao com
contorno irregular das células nucleares, como o citoesqueleto (Strauss et al. 1983;
Cotran et al. 2006; Rhoden et al. 2006; Fusco et al. 2007). Pacientes que foram expostos
a radiacdo atdmica, como observado em Chernobyl, desenvolveram nao apenas RET/PTC

com carcinoma papilar, mas também Tireoidite de Hashimoto (Unger et al. 2004).

Outro importante fator € a freqiiente deteccdo de p63 na TH e cancer da tiredide em
contraste com a deteccdo incomum de pacientes com outros canceres € Doenca de
Graves. Isso leva a proposicao de que essas duas doencas sdo iniciadas por células-tronco
pluripotentes restantes p63 positivas (Cotran et al. 2006; Nikiforov et al. 2006; Unger et
al. 2004).

O FOXP3 (Foxhead Box Protein 3) ¢ um membro da familia de reguladores da
transcricdo  forkhead/winged-helix, a qual estd envolvida na regulacdo do
desenvolvimento do sistema imune (Ladoire et al. 2010), bem como na sua fung¢do
(Merlo et al. 2009; Fontenot et al. 2003). E codificado por um gene regulatério que
exerce papel central no desenvolvimento de células T reguladoras (Treg) (Hori et al.

2003).

Normalmente o FOXP3 € encontrado em células Treg, no qual exerce sua funcdo no
desenvolvimento e controle da multiplicacdo celular (Ghebeh er al. 2008). A baixa
expressado de FOXP3 em células Treg CD4 e CD25 tem predisposto a doencgas
autoimunes como a Tireoidite de Hashimoto (Zhou et al. 2009). FOXP3 é expresso em
células normais e cancerosas nao-linfociticas (Ladoire er al. 2010, Martin et al. 2010),
sugerindo que este marcador possa ter um significado mais amplo na carcinogénese do
que se pensava inicialmente (Martin et al. 2010). Uma elevada densidade de células Treg
FOXP3™ infiltradas no tumor tem sido associada a um desfecho desfavoravel em vérios
tumores sélidos, incluindo tumores de ovario, de pancreas e o carcinoma hepatocelular
(Salama et al. 2009). O FOXP3 € expresso em vdrios tecidos tumorais nio s epiteliais,
como pulmio, mama, célon, mas também em tecidos originais, como melanoma e
leucemias (Karanikas et al. 2008). Nao s6 como fator importante para inicializacdo do
cancer, o FOXP3 também teria a funcdo de perpetuar, transformando em um fator de

progndstico ruim (Ladoire et al. 2009).



O conhecimento do FOXP3 e a sua correlacdo com a recorréncia, metdstase e prognostico
sugere que o melhor estudo desta proteina pode guiar os oncologistas no tratamento dos
canceres, realizando terapia neoadjuvante, adjuvante, transformando assim o FOXP3 em

biomarcador de alta malignidade (Schreiber 2007).

Ainda ndo foi demonstrado em estudos cientificos se existe essa mesma correlacdo entre
a expressdo do FOXP3 e a proliferacdao de células tumorais no Carcinoma Papilifero da
Tiredide isolado ou em associacdo com TH. Deste modo, este estudo tem o objetivo de

identificar a presenca desta proteina no Carcinoma Papilifero da Tiredide.



1.1 Carcinoma Papilifero da Tireoide (PTC)

1.1.1 Aspectos Gerais

Os tumores da tireoide representam mais de 90% de todos os canceres enddcrinos, sendo
o Carcinoma Papilifero a sua forma mais comum e de melhor prognostico (Santoro et al.
2004). Sao caracterizados por alteracdes genéticas diferentes, entre as quais envolvem
rearranjos de RET e TRK, e mutagdes em BRAS, RAS e P53. A alteragdo da proteina
RET e uma das mais importantes, pois pode ser encontrada no tecido da tiredide de
pacientes com doenga inflamatdria cronica, como a tireoidite de Hashimoto (TH) (Neves
Jr et al. 2009). Fatores ambientais, em especial a deficiéncia de iodo, tém importante
papel na patogénese desse tumor. Outros fatores, como a radioterapia externa na infancia
e adolescéncia, exposicdo a radiacdo ionizante, doenca tiroidiana preexistente e fatores
genéticos, entre eles mutacdo de RAS, proteina ERK e rearranjos do RET/ PTC estao
associados com o aumento do desenvolvimento do Carcinoma Papilifero (Camandaroba
et al. 2009). O uso difundido da radiacdo-X na década de 1950 para o tratamento de
condi¢des como acne e hipertrofia do timo, contribuiu para a ampliagao da incidéncia de
PTC (Lloyd et al. 2011). Este avanco pode ser em parte, por melhores métodos de
deteccdo, maior exposicao ambiental, ou talvez, uso de radiagdo ionizante (Khanafshar et
al. 2011). Um fato importante € que em pacientes que foram expostos a radiacdo atdmica,
como observado em Chernobyl, desenvolveram ndo apenas RET/PTC com carcinoma

papilar, mas também Tireoidite de Hashimoto (Unger et al. 2004).

Pacientes com PTC geralmente se apresentam com um nddulo solitario palpavel na
tiredide e frio no pet-scan com iodo radioativo (Lloyd et al. 2011), podendo as vezes ser
uma massa na forma de bdcio multinodular. Ocasionalmente, pacientes com PTC
apresentam-se com linfoadenopatia cervical (Khanafshar er al. 2011). O envolvimento
dos linfonodos de Delfos é um sinal de mal prognéstico em PTC, uma vez que pode
indicar doenca avancada com a necessidade de examinar os compartimentos linfaticos
central e lateral com mais cuidado (Lloyd et al. 2011). Nédulos pequenos podem ser
incidentalmente descoberto por estudos diagndsticos, que sdo realizados por outras

indica¢des (Khanafshar et al. 2011), através de exame de ressondncia magnética e



tomografia computadorizada e geralmente nao tem significado clinico, especialmente em
pacientes jovens (menos de 40 anos), jd que tais individuos t€m uma sobrevida de 20
anos de mais de 98% mesmo com tumores palpdveis (Lloyd et al. 2011). Os testes de

funcdo tireoidiana normalmente nado sao alterados pelo PTC (Khanafshar et al. 2011).

Embora o PTC possa ocorrer em qualquer faixa etdria, ele se apresenta mais prevalente
entre os 45 a 60 anos de idade e € mais comum em mulheres com uma predominancia de
dez a 20 casos femininos para um masculino (Camandaroba et al. 2009), e a
agressividade do PTC aumenta significativamente nos pacientes mais velhos (Khanafshar
et al. 2011). Apesar de ser uma doenga de "mulheres maduras”, € a principal causa de
bdcio e hipotireoidismo adquirido em criancas e adolescentes em dreas ndao endémicas
(Camandaroba et al. 2009). O progndstico para a maioria dos pacientes com PTC ¢é
excelente (O’Neill et al. 2011), no entanto, apesar do bom progndstico, PTCs pode dar
origem a recorréncias e/ou metéstases, por vezes, muitos anos apés o diagnoéstico ( Eloy
et al. 2011). A recorréncia loco-regional ocorre em 20-30% dos pacientes 10 a 20 anos
apds o diagndstico inicial, e estd associada com diminui¢do da sobrevida (O’Neill et al.
2011). Atuais sistemas de estadiamento nao identificam com seguranga todos os pacientes
em risco de recorréncia e mortalidade (O’Neill et al. 2011), fazendo necessdria a pesquisa
de oncogenes envolvidos na formagdao de PTC e biomarcadores para a doenca e
identificacdo de suas formas mais agressivas. Existem vdrias caracteristicas clinicas e/ou
morfolégicas do PTC, que t€m sido freqiientemente, embora nem sempre, associado a um
progndéstico menos favoravel, como idade avancada no momento do diagndstico, sexo
masculino, tamanho do tumor acima de 1 cm , extensdo extra-tireoidiana,
multicentricidade, auséncia de encapsulamento total, invasdo vascular e metdstases

distantes (Eloy et al. 2011).

Atualmente, a pun¢do aspirativa por agulha fina (PAAF) é o método mais comum de
examinar nddulos tireoidianos solitdrios (Lloyd et al. 2011), e convencionalmente ¢é
através desta técnica que é feita uma discriminagdo entre nddulos tireoidianos benignos e
malignos, seguido de avaliagdo citoldgica (Vierlinger et al. 2011). Ao contririo dos
carcinomas de células foliculares e de células de Horthle, o Carcinoma Papilifero da
tire6ide (PTC) tem caracteristicas bem definidas ao exame citoldgico através da PAAF

(Das et al. 2010), essas caracteristicas especificas possibilitaram a sua subdivisdo em 16



variantes na ultima classificacdo da OMS (Eloy et al. 2011), que possuem caracteristicas
citolégicas e prognésticos distintos. Dentre essas variantes, os subtipos PTC cléssico
(CPTC) e a variante folicular do PTC (FVPTC) sdo as variantes mais freqiientemente
diagnosticadas (Eloy et al. 2011). O PTC convencional mostra uma arquitetura papilar
com ramificacdo. As papilas sdo cobertas por células com citoplasma eosinofilico e os
nicleos sdao aumentados (Lloyd et al. 2011). Os CPTC e FVPTC apresentam
citoagrquitetura, alteracdes moleculares e comportamento bioldgico distinto. E a maioria
dos casos evolui favoravelmente, os pacientes t€m uma sobrevida de 10 anos até 98%,

tendo melhores resultados em pacientes com tumores encapsulados (Eloy et al. 2011).

A Citologia através da punc¢do aspirativa por agulha fina (PAAF) é amplamente utilizada
como uma ferramenta importante para o diagndstico de lesdes da tiredide (Das et al.
2010). Apesar dos muitos avangos no diagnéstico e tratamento dos nédulos e canceres de
tiredide, estes métodos t€ém uma baixa especificidade bem conhecida, resultando em um
diagnéstico de "indeterminado" ou "suspeitas" em 10% - 20% dos casos (Vierlinger et al.
2011). A citologia com PAAF € considerado a ferramenta mais valiosa para o diagndstico
pré-operatério de PTC. No entanto, durante a rotina de cito-diagnéstico, é evidenciado
que um grande nimero de casos € diagnosticado como suspeitos de PTC (Das et al.
2010). Esses pacientes geralmente se submetem a cirurgia, embora em apenas 20% desses
casos, os nddulos sdo realmente malignos. Isto leva a uma série de pacientes tratados

desnecessariamente para a doenga maligna (Vierlinger et al. 2011).

1.1.2 Aspectos Clinicos

O Carcinoma Papilifero de tiredide (PTC) tem diversos aspectos clinicos e mais
comumente se apresenta como um nddulo de tiredide que é descoberto por acaso ou em
exame de rotina. Raramente, os pacientes se apresentam com metdstases em linfonodos
do pesco¢o ou com rouquiddo causada pelo envolvimento do nervo laringeo recorrente

(Al-Brahim et al. 2006).
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O PTC apresenta disseminagdo metastdtica por via linfatica e sua evolug¢do costuma ser
lenta e insidiosa, quase sempre, pode ser totalmente curado pela tireoidectomia total
(Sclafani et al. 1993), seguida ou nao da ablacdo do parénquima tireoidiano residual

através do iodo radioativo.

Metéstases a distdncia como uma apresentagdo principal € um achado extremamente
incomum (Al-Brahim et al. 2006; Chrisoulidou et al. 2011), mas alguns casos, no entanto,
mostram evolucdo desfavoravel, invadem os tecidos vizinhos € provocam metdstases a
distancia, o que agrava o quadro do paciente, ja que a abordagem desse tipo de quadro
clinico ndo esta bem definida, ndo havendo atualmente uma forma realmente eficaz para

o tratamento desta situagdo (Chrisoulidou et al. 2011; Iyer et al. 2011).

O PTC € um carcinoma bem diferenciado e por sua vez, pode ser subclassificado de
acordo com o aspecto histolégico em diversas variantes (Rosai 2004). Essas variantes
apresentam caracteristica clinicas distintas, correlacionada com o tipo de mutagdo
apresentada pelo tumor e seu nivel de diferenciacdo. Sendo assim essas caracteristicas

especificas serdo abordadas na discussao histopatoldgica de cada variante.

1.1.3 Aspectos Diagnosticos

A investigacdo de um nddulo tireoidiano geralmente inclui ultrassonografia, exame
nuclear, e bidpsia por pung¢do aspirativa com agulha fina (PAAF) (Al-Brahim et al. 2006;
Das et al. 2010). Padrdes ultrassonograficos sdo convencionalmente aplicados para
distinguir ndédulos tireoidianos benignos e malignos. Entre esses padrdes, 2 sao
caracteristicos do PTC. O primeiro € a presenga de um nddulo sélido, hipoecdico com
focos ecogénico discreta, apoiada pela presenca de microcalcificacdo, e o segundo
padrdo € o nédulo sélido, hipoecdico com focos ecogénico grosseiro (Das et al. 2010). Na
varredura nuclear por cintilografia, PTC é geralmente um nédulo frio (baixa captagao do
radioisotopo), e raramente pode se apresentar como um nddulo quente (alta captacdo de
radiois6topo). E importante notar que a captacio do tecnécio é mais comum do que a
captacdo de iodo, e apenas o ultimo prediz uma lesdo hiperfuncionante associada com

supressao de tireotropina e aumento da funcao da tire6ide (Al-Brahim et al. 2006).
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I. Puncio Aspirativa por Agulha Fina — PAAF

Exame citolégico da puncdo aspirativa por agulhafinaé o principal meio para
distinguir nédulos benignos de malignos. No entanto, a citologia como inconclusiva é
muito frequente, por isso, a introdu¢do de marcadores moleculares para o
diagndstico pré-operatdria de nddulos tem sido propostos nos tltimos anos (Marotta et al.

2011).

PAAF de tiredide é atualmente, o tnico teste capaz confiavelmente de detectar o cancer
de tiredide, e na maioria das vezes em pacientes com um ou mais nédulos da tireide nao
existem critérios clinicos, ultra-sonograficos ou cintilograficos proporcionando a mesma
precisao de diagndstico que o estudo citopatico produto de uma PAAF tir6ide (Vielh et al.
2006). Ha certas situagdes que exigem cautela na avaliacio da morfologia nuclear por
causa das mudancas morfoldgicas que se assemelham ao PTC, sugerindo uma neoplasia,

quando pode se tratar de um processo inflamatério cronico (Al-Brahim et al. 2006).

Estudos mostram que a PAAF de tireide tem uma alta sensibilidade, variando de 92 a
98% e valor preditivo negativo da ordem de 97%, mas apresenta uma baixa
especificidade por causa dos resultados "suspeitos de malignidade"," duvidoso" ou

"indeterminado” (Al-Brahim et al. 2006; Vielh et al. 2006).

Nodulos palpéveis da glandula tiredide sdo um problema de comum ocorréncia clinica. A
maioria das lesdes sdo de natureza benigna. O diagnéstico diferencial entre nddulos
benignos e malignos baseia-se na avaliacdo citoldgica das células da tiredide obtida por
uma pungdo aspirativa , coradas por métodos de May-Griinwald Giemsa ou Papanicolaou
(Marotta et al. 2011; Das et al. 2010). No entanto, um numero relevante de nédulos da
tiredide apresentam sinais morfolégicos imprecisos de PTC e representam dificeis
desafios de precisdo diagndstica. Por conta desses achados, muitos marcadores
diagnostico de malignidade tém sido investigados na tentativa de melhorar a precisao do

exame citolégico por PAAF (Marotta et al. 2011).
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II. Histopatologia

O PTC possui diferentes morfologias macroscépicas, podendo variar de menos de um
centimetro para vdrios centimetros de didmetro (Khanafshar et al. 2011), ser sélido ou
cistico com excrescéncias papilares na variante cldssico (Al-Brahim er al. 2006).
Geralmente o tumor principal € sélido, sendo em alguns casos composto pela combinagdo
entre solido e cistico e raramente sdao observados tumores que se apresentam
completamente cisticos. Tumores metastiticos podem ser cisticos, enquanto a lesdo
primdria é completamente sélida (Khanafshar et al. 2011; Iyer et al. 2011). Os nédulos
s6lidos normalmente ter uma cor bronzeada e uma consisténcia firme e geralmente
mostram uma superficie de corte branca e firme com bordas irregulares e ocasionais
depésitos de calcificacdo (Khanafshar et al. 2011). (Figura 1) Os limites do nédulo
podem ser infiltrativos ou bem circunscritos, com ou sem uma cédpsula. E possivel se

evidenciar uma proeminente esclerose e alteragdes degenerativas focais podem ocorrer

espontaneamente ou como resultado de PAAF anterior (Lloyd et al. 2011; Al-Brahim et

al. 2006).

Figura 1. Espécime  cirtrgico
apresentando nédulo sélido, de aspecto
homogéneo e coloragdo esbranquicada,
sem focos hemorrdgicos ou necréticos,
com margens mal delimitadas,
nao capsulado, com invasio
extratireoidiana e de consisténcia
firme. O diagnéstico foi de carcinoma

Papilifero (PTC).

Fonte: Predictive Value for Malignancy
of the Thyroid Nodule Macroscopically,
Dedivites et al. 2010

Muitas variantes da PTC tém sido relatadas ao longo dos anos, sabe-se que a variante
classica é mais comumente encontrada nas bidpsias, mas muitas subdivisdes foram

tracadas, visto que algumas dessas apresentam diferencas morfoldgicas e progndsticas.
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Algumas das classificacdes para PTC além da cldssica, foram demonstradas por
Khanafshar et al. 2011 em sua revisdo, sendo elas: Variante folicular; Microcarcinoma
papilifero; Variante Macrofolicular; Variante Oxifilicas; Variante de Células Claras;
Vaiante Warthin-Like; Variante Cribiforme Morular; Variante Solido; Variante de Células

Altas; Variante de Células Colunares; Variante esclerosante Difuso e Carcinoma

Papilifero da Tiredide com Estroma Fasceite Nodular — Like (Figura 2).

Figura 2. Algumas Variantes do carcinoma papilifero de tireéide. 0, Glandula Tiredide Saudavel, tecido
tireoidiano com celularidade e arquitetura normais. A, PTC Variante cldssico com arquitetura papilar e

sobreposicdo tipica, ranhuras, nicleos claros com inclusdo ocasional. B, PTC Variante folicular, com
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foliculos irregulares, nucleos aumentados e foliculos de revestimento pequenos (com positividade
membranosa para HBME-1). C, PTC Variante macrofolicular é composta predominantemente por
macrofoliculos. D, PTC Variante oxifflica com citoplasma profundamente eosinofilico. E, PTC Variante de
células claras com citoplasma claro abundante / vacuolizado, lembrando carcinoma de células claras do
rim.

Fonte: The Spectrum of Papillary Thyroid Carcinoma Variants. Khanafshar et al. 2011.

Como indicado em estudos, variantes do PTC ou outros padrdes histolégicos podem se
correlacionar com o prognéstico do paciente. (Lin et al. 2011). Algumas dessas variantes
tém grande importancia progndstica e, portanto, importante fazer a diferenciacdo do PTC
classico. A OMS reconhece uma subcategoria de variantes biologicamente agressivas que
inclui os tipos, variante esclerosante difuso, variante de células altas e variante de células
colunares (Khanafshar et al. 2011; Lin et al. 2011). A exempo de PTC agressivo, a
variante solido € caracterizada por ser um tumor ndo encapsulado, com invasdo de
margens e compreende aproximadamente 3% de PTCs. Nesta variante a morfologia
nuclear € tipico de carcinoma papilifero, estando associado com o comportamento
agressivo e alta frequéncia de metéstases a distancia, em comparacdo com um grupo
correspondente do variante cldssico (Al-Brahim et al. 2006), apresentando uma
incidéncia significativamente maior de doenca extra-tireoidiana, recorréncia e metastases,
quando comparados com um grupo correspondente do variante usual de PTC em
pacientes de semelhante idade, sexo e data de diagndstico (Lin et al. 2011; Al-Brahim et

al. 2006)

O diagnéstico de PTC baseia-se na morfologia nuclear do tumor e essas caracteristicas
precisam ser vistos em uma populacdo significativa de células (Khanafshar er al. 2011;
Lloyd et al. 2011). Abaixo estdo listadas as alteracdes nucleares apresentadas pela célula
tireoidiana, necessdrias para o diagnéstico de PTC. (Figura 3)

1. Nucleos aumentados e alongados, com sobreposi¢ao e aglomeragao;

2. Contorno nuclear irregular;

3. Cromatina de compensac¢do com marginagdo periférica, dando origem aos nucleos dos

olhos da 6rfia Annie;
4. Micronucléolos multiplas localizadas imediatamente abaixo a membrana nuclear;

5. Sulcos intranucleares resultantes da irregularidade nuclear (Grooves);
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6. Pseudoinclusdes citoplasmdticos intranucleares: acumulo de citoplasma em

proeminentes ranhuras nucleares (Al-Brahim et al. 2006).

Figura 3: Citologia especifica de PTC. A, Morfologia nuclear que caracteriza carcinoma papilifero inclui
nucleos alargados sobrepostos, que sdo claros por causa de a marginacdo periférica da cromatina, e
contornos irregulares que formam sulcos e inclusdes citoplasmaticas B, Sulcos intranucleares resultantes da
irregularidade nuclear (Grooves). C, Pseudoinclusdes citoplasmaticos intranucleares: acumulo de
citoplasma em proeminentes ranhuras nucleares. D, Cromatina de compensacdo com marginagdo periférica,

dando origem aos nucleos dos olhos da 6rfa Annie.

Fonte: Papillary Thyroid Carcinoma, An Overview. Al-Brahim et al. 2006.

III. Imunohistoquimica

Os PTCs por possuirem diversas caracteristicas nucleares especificas sdao geralmente
faceis de diagnosticar com base nos critérios de morfologia nuclear dentro de um nédulo.
No entanto, existem nddulos que t€m caracteristicas nucleares sutis, € na auséncia de
comportamento invasivo, tal como no caso de nédulos bem circunscritos com arquitetura
folicular, a distincdo entre benigno ou maligno € dificil no diagndstico diferencial.

Exames complementares podem ajudar a chegar a um diagndstico preciso. Vérios
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marcadores imunohistoquimicos sdo de algum valor e sua aplicacdo na citologia para
conclusdo diagnéstica tem sido sugerida, mas existem limitagdes, como evidenciado pela

falta de especificidade de varios marcadores discutidos (Al-Brahim et al. 2006).

A. Tireoglobulina

A expressdo de um anticorpo, dirigido contra a tiroglobulina € positivo em todas as lesdes
da tireide. E moderadamente expresso no PTC e instdvel em carcinomas anapldsicos.
Também € positivo em todas as lesdes benignas. Por conseguinte, ndo € um marcador de
malignidade, mas sim um marcador de origem da tiredide. Existe utilidade no caso de

diagnéstico diferencial com metdastase (Vielh et al. 2006).

B. HBME-1

HBME-1 € um anticorpo monoclonal, dirigido contra um epitopo desconhecido, que era
inicialmente promovida como um marcador de células mesoteliais (Al-Brahim et al.
2006; Vielh et al. 2006). Na tireéide, HBME-1 € quase que exclusivamente expresso em
neoplasias malignas, incluindo carcinoma papilifero, enquanto que as lesdes benignas seu
resultado € negativo (Saleh et al. 2010; Al-Brahim et al. 2006). HBME-1 € o marcador
mais especifico da malignidade tiroide (Al-Brahim ef al. 2006). A maioria dos autores lhe
confere uma sensibilidade, da ordem de 80%. No entanto, este anticorpo aparece também
positivo em alguns adenomas e, em alguns nddulos benignos vesiculares dentro de
tire6ide multinodular (Figura 4.A). Este anticorpo é, por conseguinte, considerado um
marcador de malignidade se mais do que 25 a 30% sdo de células HBME-1 positivas

(Vielh et al. 20006).

C. Citoqueratina 19 - Ck19

Ck19 € uma citoqueratina de elevado peso molecular que constitui um marcador sensivel,
mas nao especifica do PTC. A sensibilidade ¢ maior em lesdes da variante cldssica e,
portanto, ndo pode ser ttil quando ela é mais necessdria, na variante folicular e em lesdes
oncociticas com atipia nuclear (Saleh ez al. 2010). Este marcador é também fortemente

expresso em tecido tireoidiano normal comprimido em torno de lesdes, em tireoidite
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linfocitica cronica, e em dreas reativas de tumores benignos, geralmente ao redor do local
da bidpsia anterior; portanto, a sua especificidade € muito pobre (Figura 4.B). No entanto,

a presencga do de positividade para CK 19 generalizada em uma borda de lesdo pode ser

Figura 4. A, HBME-1 demonstra coloracdo membranosa e citoplasmadtica forte em carcinoma papilifero de
tiredide. B, Colorac¢éo da CK 19 no carcinoma papilifero da tire6ide com marcacio citoplasmatica difusa.
Observe a compressao adjacente dos foliculos benignos também corados com CK 19, um recurso que pode
ser uma armadilha.

Fonte: Papillary Thyroid Carcinoma, An Overview. Al-Brahim et al. 2006.
D. Galectina-3

Galectina-3 é um membro da familia de lectina que € expressa por células inflamatdrias
epiteliais. Esta ¢ uma proteina de adesdo celular expressa pelas células de neoplasias
malignas da tiredide (Vielh et al. 2006) e tem sido promovida como um marcador de
malignidade na tir6ide, no entanto, a sua expressdo em alguns casos de bdcio
multinodular e tireoidite limita a sua aplica¢do (Al-Brahim et al. 2006). Sua sensibilidade
varia de 87 a 100% e especificidade € elevada, da ordem de 94% (Saleh et al. 2010; Vielh
et al. 2006). E considerada por alguns autores, como uma imunomarcacio bastante
discriminada como primeira linha para classificar as lesdes citologicamente suspeitas

ou indeterminadas (Vielh et al. 2006).
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E. Factor Transcri¢ao da Tiréide -1 (TTF-1)

TTF-1 (Fator Transcricdo da Tiredide -1) ¢ uma proteina reguladora da expressdo de
tiroglobulina, da tireoperoxidase e do simporte Na / I, sendo uma molécula essencial para
o bom funcionamento da tireéide. E, por conseguinte, como a tireoglobulina, um
marcador de células da tiroide. Mais frequentemente expresso em lesdes benignas, ele
estd presente nos tumores da tiredide, principalmente se carcinomas forem dos tipos
papiliferos, foliculares ou pouco diferenciados e podem ser positiva em alguns
carcinomas medulares e em tumores oncocitico. Raramente utilizado nas citologias de

lesoes tiredidianas (Vielh et al. 2006).

IV. Marcadores Moleculares

As alteracdes moleculares subjacentes do PTC tém sido extensivamente estudadas e
desempenham um papel importante na compreensao da patogénese e do comportamento
clinico-patolégico da doenca. Essas alteragdes também podem proporcionar marcadores
de diagndstico e de progndstico que podem ser aplicadas para o diagnéstico preciso das
lesdes limitrofes e para melhoria da sensibilidade e especificidade da citologia pré-

operatoria (Al-Brahim et al. 2000).

A. Rearranjo de RET/PTC

O proto-oncogene RET codifica o receptor de membrana de um fator de crescimento
das células nervosas. Esta é uma proteina do receptor de tirosina-quinase que € capaz de
transformar uma célula normal em células da tiredide superexpressas. A sua expressao €
zero ou muito baixa em células da tiroide normal ou nédulos benignos (Al-Brahim et al.
2006; Vielh er al. 2006). E expressa em células derivada da crista neural e no rim. No
entanto, RET estd envolvido em um certo nimero de rearranjos conhecidos como RET /
PTC que tém sido implicados na processo da carcinogénese do PTC. Entre os marcadores
moleculares da PTC, os oncogenes com um papel patogé€nico no mecanismo de
transformacdo celular da tiredide sdo mais promissores. Rearranjos do gene RET em PTC
(RET / PTC) foi um dos primeiros oncogenes humano descoberto e foi o oncogene

primeiro proposto como um marcador para este tumor (Marotta et al. 2011).
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Sabe-se que splicing alternativo de RET ocorre, levando a trés isoformas da proteina
diferindo na sequéncia apds um sitio de splicing C-terminal: RET9, RET43 e RETS51 (Al-
Brahim et al. 2006; Vielh et al. 2006). Pelo menos 10 rearranjos de RET / PTC foram ja
descrito, RET/PTC1 e RET/PTC3 sendo os mais frequentes (Guerra et al. 2011;
Goncalves et al. 2011; Marotta et al. 2011). Estes rearranjos RET sd@o restritos para a
glandula tiredide e sdo especificos para PTC. Os rearranjos RET / PTC sdo considerados
eventos precoces na carcinogénese, presente em alta frequéncia mesmo em

microcarcinoma (Al-Brahim et al. 2006).

No entanto, o entusiasmo inicial foi atenuado pelo achado de RET / PTC em lesdes
benignas, incluindo Tireoidite de Hashimoto (HT) e adenomas. A constatacdo de que a
expressdo de RET / PTC nao € absoluta como marcador do PTC levanta preocupacdes em
relacdo a sua utilidade clinica nas PAAF inconclusivas (Guerra et al. 2011; Al-Brahim et

al. 2006; Goncalves et al. 2011).

B. Mutacoes BRAF

BRAF € uma proteina quinase que tem um papel importante na proliferacdo celular,
diferenciacdo, e morte celular programada. Mutagdes ativadoras de BRAF foram
encontradas inicialmente em cancer de c6lon humano e melanoma maligno (Nucera et al.
2010; Das et al. 2010). Estudos tem demonstrado que o BRAF também é mutado em PTC
com alta freqiiéncia (Tang et al. 2010). A mutacido mais frequente ¢ o BRAF-V600e e ela
provoca o aumento da atividade da quinase gerando maior proliferacdo celular (Al-
Brahim et al. 2006). As mutacdes BRAF sao mais frequentemente associada com a
variante cldssica e, como geralmente essa variante nao levanta grades dudvidas
diagnésticas, eles ndo necessitam dessa tecnologia auxiliar, mas pode ser util para
amostras de citologia de diagndsticos duvidosos (Tang et al. 2010; Al-Brahim et al.
2006). As mutacdes de BRAF sdo associadas a caracteristicas clinicas mais agressivas,
tais como extensdo extracapsular, recidivas mais frequentes e metdstases a distancia
(Xing 2007). Além do mau prognostico no PTC, a mutacdo de BRAF predispde o tumor a
perda de diferenciagdo, com possivel transformagdo para carcinoma anapldsico e

progressao da doenca (Nucera et al. 2010; Tang et al. 2010).
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C. Mutacoes em P63

O P63 € um fator de transcri¢do nuclear, (El Demellawy et al. 2008) homdlogo do gene
p53, e € postulados para regular o comportamento de células escamosas (Vrabie et al.
2009). E sempre expressa nas células basais, escamosa e mioepiteliais (E1 Demellawy et
al. 2008). Vrabie et al. 2009 demonstrou com imunohistoquimica uma positividade de
81,8% em focos de PTC , enquanto que a expressdo do p63 foi negativo em condi¢des
normais tecido tireoidiano, bdcio nodular e adenomas folicular oncocitico. Positividade
foi rara e fraca em adenomas foliculares. O achado de p63 em ninhos sélidos benignos e
Tireoidite Hashimoto (HT) suporta uma possivel relacdo entre essas estruturas, a HT e
PTC (Vrabie et al. 2009 ). P63 se mostrou bastante especifico para o diagnéstico de PTC
mas menos sensivel (El Demellawy et al. 2008). P63 ¢ detectado em agregados e ninhos
sOlidos de células, e a elevada percentagem de PTC com focos positivos de p63 parece

distinguir PTC de outras neoplasias origindrias da tiroide (Vrabie et al. 2009).
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1.2 Forkhead Box Protein 3 (FOXP3)

FOXP3 pertence a familia de fatores de transcricdo forkhead Box (FOX), caracterizada
por um dominio forkhead (FKH), de ligacio ao DNA, altamente conservado, descrito
como uma ‘“hélice alada” (Martin et al. 2010). Localizados nos lifécitos T-reguladores
(célula Treg), o FoxP3 tem seu papel no desenvolvimento e controle celular (Ghebeh et
al. 2007). As células T reguladoras t€ém como principal a¢do proteger as células do
organismo de reacdo autoimune, inflamacdo e destruicdo tecidual, promovendo um
bloqueio das células T, sendo o FOXP3 a chave principal para essa regulacdo. (Hinz et al.
2007; Zhou et al. 2009). O mecanismo no qual as células Treg agem na imunossupressao
€ através da inibicdo de contato célula-célula, e na producdo de citocinas sendo a mais
importante a inteleucina-10 (IL-10), e o fator de transcricao beta (TGF-B). (Merlo et al.
2009; Hinz et al. 2007). A baixa expressao de FOXP3 em células Treg CD4 e CD25 tem
predisposto a indmeras doengas autoimunes (Zhou et al. 2009). J4 na presenga de
alteracdes na expressao do FOXP3, trabalhos demonstram que este poderia ser um fator
primordial para que as células tumorais escapassem da imunovigilancia das células
linfoides (Karanikas er al. 2008, Ghebeh et al. 2007) (Figura 5). Tenta-se provar se as
células tumorais desenvolveram um programa de citocinas e expressao de quimiocinas,
alterando a express@ao do FOXP3, impedindo que se produza a IL-2 pelas células Treg,
importante na resposta imune anti-tumor, proibindo assim, a entrada das células
imunovigilantes no local do tumor, e sua apoptose. (Schreiber 2007, Ahmadzadeh et al.
2006). Outro dado importante seria a ligacao da inflamagao cronica e o desenvolvimento
de cancer e sua progressdo. A inflamacgdo favoreceria a expansdo das células Treg no
tecido sendo o primeiro passo para perpetuacdo das células cancerigenas. (Kiniwa et al.
2007). No sangue periférico de pacientes com cancer foi demonstrado uma alta densidade

de células Treg. (Michel et al. 2008).

Na inducdo de células T regulatdrias, citocinas provavelmente contribuem para um
ambiente imunossupressor que promove a expressio de FOXP3 (French et al. 2010).
Tém sido observadas discrigdes onde o FOXP3 € visto tanto como fator importante para
inicializa¢do do cancer, como também teria um papel na evolucdo, sendo adotado como

um indicador de mau prognéstico (Ladoire et al. 2009). Exemplo disto é a presenca do
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B7-H1 uma molécula que tem na sua funcio induzir anergia e apoptose dos linfécitos T,
sendo um dos fatores para o aparecimento de céncer, junto com a supressdo via FASL.
Estes foram encontrados em 50% do paciente com cancer de mama sendo que na maioria
houve um alto risco de malignidade quando associado com FOXP3 (Ghebeh et al. 2007;
Kilincet et al. 2009; Hinz et al. 2007).

'l’*r' e
o

Figura 5. Coloracdo FoxP3 em imuno-histoquimica de células tumorais. A: Melanoma, expressao
citoplasmdtica predominante. B: Adenocarcinoma de Pulmao, expressdo citoplasmdtica e nuclear. C:
Adenocarcinoma de Cdlon, expressdo citoplasmética predominante. D: Leucemia Linfoblastica de células
T; expressdo citoplasmdtica e nuclear. E: Adenocarcinoma de Mama, expressdo citoplasmatica
predominante. F: Nao expresso em células B EB V-transformadas.

Fonte: Foxp3 expression in human cancer cells. Karanikas et al. 2008.

A expressdo de FOXP3 foi inicialmente considerada como restrita a células e tecidos

hematopoiéticos; no entanto, foi relatada recentemente uma marcacdo com anti-FOXP3
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de tecido mamadrio normal e carcinomatoso. Além disso, foi verificada uma expressao de
FOXP3 em 60% dos adenocarcinomas pancredticos e em todas as linhagens celulares de
cancer de pancreas analisadas (Merlo et al. 2009). A expressao dessa proteina em tumores
foi associada a menor probabilidade de sobrevida global e esse risco aumenta com a
elevacdo da densidade da imunomarcacao para FOXP3 (Merlo et al. 2009). A localizacio
subcelular heterogénea de FOXP3 no carcinoma de mama traduz a presenca de diferentes
formas modificadas pds-translacionais de FOXP3. Novas investigacdes sdo necessarias
para averiguar se essas modificagdes sdo funcionalmente relevantes (Merlo et al. 2009).
Na mama e na préstata humana, a diferenca notdvel entre as células epiteliais normais e
cancerosas quanto a expressao de FOXP3 sugere fortemente uma relagao entre o down-
regulation de FOXP3 e o desenvolvimento de cancer (Martin et al. 2010). A expressao de
FOXP3 serviu para discriminar o risco prognostico de pacientes com cancer de mama e
linfonodo negativo, uma vez que a sobrevida global de pacientes linfonodo-negativos/
FOXP3-positivos foi significativamente inferior aquela de pacientes linfonodo-

negativos/FOXP3-negativos. (Merlo et al. 2009)

A expressao de FOXP3 foi significativamente associada a positividade de linfonodos e de
MIB-1, enquanto nenhuma associacdo foi encontrada entre a expressio de FOXP3 e
células tumorais e parametros prognoésticos (tamanho do tumor, status do receptor de
estrogénio, status linfonodal, tipo de quimioterapia, resposta histologica apds
quimioterapia neoadjuvante, mitoses, necrose e grau histolégico) ou com a idade ou outro
parametro bioldgico, com excec¢do do grau do tumor (Ladoire et al. 2009; Merlo et al.

2009).
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2. Materiais e Métodos

2.1 Selecao de Biopsias

Entre 2008 e 2010 foram realizadas 250 Tireodectomias Totais no Servigo de Cirurgia do
Hospital Sdo Rafael, Salvador-BA, Brasil, por diagndstico de Carcinoma Papilifero da
Tireoide (PTC). Destes, foram selecionados 30 casos do banco de dados do Hospital,
randomizados a partir de uma tabela de randomizagdo, previamente gerada através

do Random Allocation Software.
2.2 Critérios de Inclusao e Exclusao

Constituiram os eventos incluidos no estudo os casos de Carcinoma Papilifero da
Tiredide com e sem Tireoidite da Hashimoto que apresentaram diagndstico confirmado,
por dois patologistas, de forma isolada e considerados excluidos os casos com dados

incompletos ou sem os blocos de parafina para recorte.
2.3 Processamento e Analise do Material

Foram selecionados os casos de PTC com e sem HT que apresentaram diagndstico
confirmado, por dois patologistas, de forma isolada. Foi excluido um caso com dados
incompletos. As bidpsias foram fixadas em parafina. A imunoistoquimica foi realizada
com recorte das laminas previamente silanizadas, recuperacdo antigénica com EDTA PH9
e marcacdo com Anti-FOXP3 antibody [mAbcam 22510] Abcam® Cambridge, UK. A
revelacdo foi feita com estreptovidina por trinta minutos em solu¢do phosphate buffered
saline (PBS) com substrato mais cromégeno revelador diaminobenzidina (DAB). Apoés

lavagem com 4gua destilada o material foi contra-corado com Hematoxilina de Harris.

As laminas foram consideradas positivas quando apresentavam colora¢do evidente nas
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células do PTC observados em quatro campos de 400x. Cada caso foi posteriormente
classificado como positivo difuso se mais de 50% das células do PTC apresentaram
coloracdo, positivo focal se menos de 50% das células estavam coradas e considerado
negativo se ndo foi observada coloracdo no PTC. Foi também analisada a expressdo de
FOXP3 em éreas de HT. Todas as laminas foram vistas por dois patologistas isolados e os

casos discordantes foram revistos e classificados de comum acordo.
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3. Resultados

Dos vinte e nove (100%) pacientes diagnosticados com carcinoma papilifero da Tiredide,
vinte e trés (79.3%) do sexo feminino e seis (20.7%) do sexo masculino, a média de idade
de quarenta e dois anos. Dezoito (62.1%) foram diagnosticados apenas com PTC e 11
(37.9%) tinham tireoidite de Hashimoto concomitantemente. (Tabela 1) No processo de
Imunoistoquimica realizada com FOXP3 (figura 6) foi observado que oito (27.6%)
pacientes apresentaram resultado de FOXP3 negativo enquanto que vinte e um (72.4%)

pacientes apresentaram resultado de FOXP3 positivo (Grafico 1).

Numero de Casos N=30
Feminino 23 (79.3%)
Sexo .
Masculino 6 (20.7%)
Média de Idade 42 anos
18
PTC (62.1%)
11
PTC+TH (37.9%)
21
FoxP3 + (72.4%)
8
FoxP3 -
(27.6%) Tabela 1

Para facilitar a comparacdo do PTC sem associagdo e com associacdo com tireoidite de
Hashimoto, a andlise das reagdes positivas e negativas com o FOXP3 foi realizada
separadamente para cada uma dessas varidveis. Calculado com base na amostra global de
vinte e nove amostras, dos pacientes acometidos por PTC isolado, cinco (17,24%)
apresentaram resultado negativo a reacdo com foxp3 e treze (44,81 %) se mostram
positivos a reacdo, enquanto que, dos pacientes com TH concomitante ao PTC, trés

(10,34%) obtiveram resultado negativo na reacdo com o FOXP3 e oito (27,57%) foram
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positivos. Dos casos positivos diagnosticados apenas com PTC seis (20,68%) se
apresentaram de forma positivo focal e sete (24,13%) como positivo difuso. Dos
positivos com diagnéstico conjunto de PTC e HT, dois pacientes (6,89%) obtiveram
resultado positivo focal e seis (20,68%) positivo difuso na reacdo para FoxP3. (Tabela 2)
De forma mais estratificada, calculando todas as varidveis separadamente nos grupos de
PTC isolado e TH concomitante ao PTC pudemos observar algumas semelhancas, como
frequéncia da expressdo, sugerindo que independente do processo de tireoidite, a
expressao do FoxP3 se da na zona de PTC. Nessa analise foi evidenciada uma diferencga
discreta em relacdo ao tipo de expressdo de FoxP3 em cada grupo distinto, podendo
observar-se uma predominancia de Marcacao positivo difusa no grupo de HT+PTC e uma
relacdo equilibrada entre a apresentacdo da expressdo difusa e focal no grupo de PTC
isolado. Devido ao n amostral reduzido, complementar o estudo com novas amostras
seria essencial para que pudéssemos concluir que existem reais diferencas entre os gupos

na apresentacdo do marcador. (Tabela 3)

PTC PTC + HT

5 3

FOXP3 Negativo (17.24%) (10,34%)
13 8

FOXP3 Positivo (44.81%) (27.57%)
7 6

FOXP3(+) Difuso (24,13%) (20,68%)
6 2

FOXP3(+) Focal | ) ccq) (6,89%) Tabela 2

Nas regides da glandula onde havia apenas Tireoidite de Hashimoto (HT) e em zonas de
glandula sem alteracdo (controle interno) ndo houve positividade para FoxP3, sugerindo

especificidade desse reagente em relacdo a marcacao isolada do PTC (Figura 7).
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Variaveis PTC | n=18 PTC + HT I n=11
Idade 38,6 47,4
Sexo Feminino =13 172% Feminino =10 191%

Masculino =5 | 28 %

Masculino =119%

Frequéncia de Expressao
do FoxP3

p=097

Positivo =13 172 %

Negativo = 5128 %

Positivo =8 |1 73%

Negativo = 3 | 27 %

Frequéncia de Expressao
do FoxP3 em relacao ao
Sexo

p=0,09

Positivo: n=13
Feminino: 11 | 85%

Masculino: 2 [ 15%

Negativo n=5
Feminino: 2 140 %

Masculino: 3 [ 60 %

Positivo: n=8
Feminino: 7 | 87,5 %

Masculino: 1112,5%

Negativo n=3
Feminino: 3 1100 %

Masculino: 0 [ 0%

Intensidade de Expressao
de Foxp3

p=0,62

Difuso: 7 | 54 %

Focal: 6 146 %

Difuso: 6 | 75 %

Focal: 2 125%

Tabela 3
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3.1 Imunohistoquimica — FoxP3 no PTC

Figura 6. Imunohistoquimica com marcador de FoxP3. Auséncia de marca¢do (FoxP3 negativo) no
aumento de 10x (a) e no aumento de 40x (A); Marcagdo positivo focal, com menos de 50% do campo
corado, no aumento de 10x (b) e no aumento de 40x (B); Marcagéo positivo difuso, com mais de 50% do

campo corado, no aumento de 10x (¢) e no aumento de 40x (C).
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3.2 Imunohistoquimica — FoxP3 na HT

Figura 7. Imunohistoquimica com FoxP3. A, Sem marcagdo em tecido tireoidiano normal; Auséncia de
marcagdo por FoxP3 em tiredide apresentando infiltrado linfocitario de Tireoidite de Hashimoto (HT) em
aumento de 10x (B) e 40x (C); D, Marcagdes pontuais de linfécitos FoxP3 + em infiltrado linfocitdrio de

Tireoidite de Hashimoto, indicando presenca de Linfécitos T regulatérios (Treg).
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3.3 Graficos
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4. Discussao

A associacdo entre PTC e HT tem sido amplamente documentada tanto em estudos
epidemiolégicos como morfolégicos (Cipolla et al 2005). O FoxP3 é um marcador de
células T regulatérias e tem também sido detectado em tumores malignos de varios sitios
(Karanikas et al 2008). No presente estudo a expressdo desta molécula em tecido
tireoidiano de pacientes com PTC apresentando ou ndo HT associado foi avaliada.
Expressao difusa ou focal de FoxP3 foi fortemente associada a células cancerosas, desde
que ndo foi documentado em dreas com tecido tireoidiano normal e foi somente detectado

em linfécitos Treg nas dreas de HT.

A relagdo entre o PTC e a HT sugere uma associa¢do nao apenas acidental. Nestes casos a
presenca de um processo inflamatério cronico poderia induzir a ativacdo de genes
levando a uma transformacdo maligna (Cipolla et al 2005). Embora o FoxP3 seja
documentado em células malignas, esta molécula é um marcador de células T regulatérias
(Hori et al 2003). As doencas autoimunes como a HT estdo associadas a falha nos
mecanismos de regulacio da resposta imune; ndo pode ser afastada a possibilidade de que
durante o processo inflamatoério cronico, estas células pudessem estar sendo recrutadas
para o sitio inflamatério. Neste caso como consequéncia poderia haver diminuicdo da
defesa contra células neopldsicas e desenvolvimento de cancer. Todavia nossos dados
claramente mostram que a expressdo de FoxP3 estd associado ao PTC mas nao a HT. A
relacdo de FoxP3 com cancer tem sido documentado em cultura de células do carcinoma
de mama (Zhou et al 2009), prostata (Wang et al 2009), pancreas e melanoma (Karanikas

et al 2008). A expressdo de Foxp3 em células malignas do epitélio pancredtico foi



33

confirmada em 12 de 39 casos, e a coloracdo era principalmente citoplasmadtica e nuclear;
células do ducto pancredtico estavam desprovidas de expressao do FoxP3. Foxp3-positivo
foi encontrado em tumores com infiltragdo linfocitaria. (Hinz S et al., 2007), A expressao
nuclear de FOXP3 € normal nas células do epitélio prostitico humano, mas sofrem
mutagdes e sdo perdidas em aproximadamente 70% dos canceres prostaticos humanos.
FOXP3 ¢ frequentemente inativado nas amostras de cincer de préstata por delecdo
(14%) ou por mutacdo somdtica (25%) (Wang et al., 2009). Recentes achados de Cunha
LL et al. encontrou maior marcacdo citoplasmdtica do que nuclear em
imunohistoquimica com FoxP3 em lesdes malignas comparadas com nddulos benignos,
0 que sugere que a localizacdo citoplasmdtica de FoxP3 pode ser um resultado da
caracteristica de elevada taxa de mutagdo de transformagdo (Cunha LL et al., 2012)

No presente trabalho foi observado que a expressao significativa de FoxP3 em bidpsias
da tiredide evidenciada através da imunoistoquimica pode ter um papel de marcador de
PTC aplicavel em casos duvidosos de PTC.. Nossos dados indicam que FoxP3 é um bom
marcador de PTC e que ndo hé diferenca de expressao de FoxP3 no carcinoma com e sem

HT.

4.1 Foxp3 como marcador de PTC

A expressdo de FOXP3 em tecidos tumorais, como descrito por Karanikas V. e Salama P.,
foi evidenciado no presente estudo através de Imunoistoquimica realizada com anticorpos
especificos para FOXP3. Obtivemos resultado positivo difuso ou focal em 21 casos de
PTC, demonstrando a positividade em 72,4% das amostras. Esse resultado aponta a
possibilidade de uma nova técnica de diagnéstico precisa de PTC, na tentativa de escapar
dos laudos patoldgicos inconclusivos de algumas bidpsias de Tiredide, que resultam em

procedimentos invasivos, € com chances de erro. Desta forma, podemos concluir que a
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positividade do Foxp3 estd significativamente associada ao surgimento do cancer,
podendo ser utilizado como um identificador confidvel nas d&reas suspeitas de
malignidade. Soma-se a isto o fato de que o foxp3 ndo estd presente nas amostras de
tiredides normais. O primeiro passo para a utilizacdo do foxp3 como marcador
cancerigeno ja foi dado, fato que futuramente ajudard nos diagndsticos cada vez mais

precisos de PTC e diminui¢do dos casos suspeitos e/ou indeterminados.

4.2 Diferenca na Expressao de FoxP3 - PTC x TH

A relagdo entre pacientes com Carcinoma Papilifero da Tiredide (PTC) e Tireoidite de
Hashimoto (HT), sugere uma analogia ndo apenas acidental, mas a presenca de um
processo inflamatério cronico no qual a ativacdo de genes pode ser um fator de
transformac¢do maligna. Esta analogia foi utilizada como subsidio para suscitar a divida
se haveria diferenca significante na expressao de foxp3 em pacientes com PTC isolado ou

em associagao com TH.

Os resultados demonstraram que ndo houve diferencas significativas na expressao do
FoxP3 por PTCs seguidos ou nao de TH, evidenciando que a expressao do FoxP3 no
carcinoma papilifero independe da coexisténcia da tireoidite. Este fato corrobora para a
hipétese de que a TH isolada ndo provoca a expressao do marcador e que a apresentacdo

do FoxP3 esta relacionada estritamente com a presenga ou nao de PTC.

4.3 Diferenciacdo de Nodulos Epiteliais Atipicos de TH e PTC

Na TH podem existir pequenos ndédulos sélidos que, histologicamente, sdo conflitantes
com diagnéstico de PTC pela existéncia de pequenas atipias. Neste contexto, surgem
situacOes de dificuldade nas diferenciacbes morfolégicas e imunofenotipicas na

interpretacdo desses pequenos focos de atipia na TH.

Descritos como mindsculas atipias no epitélio com caracteristicas nucleares
inconclusivas, eles sdo, na verdade, ninhos sélidos de células (SCNs). A capacidade
destes SCNs para mimetizar microcarcinoma papilifero da tire6ide é bem reconhecido,

especialmente na glandula tireéide com tireoidite cronica linfocitica.
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Os SCNs sdo divididos em dois tipos, relacionados as suas caracteristicas histoldgicas. Os
SCN tipo 2 sdo compostos por células semelhantes a epidermdides e mais facilmente
distinguiveis do microcarcinoma papilifero da tire6ide. Em contrapartida, pode ser mais
dificil diferenciar os SCNs tipo 1 do microcarcinoma. Neles as células detém ntcleos
ovais com cromatina limpo e ocasionais sulcos nucleares. SCNs Tipo 1 sdo
frequentemente rodeados por membrana basal eosinofilica. Quando as técnicas habituais
sdo inconclusivas, marcadores imunoistoquimicos, como o p63 e HBMEI sao utilizados.
Os SCNs sdo fortemente positivos para p63. Sendo o tipo 1 positivo para coloragdo pelo
HBMEI], enquanto que SCNs tipo 2 é negativo (Seethala er al. 2010). A utilizacdo do
FoxP3 como marcador teria grande importancia em casos como ninhos sélidos de células
(SCNs), a aplicacdo de imunoistoquimica para p63, HBME1 e FoxP3, poderia alcancar
uma maior especificidade na diferenciacdo entre os SCNs da tireoidite e o PTC. A
utilizacdo do FoxP3 como marcador teria grande importancia em casos como SCNs, nos
quais, com a unido das imunoistoquimicas para p63+HBMEI1 e FoxP3, se alcangaria uma
maior especificidade na diferenciacdo entre os SCNs da tireoidite e o PTC. Desta forma,
pode-se evitar que procedimentos radicais como a tireoidectomia, sejam realizados
desnecessariamente em pacientes onde as minusculas atipias nucleares inconclusivas

foram confundidas com o Carcinoma Papilifero da Tiredide.

4.4 Mecanismos de Carcinogénese do Foxp3

Mecanismos de regulacdo da expressdo de foxp3 em células tumorais permanecem
pouco estudados. No cincer de mama, o foxp3 funciona como supressor da proteina
oncogénica SKP2. A transfec¢do de Foxp3 resultou em aumento de p27 que é o alvo
principal do Skp2. (Zuo et al. 2007). O aumento da expressdao de foxp3 foi documentado

apenas em células expressando wild-type pS3. (Martin et al. 2010)

O Foxp3 foi relacionado com o cancer de prostata através de mecanismos moleculares de

repressao do gene MYC e inativacdo somdtica do Foxp3. (Wang et al. 2009)

No cancer de pancreas, as células expressaram Foxp3 citoplasmatica e nuclear sugerindo
que a presenca em células cancerigenas podem disparar um mecanismo de evasdo imune.

O melanoma maligno também apresenta positividade para Foxp3. (Martin et al. 2010)
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4.5 Possibilidade de Nova Técnica no Diagnostico de PTC

No presente trabalho foi observado que a expressao significativa de FoxP3 em bidpsias
de tire6ide evidenciada através da imunoistoquimica, serve como marcador de PTC e
pode ser uma técnica usada nos casos duvidosos de carcinoma. Essa evidéncia demonstra,
entdo, uma nova opg¢do de artificio diagndstico para casos borderline, com pequenas
atipias e que levantam suspeitas ao patologista, se apresentando como uma alternativa na

conclusio do laudo de PTC.

Sendo este o primeiro trabalho realizado com o objetivo de expor a relagdo do PTC
isolado ou associado a TH com a expressdo do FoxP3, e tendo observado que a
imunoistoquimica para este marcador se mostrou realmente eficaz nos casos de PTC,
faz-se necessdrio ressaltar a importincia da continuidade do estudo para a reproducdo e
confirmacdo dos dados de positividade do foxp3, como identificador de céancer na

tireoide.
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S.Summary

CORREIA, TC. [FoxP3 expression in papillary thyroid carcinoma (PTC)]. Salvaauor;
2012. Trabalho de Conclusao do Curso de Medicina da Faculdade de Medicina da Bahia
da Universidade Federal da Bahia

Introduction: Tumors of the thyroid are common endocrine diseases in the population
between 20 and 60 years old where about 40% have thyroid nodules, and only 5% to 10%
of these are malignant, mostly composed of papillary thyroid carcinomas (PTC), is today
the most common endocrine malignancy and accounts for more than 70% of all thyroid
cancers. The FOXP3 is a member of the family of transcriptional regulators, which is
involved in regulating the development and immune system function. It is expressed in
normal and cancer cell non-lymphocytic. The FOXP3 expressed in various tissues is not
only epithelial tumor, such as lung, breast, colon, but also in the original tissue, such as
melanoma and leukemia. Thus, this study aims to identify the presence of this protein in
papillary thyroid carcinoma. Methodology: In 50 cases of PTC were selected 30 from a
randomization table, being made FOXP3 immunohistochemistry with antibody.
Excluding one case for lack of data. Results: Of the twenty-nine (100%) patients
diagnosed with PTC, twenty-three (79.3%) were female and six (20.7%) were male,
mean age of forty-two years. Eighteen (62.1%) were diagnosed only with PTC and 11
(37.9%) had Hashimoto's thyroiditis (HT) simultaneously. In the process staining was
observed that eight (27.6%) patients had negative results of FOXP3 while twenty-one
(72.4%) patients had a positive result of FOXP3. In gland regions where there were only
HT and in areas of the gland without alteration (internal control) was not positive for
FoxP3, suggesting specificity of this reagent in relation to marking isolated PTC.
Conclusion: It is necessary to emphasize the importance of continuing the study for the

reproduction of the data and confirmation of positive FOXP3 as identifier PTC.

Key Words: Thyroid Neoplasms, Thyroid Papillary Carcinoma, Tumor Markers,

Immunohistochemistry, FoxP3.
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7. Anexo

| 08/03/07

COMUNICACAO INTERNA

_06/07

De: |CEP - Comité de Etica em"f’csquisa ‘Para:  Dr. Murilo Neves
| . Pesquisador Principal

Prezado pesquisador:

Cumpre-nos cientifica-la que o Projeto de pesquisa n°® 08/07, intituiado “ Carcinoma
Papilifero da Tiredide Associado a Tireoidite de Hashimoto”, foi apreciado em 08/03/2007,
em reunido ordinaria deste Comité, tendo sido aprovado.

Reiteramos a necessidade de ser encaminhado o primeiro relatorio periddico até o dia
30/08/2007 e os demais relatérios deveréio ser encaminhados ao CEP a cada seis meses.
Caso o projeto seja concluido antes do wencimento de novo periodo semestral, favor
encaminhar o relatério final.

Estamos a disposigdo para esclarecimentos, que se fizerem necessarios, através do
telefone 3281-6484 ou pelos e-mails cep@hsr.com.br ou edna lima@hsr.com.br
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