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RESUMO



Os dados de 135 pacientes com carcinoma diferenciado de tiredide em atendimento no
Hospital das Clinicas da UNICAMP, na Disciplina de Endocrinologia, foram analisados com
o objetivo de caracterizar esta populagdo, observar a freqiéncia de achados clinicos e
anatomopatologicos, e verificar a relagdo dos mesmos com o prognostico.

Existe na literatura relatos da influéncia de proto-oncogenes e de genes supressores tumorais
na evolugio de diversas neoplasias. Por este motivo estudamos também a expressio do PCNA
(Antigeno Nuclear de Proliferagdo Celular) e das proteinas p53 e bcl-2 em parte da nossa
casuistica e procuramos verificar se estes achados eram significativos na evolugdo destes
casos. Os estudos imuno-histoquimicos foram realizados de acordo com a técnica de HSU e
cols. (1981), modificada. Os testes estatisticos empregados foram: exato de Fisher, Qui-
quadrado, Mann-Whitnney, curvas de sobrevida de Kaplan-Meier ¢ Log Rank. Foram
também realizadas analises univariada e multivariada.

Os resultados mostraram que os carcinomas foram folicular em 28.9% e papilifero em 71.1%
dos pacientes; 78.5% eram do sexo feminino e 21.5% do masculino; a idade ao diagnostico
variou entre 9 e 76 anos (média=42.5; DP=17.1 e mediana=43). Quando separados pelo tipo
histolégico, observamos para os 96 casos de carcinoma papilifero: 75 (78.1%) do sexo
feminino e 21 (21.9 %) do masculino; 87 (90.6%) brancos e 9 (9.4%) ndo brancos; 68
(70.8%) tinham idade menor ou igual a 45 anos e 28 (29.2%) maior que 45 anos; a idade ao
diagnéstico variou entre 9 e 75anos (média=37.3 anos, DP=15.4 e mediana=35.5), e para os
39 carcinomas foliculares: 31 (79.5%) do sexo feminino e 8 (20.5 %) do masculino; 30
(76.9%) brancos e 9 (23.1%) ndo brancos; 8 (20.5%) tinham idade menor ou igual a 45 anos e
31 (79.5%) maior que 45 anos;, a idade ao diagnostico variou entre 20 e 76 anos (meédia=55.4
anos, DP=14 .3 e mediana=58).



O tamanho do nédulo variou entre 0.4 ¢ 11 cm- nos papiliferos entre 0.4 ¢ 7cm (média=3:
DP=1.6, mediana 3) e nos foliculares entre 1.5 e 11cm (média=5.5; DP=2 4; mediana=5).
Encontramos associagdes significativas entre: idade e tipo histologico; idade e grau de
diferencia¢do do tumor; tamanho do nédulo e tipo histologico, tamanho do nodulo e grau de
diferenciacdo; metastases ao diagnostico e tipo histolégico folicular; metastases ao
diagndstico e grau de diferenciagdo; ocorréncia de eventos e tipo histologico folicular;
ocorréncia de eventos e grau de diferenciagdo. Utilizando-se a medida continua dos nddulos
notamos que foram maiores no grupo com idade maior que 45 anos, tanto no papilifero
quanto no folicular. Quando comparadas as curvas de sobrevida (Log Rank) foi notada a
influéncia das variaveis: idade, tamanho do nédulo, tipo histolégico e grau de diferenciago.
Na analise univariada as variaveis idade, tamanho do nodulo, tipo histologico e grau de
diferenciagdo foram as que melhor explicaram a ocorréncia de eventos (regressdo de
metastases, remissdo incompleta, recidiva ou metastases e morte). Na analise multivariada os
fatores sexo, idade e grau de diferenciagio mostraram ser os mais importantes na ocorréncia
de eventos.

Em parte da nossa casuistica, 63 casos, sendo 42 do tipo papilifero e 21 do folicular,
avaliamos a expressio do PCNA e das proteinas p53 e bel-2, procurando verificar se estavam
relacionadas a evolugdo dos casos. Concluimos que os marcadores estudados ndo
apresentaram influéncia no prognéstico do carcinoma diferenciado da tireoide, e que nestas
neoplasias os fatores anteriormente estabelecidos (idade, tamanho do nodulo, tipo histologico,

grau de diferencia¢do) s3o os mais importantes.
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INTRODUCAO



O carcinoma da tiredide é um tumor relativamente raro, € causa poucas mortes.

Em 1993, nos Estados Unidos, a incidéncia do cancer de tiredide foi estimada em
13900 casos, constituindo 1.1% de todos os canceres, excluidos os de pele. A glandula
tiredide € a sede de apenas 0.6% e 1.6% dos canceres entre homens e mulheres
respectivamente. O cancer de tiredide apresenta um bom prognostico, sendo responsavel
por baixa porcentagem de mortes - 0.16% para homens e 0.24% para as mulheres
(BORING, SQUIRES, TONG , 1993).

A incidéncia do carcinoma de tireoide varia entre 1 e 10 casos por 100 000 pessoas
na maioria dos paises. O carcinoma diferenciado da tireoide corresponde a
aproximadamente 90% de todos os tumores de tiredide, sendo que o carcinoma papilifero
da tireoide representa a maioria destes. A proporgdo relativa entre os carcinomas papilifero
e folicular mostra ampla variagdo geogrifica. Entretanto, em areas de bécio endémico, o
carcinoma folicular da tiredide tende a ser mais freqgiiente podendo variar entre 10 e 50%
(GREBE & HAY, 1995).

O carcinoma diferenciado da tiredide é usualmente um cincer indolente, porém em
alguns casos pode ser agressivo, especialmente em pacientes com mais de 50 anos
(DULGEROFF & HERSHMAN, 1994). Este comportamento mais agressivo de alguns

tumores tem sido objeto de muitos estudos, na procura de variaveis que o justifiquem.

WOOLNER et al. (1961) questionaram pela primeira vez os fatores prognosticos
para o carcinoma de tiredide. A analise dos fatores de risco popularizou-se nos Estados
Unidos com as publicagdes de CADY ez al. (1979) e CADY et al. (1 985).

Entre todos os fatores de risco analisados, a idade do paciente na ocasiio do
diagnostico € considerada a variavel mais importante para os carcinomas diferenciados da

tireoide. CADY et al. (1976) mostraram que o risco de morte pela doenga aumenta com a
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idade, e que a ascensdo da mortalidade é ainda mais dramatica apos os 60 anos. Entretanto
este padrdo € muito diferente para as recidivas do tumor, sendo mais elevadas nos extremos
da vida, antes dos 20 anos e apos os 60 anos (MAZZAFERRI & JHIANG, 1994).

SIMPSON et al. (1987) consideram a idade ao diagnéstico o fator mais importante
como causa especifica na sobrevida de pacientes com carcinoma papilifero, mas entre os
carcinomas foliculares a idade representa um fator significativo, porém de menor
importancia. Para GILLILAND et al. (1997), ao contrario, a idade ao diagnéstico foi o
dado de maior importancia para predizer a sobrevida de pacientes com carcinoma folicular

e medular do que para a dos pacientes com carcinoma papilifero.

Ainda ndo se entende muito bem porque o adulto jovem tem melhor prognostico do
que os mais idosos. Observa-se que, em geral, os pacientes mais velhos tém tumores com
maior agressividade local, alta incidéncia de metastases a distdncia ao diagnostico e
variantes histologicas mais agressivas (SCHLUMBERGER & PACINI, 1999).

O papel do sexo como um fator prognostico € controverso. Para TUBIANA et al.
(1985) os homens tém prognostico menos favoravel do que as mulheres, mas a diferenca ¢
pequena. MAZZAFERRI (1996) relata que o risco de morte pelo cincer ¢é

aproximadamente duas vezes maior nos homens.

CADY et al. (1979) utilizando apenas a idade € o sexo, para definir o risco basico,
consideraram como baixo risco homens abaixo de 40 anos e mulheres abaixo de 50 e alto
risco homens acima de 40 anos e mulheres acima de 50. Mostraram que a recorréncia e
morte era 33% e 27%, respectivamente, no grupo de alto risco, contra 11% e 4% no de
baixo risco. Estudaram também a importancia de outros fatores como: tipo histologico,
tamanho do tumor, metastase em linfonodo, metastase a distdncia e grau de diferenciagao.
Concluiram que o risco basico € mais importante do que os outros fatores. Mostraram ainda

que, em pacientes mais jovens, ndo existe influéncia do tipo histolégico e da presenga de
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metastases para linfonodos sobre a recorréncia e morte, como haviam concluido em

publicagdo anterior.

Em geral, o prognostico do carcinoma papilifero é melhor que o do folicular. O pior
prognostico do carcinoma folicular esta mais relacionado a idade do paciente e a extensido
do tumor ao diagnostico do que ao tipo histolégico. DeGROOT ef dl. (1990, 1995)
analisaram grupos de pacientes portadores de carcinoma folicular e papilifero, que foram
acompanhados por mais de 10 anos, e relataram diferengas importantes entre os grupos: no
grupo dos carcinomas foliculares a idade ao diagnostico foi mais elevada e a morte pelo
tumor ocorreu em idade mais baixa. Mesmo os tumores menores e intra-tireoideanos

mostraram pior prognostico e a morte pelo tumor foi duas vezes maior neste grupo.

Em 1984, DONOHUE et al. mostraram que nio ha diferenga na sobrevida de
pacientes com carcinoma papilifero e carcinoma folicular quando a idade e estagio do

tumor ao diagnodstico sdo semelhantes.

Num mesmo tipo histologico pode haver diferenca de prognostico entre as suas
variantes. Nos carcinomas papiliferos tem sido reportado pior progndstico para as variantes
de celulas altas, de células colunares e oxifilicas, prognostico intermediario na variante
esclerosante difusa e o melhor nas variantes encapsulada e folicular (AIN, 1995;
SCHLUMBERGER & PACINI, 1999). No carcinoma folicular, o minimamente invasivo
tem melhor prognéstico do que o francamente invasivo e a variante de células de Hiirthle
esta associada a pior prognostico (GREBE & HAY, 1995, SCHLUMBERGER & PACINI,
1999).

Outro fator analisado foi o grau de diferenciago do tumor. SAKAMOTO, KASAL
SUGANO (1983) analisaram 221 pacientes com carcinoma diferenciado da tiredide e
concluiram que o grau de diferenciagio do tumor ¢ mais importante do que o tipo
histologico. Os carcinomas pobremente diferenciados, que representam 13.6% do total dos

carcinomas, apresentam pior prognostico do que os carcinomas bem diferenciados. Estes
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resultados estdo de acordo com os resultados de PAPOTTI ef al. (1993), onde as curvas de
sobrevida de pacientes com carcinoma pobremente diferenciado sio significativamente

diferentes das curvas encontradas nos carcinomas bem diferenciados.

Existe uma grande variagdo no tamanho do tumor primario, e este ¢ um fator de
risco significativo nas analises multivariadas. Porém, ele ¢ mais importante nos carcinomas
papiliferos do que nos foliculares, pois nestes o grau de diferenciagéo e invasio prevalecem
sobre o tamanho (SAKAMOTO ef al, 1983; TUBIANA er al.,1985; SIMPSON et al.,
1987). CADY & ROSSI (1988) e DeGROOT ez al. (1990, 1995) mostraram que existe um
aumento gradual no risco de recorréncia e mortalidade pelo tumor relacionado com o
tamanho do tumor primario. Depois da introdugdo da ultra-sonografia e da biopsia
aspirativa por agulha fina na pratica clinica, é freqiiente o diagnéstico de tumores pequenos
(CADY, 2000, HUNDAHL et al., 2000).

Nao existe dividas de que a extensdo do tumor além da capsula da tiredide seja um
indicador de pior prognostico, tanto para o carcinoma papilifero como para o folicular. Esta
extensdo € descrita em 5-10% dos papiliferos e 3-5% dos foliculares e, quando presente,
expde o paciente a altas taxas de recorréncia local, metastases a distincia e morte pelo
tumor (DeGROOT er al., 1990,1995; MAZZAFERRI & JHIANG, 1994; SIMPSON et al.,
1987).

CARCANGIU et al. (1985) encontraram tumor multicéntrico em 21.9% dos
carcinomas papiliferos e os pacientes apresentaram maior incidéncia de metastases para

linfonodos e pulmdes.

Metastases para linfonodos sdo frequentes no carcinoma papilifero, variando de
35% a 65% em diferentes séries. Sdo mais comuns em criangas e adultos jovens, ocorrendo
em 80% dos carcinomas papiliferos, mas no tipo histologico folicular sio muito pouco
freqiientes (GREBE & HAY, 1996).
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O papel prognéstico das metastases para linfonodos regionais € ainda controversa.
CADY et al. (1985) correlacionaram a presenga de linfonodos cervicais ao diagnostico com
bom prognostico, principalmente nos pacientes mais jovens. CARCANGIU e al. (1985)
consideraram como um fator que ndo influencia o prognostico e TUBIANA ef al. (1985)

afirmaram que estdo associados a pior prognostico.

Em 1996, GREBE & HAY, mostraram que nos carcinomas papiliferos a presenca
de metastases em linfonodos ao diagnostico ndo apresenta efeito na sobrevida, mas
aumenta o risco de recorréncia local. Em contraste, no folicular pode apresentar influéncia

na mortalidade pelo tumor.

Existe consenso quanto a presenga de metastases a distancia ao diagnéstico como
um fator de pior prognostico tanto no carcinoma papilifero como no folicular. Ocorrem em
10% a 15% dos pacientes com carcinomas diferenciados da tiredide (SCHLUMBERGER
& PACINI, 1999). SHAH ef al. (1992) encontraram metastases a distancia ao diagnostico

em 13% dos carcinomas foliculares e em 3% dos papiliferos.

A melhora das técnicas de imuno-histoquinica (IHQ) em anatomopatologia e os avangos da
biologia molecular no estudo genético do cancer, avaliando o papel dos proto-oncogens e
de genes supressores tumorais, tem trazido novas perspectivas para a busca de marcadores
prognosticos em oncologia (BISHOP, 1987; FARID, SHI, ZOU, 1994,1995).

O antigeno nuclear de proliferagdo celular (PCNA) foi primeiramente descrito por
MIYACHI, FRITZLER, TAN (1978) em células proliferativas de pacientes com Lupus
Eritematoso Sistémico. O PCNA ¢é um polipeptideo intranuclear com peso molecular de
36kD, presente em todas as fases do ciclo celular, atingindo o maximo de sua sintese, cerca
de trés vezes a sua concentragdo, durante a fase S do ciclo e a menor quantidade durante as
fases G1 e G2 da mitose (BRAVO & CELIS, 1980). Em 1984, foi designado como Ciclina-
D por CELIS et al., através da observagdo do aparecimento desta proteina nuclear durante

estagios proliferativos do ciclo celular das células normais e transformadas. A estrutura e
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sequéncia do gene humano para o PCNA, que possui 6 exons, foi elucidada por TRAVALI
et al. (1989). O PCNA € uma proteina acessoria da polimerase delta, necessaria para a
sintese de DNA e conseqiiente progressdo do ciclo celular (LEE & HURWITZ, 1990;
WASSEM & LANE, 1990).

Em 1993, SHIMIZU et al. avaliaram a capacidade proliferativa dos tumores de
tireide utilizando técnicas de IHQ para o PCNA. Encontraram porcentagens mais elevadas
de positividade para 0 PCNA em carcinomas bem diferenciados do que em adenomas,
bocios adenomatosos € em tecido tireoideano normal. Ndo houve diferenga significativa
entre 0 carcinoma papilifero e o folicular. Mostraram que havia maior porcentagem de

positividade para o PCNA nos tumores clinicamente mais agressivos (indiferenciados).

SOARES & SOBRINHO SIMOES (1994) referiram que existe maior porcentagem
de positividade para o PCNA apenas nos carcinomas indiferenciados, pois ndo encontraram
diferenca significativa entre lesdes benignas (adenoma e bocio adenomatoso) e carcinomas

bem diferenciados.

TATEYAMA ef al. (1994) estudaram a expressdo do PCNA em 52 casos de tumor
folicular da tire6ide e encontraram diferenga estatisticamente significativa entre adenoma
folicular e carcinoma folicular minimamente invasivo e entre adenoma folicular e
carcinoma folicular francamente invasivo, porém ndo houve diferenca entre carcinoma

folicular minimamente invasive carcinoma folicular francamente invasivo.

CZYZ et al. (1994) estudaram a expressao do PCNA em tumor folicular (adenoma
folicular e carcinoma folicular), avaliando a porcentagem de positividade e a intensidade de
colorag@o, e ndo encontraram diferenca na porcentagem de positividade para o PCNA entre

adenomas e carcinomas, mas a intensidade de colora¢do era maior nos carcinomas.

POLLINA ef al. (1996) ndo encontraram diferenga estatistica na expressao do

PCNA entre os adenomas, carcinomas bem diferenciados, carcinomas pobremente
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diferenciados e carcinoma medular. Entretanto, os carcinomas indiferenciados mostraram
expressao de PCNA significativamente maior quando comparada com a dos outros tipos

histologicos.

Outro gene muito estudado, por estar envolvido na maiorias dos carcinomas, € o
p53. O gene p53, que codifica uma proteina de 53 kD (393 aminoacidos) identificada por
LANE & CRAWFORD (1979), foi posteriormente clonada e mapeada na regiao p13 do
cromossomo17 - 17p13 (McBRIDE, MERRY, GIVOL, 1986). O gene tem o comprimento
de 20Kb, possui 11 éxons e cinco areas de dominio. O dominio central II, III, IV e V, vai
do aminoacido 101 ao 290 e corresponde a area da transcrigdo, sendo o local onde ocorrem
os maiores pontos de mutagdes, principalmente entre os éxons de 5 a 8 (LEVINE,
MOMAND, FINLAY, 1991; HOLLSTEIN et al., 1991; WRIGHT et al., 1991, HARRIS &
HOLLSTEIN 1993; BARGONETTI et al., 1993, LEVINE et al., 1994; FARID, ZOU SHI,
1995).

O gene p53 esta presente em todos os seres vivos (SOUSSI, CARON DE
FROMENTAL, MAY, 1990) e ¢ conhecido como guardido do genoma. Atua como
supressor, sendo ativado quando ha dano ao DNA, promovendo reparo a esta molécula ou
caso ndo seja possivel, induzindo a célula a apoptose (LANE, 1994). Na THQ, a proteina do
gene p53 € identificada no nucleo celular apenas quando ocorre mutagao, uma vez que a
forma selvagem tem vida média muito curta e a mutante apresenta vida suficientemente
longa, para ser detectada (HARRIS & HOLLSTEIN, 1993; HALL & LANE, 1994,
LINDEN, NATHANSON, ZARBO, 1994 e 1995).

As muta¢des que ocorrem nos tumores sdo de dois tipos, a missense, onde ocorre
uma troca na transcricio entre uma base nitrogenada e outra, produzindo uma proteina
alterada, e a mutagio nonsense, na qual ocorre a troca de um codon completo, gerando uma
proteina totalmente truncada, muitas vezes nio detectavel na IHQ pelo seu grau de
alteragio (WYNFORD-THOMAS, 1992; BATTIFORA, 1994; HO et al.,1996).
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As mutagdes do gene p53 parecem ser relevantes no desenvolvimento e progressao

do tumor maligno da tire6ide NAKAMURA et al., 1992; ITO et al. (1993).

Existem cerca de 2 500 mutagdes do gene p53 publicadas. Podem ser encontradas
em tumores de colon, pulmdo, mama, cérebro, figado, bexiga, prostata, esfago, linfomas e
algumas leucemias (NIGRO et al., 1989, SOUSSI ef al., 1994).

Os estudos realizados por WRIGHT (1991) na detecgdo da proteina p53 por IHQ
em 129 casos de neoplasia de tiredide (57 adenomas foliculares, 24 carcinomas foliculares,
28 carcinomas papiliferos e 20 carcinomas indiferenciados) foram surpreendentemente

negativos.

DONGHI et al. (1993) estudaram 52 pacientes, detectando a proteina p53 em 25%
dos carcinomas pobremente diferenciados e em 71.5% dos carcinomas indiferenciados, mas

em nenhum carcinoma bem diferenciado.

ITO et al (1992) descrevem mutagdes do pS3 associadas unicamente aos

carcinomas indiferenciados da tireoide .

SOARES, CAMESELLE-TELJEIRO, SOBRINHO-SIMOES (1993) analisaram a
imuno-expressio da proteina p53 em 14 lesdes benignas e em 65 carcinomas, e observaram
a sua positividade em 20% de carcinomas foliculares invasivos, 16.1% de carcinomas

pobremente diferenciados e 83.3% de carcinomas indiferenciados.

ZOU, SHI, FARID (1993) detectaram a proteina p53 em carcinomas diferenciados e

indiferenciados, mas nao em adenomas.

FAGIN et al. (1993) descreveram alta prevaléncia de mutagdo do gene pS3 em

carcinomas pobremente diferenciados.
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FARID, SHI, ZOU (1994) e JOSSARD et al. (1996), sugerem que exista um

modesto papel do gene supressor p53 no carcinoma folicular em curso tardio da doenca.

CARR et al. (1993) estudaram o padrao de coloragao por IHQ de 104 casos de
neoplasia de tiredide e detectaram acumulo da proteina p53 em 38% dos carcinomas

indiferenciados, 6% dos carcinomas papiliferos e em 50% dos carcinomas foliculares.

DOBASHI et al. (1993) mostraram que a imuno-reatividade da proteina p53 nos
carcinomas de tiredide esta significativamente associada com o subtipo histologico
pobremente diferenciado. Notaram, também, que havia maior porcentagem de positividade
nos carcinomas que apresentam comportamento mais agressivo (carcinomas pobremente

diferenciados e carcinomas indiferenciados).

WRIGHT ef al. (1993) acreditam que as mutagdes do p53 devam aparecer como um

evento tardio da oncogenese.

POLLINA et al. (1996) avaliaram a positividade de p53 em 40 adenomas, 134
carcinomas (70 carcinomas bem diferenciados, 20 carcinomas pobremente diferenciados,
20 carcinomas medulares e 24 carcinomas indiferenciados) e em tecido tirecideano normal.
Mostraram que o tecido normal e os adenomas ndo expressam a proteina p53. Entretanto,
encontraram-na em 11.4% dos carcinomas bem diferenciados (focal), em 5% dos
carcinomas pobremente diferenciados (difuso), em 62.5% dos carcinomas indiferenciados
(difuso) e em 5% dos carcinomas medulares (focal). Nos carcinomas bem diferenciados e
carcinomas medulares os nucleos positivos sdo geralmente limitados a focos dispersos de
células, porém nos carcinomas pobremente diferenciados e nos indiferenciados, quando

positivos, mostram padrao forte e difuso de colorag@o.

NISHIDA et al. (1996) estudaram pacientes com carcinomas pobremente
diferenciados e concluiram que aqueles que apresentavam a imuno-reagdo positiva para o

p53 (56%) tiveram prognostico pior.
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Descoberto ha mais de 10 anos, o proto-oncogene bcl-2 foi o primeiro relacionado
com a malignidade tumoral. E encontrado numa translocagao entre os cromossomos 14 e 18
— 1(14,18) - (TSUJIMOTO et al., 1985), atuando como inibidor da apoptose celular e
programando a morte das células em modelos transgénicos (REED, 1994; VAUX,
WEISSMAN, KIM, 1992). Codifica uma proteina de 239 aminoécidos de 25kD, com um
longo intron de 225Kb separando dois éxons e tem localizagdo intracelular, especificamente
na membrana celular das mitocondrias (KORSMEYER, 1992). Encontra-se distribuido em
varios tecidos adultos, incluindo tecidos linfoides, hematopoiéticos, epiteliais e neurais.
Entretanto, a sua expressio ¢ limitada as areas topograficas e a tipos celulares com
pequenas quantidades, consideradas normais para a vida celular (HOCHNBERY et al.,
1991; MERRY et al., 1994; HOCHNBERY, 1995). Na IHQ, a proteina expressa pelo bcl-2

encontra-se no citoplasma celular.

Uma série de tumores tem relagdo prognostica com a presenca do bcl-2, entre eles
os hematopoiéticos (ZUTTER et al., 1991), principalmente os linfomas foliculares, que
expressam até 85% de positividade (NGAN ef al., 1993, PEZZELLA et al., 1990 e 1993b),
o cancer de prostata (COLOMBEL ez al., 1993), o cancer de pulmdo (PEZZELLA,
TURLEY, KUZU, 1993a; FONTANINI e al., 1995), os tumores do trato gastrointestinal
(BRONNER et al., 1995) e os tumores de ovario (HEROD ez al., 1996).

PILOTTI ef al. (1994a) estudaram a proteina bcl-2 na glandula tireoide, que € um
tecido hormdnio dependente, verificando que o bcl-2 esta presente nas células foliculares
que podem ser definidas como “célula estavel”, usualmente com baixo indice mitotico. No
carcinoma de tiredide foi visto que a expressdo do bcl-2 esta relacionado a diferenciagdo
celular. A proteina bcl-2 foi detectada em alta porcentagem tanto nos carcinomas bem
diferenciados (78.7%) como nos carcinomas pobremente diferenciados (84.2%) e em
apenas 14% dos indiferenciados. Entretanto, no carcinoma indiferenciado com um
componente diferenciado foi observada mitua exclusdo do bcl-2 e p53, encontrando-se

bel-2- e p53+ no componente indiferenciado e bel-2+ e p53— no componente diferenciado.
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Mostraram que existe uma correlagdo inversa entre a expressio do bcl-2, a perda da
diferenciagdo e a progressdo tumoral. Sendo o carcinoma indiferenciado o de maior
agressividade entre os carcinomas de tireoide, os achados acima estdo de acordo com
publicagdes anteriores que sugerem que a expressdo do bcl-2 estid associada ao
comportamento menos agressivo no carcinoma de pulmdo (PEZZELA ef al., 1993a) e
linfomas malignos (PEZZELA et al., 1993b).

PILOTTI et al. (1994b) estudaram, ainda, a expressdo das proteinas bcl-2 e p53 em
41 pacientes com neoplasia de tireoide: 19 carcinomas pobremente diferenciados e 22
carcinomas indiferenciados. Observaram resultado positivo para o bcl-2 em 84.2% dos
carcinomas pobremente diferenciados e 13.6% dos carcinomas indiferenciados e para o
p53 em 52.6% e 54.5% respectivamente, porém a distribui¢do foi focal nos carcinomas

pobremente diferenciados e difusa nos carcinomas indiferenciados.

PEZZELLA & GATTER (1995) descrevem a expressdo da proteina bcl-2 em
tecidos normais e neoplasico. Na tiredide, as células epiteliais do foliculo mostraram o
citoplasma corado para o bcl-2. No carcinoma folicular a expressdo de bcl-2 apresentou
correlagado com a presenga de tireoglobulina e perdeu a correlagdo em areas tumorais
indiferenciadas e pobremente diferenciadas, as quais passaram a apresentar coloragdo
nuclear para o p53. Acreditam que o valor da imunocoloragdo para o bcl-2 ainda ndo esta
claro, mas promete ser um importante marcador clinico em algumas doengas, quando seu

papel for completamente entendido.
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OBJETIVOS



¢ Verificar aspectos clinicos, anatomopatoldgicos, laboratoriais € evolutivos em uma

populagdo portadora de carcinoma diferenciado da tiredide.

¢ Detectar, por meio de reagdo imuno-histoquimica, os antigenos PCNA, e as proteinas

p33 e bel-2, verificando sua frequéncia na populagdo estudada.

¢ Correlacionar os achados com o progndstico e a sobrevida nos carcinomas

diferenciados da tiredide.
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CASUISTICA E
METODOLOGIA

S 5



Foram estudados 135 pacientes submetidos a tireoidectomia total por carcinoma
papilifero ou folicular da tireoide, atendidos no ambulatorio da Disciplina de
Endocrinologia do Hospital das Clinicas da UNICAMP, no periodo de janeiro de 1986 a
janeiro de 1999. Destes, 106 eram do sexo feminino e 29 do sexo masculino, 117 de cor

branca e 18 de cor ndo branca (TABELA 1).

TABELA 1 - Distribui¢do dos 135 pacientes de acordo com se€xo € cor

Feminino Feminino Masculino Masculino
Branco Nio Branco- Branco Nio Branco TOTAL
Papilifero 67 8 20 1 96
Folicular 23 8 7 1 39
TOTAL 90 16 27 2 135
106 29

Na primeira consulta de cada paciente foi preenchida uma ficha padrdo onde
constava, além dos dados de identificac@o, a idade ao diagnostico, sexo, cor, dados clinicos
pré cirurgicos, ultra-som, cintilografia da tiredide, bidpsia aspirativa, dados referentes a
cirurgia, dados do exame anatomopatologico (medida do tumor, tipo histologico, grau de
diferenciacio, presenca de linfonodos regionais acometidos). Essa ficha era completada a
cada consulta, anotando-se a presenca ou ndo de metastase a distancia na data da cirurgia
(detectadas pela pesquisa de corpo inteiro com iodo — PCI, até 8 meses ap0s); resultados de
exames laboratoriais de controle (tiroxina livre, TSH, Tireoglobulina sérica e anticorpos
anti-Tireoglobulina) executados pelo Laboratério Central do HC - UNICAMP, resultados
da PCIL da dose de radiodoterapia. Foram anotados também eventos mais tardios como

aparecimento de metastases e morte em decorréncia do tumor (ANEXO 1).

A idade dos pacientes na data da cirurgia variou entre 9 e 76 anos, mas eles foram
separados em dois grupos: menor ou igual a 45 anos (75 pacientes) e maior que 45 anos (60
pacientes), conforme o preconizado pelo Manual for Staging of Cancer-TNM (BEAHRS e7
al., 1992).
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A TABELA 2 relaciona os pacientes pela faixa etaria e sexo.

TABELA 2 — Distribui¢cdo dos 135 pacientes de acordo com a faixa etaria € sexo

Feminino Masculino Feminino Masculino
<45a <45a >452a >45a TOTAL
Papilifero 54 14 21 7 96
Folicular 7 0 24 8 39
TOTAL 61 14 45 15 135
75 (55,5%) 60 (44,5%)

A medida do tumor em cm tomou como base o laudo anatomopatologico e, para 0s
tumores multicéntricos, foi considerado o tumor maior. Seguindo a determinagdo do
Manual for Staging of Cancer-TNM, os nédulos foram agrupados em menor ou igual a 4cm

e maior que 4cm. Esta informagao foi possivel em 121 pacientes (TABELA 3).

TABELA 3 - Distribuigdo de 121 pacientes de acordo com o tamanho do tumor

< dem >4 cm TOTAL
Ca Papilifero 67 21 88
Ca Folicular 10 23 33
TOTAL 77 44 121

Para verificar se haveria diferenga no comportamento biologico dos tumores, 0s
carcinomas foram re-classificados em bem diferenciados (66 casos), moderadamente (31
casos) e pouco diferenciados (11 casos), apos revisdo das ldminas de cada caso, pela autora,
sob supervisdo da orientadora, utilizando os parametros propostos por LiVOLSI em 1990

(TABELA 4).
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TABELA 4 — Distribuigdo de 108 pacientes de acordo com o grau de diferenciagio tumoral

Bem Moderadamente Pouco TOTAL
diferenciados diferenciados diferenciados
Ca Papilifero 54 18 3 75
Ca Folicular 12 13 8 33
TOTAL 66 31 11 108

A informac¢do de metastase em linfonodo foi considerada positiva ou negativa

apenas quando havia esta informagdo de maneira muito clara no laudo anatomopatoldgico.

Para deteccdo de metastase a distdncia foi realizada PCI com lodo 131. Quando
positiva, foi considerada metastase ao diagnostico se realizada até 8 meses apos a cirurgia.
Em 2 casos, em que os tumores ndo captavam iodo, foram utilizadas ultra-sonografia
cervical, tomografia computadorizada e ressondncia nuclear magnética para confirmar as

metastases.

Na TABELA 5 estdo relacionadas as informagdes de metastases ao diagnostico de

115 pacientes.

TABELA 5 - Distribui¢do de 115 pacientes de acordo com as metastases ao diagnostico

Nio Linfonodo Metastases a TOTAL
apresentaram Regional Distancia
Papilifero 30 40 11 81
Folicular 19 2 13 34
TOTAL 49 42 24 115
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Cada paciente foi considerado £m remissdo (ER), quando ndo apresentou nenhuma
metastase; Sem doenga aparente (SDA) quando havia concentragdo sérica de tireoglobulina
elevada, porém sem detec¢do de metastase ou ainda nos casos em que as metastases nio
foram mais detectadas apos a dose terapéutica de 131Iodo; Sem remissdo completa (SRC)
quando ja havia metastases ao diagnostico e estas continuaram detectaveis apds a dose de
radiodo; Recidiva (R) quando estes eventos ocorreram apos um periodo de seguimento livre

de doenga e Morte (M) quando esta aconteceu em decorréncia do tumor.

Na TABELA 6 estio relacionadas as informagdes sobre a evolugdo dos pacientes.

TABELA 6 - Distribui¢do de 132 pacientes de acordo com a evolugdo

Em Sem Sem Recidiva ou
Remissio Doenca  Remissdo Metastases Morte TOTAL
Aparente Completa

Papilifero 64 5 16 10 0 95
Folicular 15 0 15 4 3 37
TOTAL 79 S 31 14 3 132

O tempo de seguimento foi considerado em meses apoés o diagnéstico. Todos os
pacientes apos serem submetidos a tireoidectomia total receberam reposi¢do hormonal com

L-tiroxina em dose adequada para manter o TSH suprimido.

Nao foram incluidas no presente estudo neoplasias indiferenciadas, anaplasicas e de

outras linhagens celulares.

Em vista da diversidade de resultados na literatura, resolvemos aplicar em parte da
nossa casuistica estudo imuno-histoquimico para avaliar sua validade na determinagio do

prognostico dos pacientes com neoplasia folicular e papilifera da tireéide.
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Desta forma, um subgrupo de 63 tumores, 42 papiliferos e 21 foliculares, foi
submetido a estudo imuno-histoquimico para verificar a expressio de PCNA, e das

proteinas p53 e bcl-2. As caracteristicas desta populagdo estdo detalhadas no ANEXO 4.

METODOLOGIA

A coleta de dados clinicos, laboratoriais e evolutivos foi realizado pela autora por

analise retrospectiva dos prontuarios meédicos.

CLASSIFICACAO HISTOPATOLOGICA

A classificacdo histolégica foi conferida pela autora, supervisionada pela
orientadora, segundo a proposta da Organizagio Mundial de Saude (HEDINGER,
WILLIAMS, SOBIN, 1989) e seguindo os parametros classicos (LiVOLSI, 1990; ROSAI,
CARCANIJIU, DeLELLIS, 1992).

AVALIACAO IMUNO-HISTOQUIMICA

A avaliagio imuno-histoquimica foi realizada pela autora no Laboratério de
Patologia Experimental (LAPE) do Centro de Atengao Integral a Saide da Mulher
(CAISM)-UNICAMP.
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Os blocos de parafina foram recuperados dos arquivos do Departamento de
Anatomia Patologica da FCM-UNICAMP. Para cada caso, do bloco que apresentava
material mais representativo, foram feitos cortes para estudo imuno-histoquimico, por meio
da técnica da estreptavidina-biotina-peroxidase (HSU et al. 1981), modificada. Todas as

pegas cirurgicas foram fixadas em formalina.

Resumidamente, os cortes parafinados de 5um de espessura foram colocados em
laminas de vidro previamente silanizadas. Apos a desparafinagdo em xilol e a hidratagdo
em gradiente decrescente de alcool, as laminas foram lavadas em agua destilada e
submetidas a inibicdo da peroxidase endogena com peréxido de hidrogénio a 3% em
tampao PBS pH 7.6. A recuperagdo antigénica do p53 e PCNA foi feita pela imersdo das
laminas em tampéo citrato 0.01M em pH 6.0, e em ebuligio em microondas caseiro,
poténcia maxima por trés vezes, sete minutos cada. A recuperagio antigénica do bcl-2 foi
feita em agua destilada na autoclave, apos atingir 120°C por cinco minutos e ter deixado
esfriar por uma hora. Em seguida realizou-se a incubag¢do dos cortes com anticorpos
primarios (citados abaixo) por toda a noite, em geladeira a 4°C, em cimara umida. Na
manhd seguinte, os cortes foram cuidadosamente lavados em tampdo PBS pH 7.6 e
incubados com anticorpo anti-imunoglobulinas de camundongo, coelho e cabra biotinado
(Multilink, DAKOPATS-USA, cédigo E 435) diluigdo 1:80, por 30 minutos, a temperatura
ambiente. Apos lavagem dos cortes, estes foram incubados com o complexo estreptavidina-
biotina-peroxidase (DAKOPATS-USA, codigo K 377). A visulizagdo dos complexos foi
feita pela coloragdao da peroxidase com diaminobenzidina (3,3’ tetra-hidrocloreto de
diaminobenzidina, SIGMA, cédigo D5637), 40 mg em 100 mL de PBS pH 7.6 com 40 pL
de peroxido de hidrogénio a 30%. Nesta solug@o corante os cortes foram deixados por trés a
cinco minutos a temperatura ambiente. A coloragdo nuclear foi feita com a hematoxilina de

Meyer e os preparados montados permanentemente com Entellan MERCK (codigo 7961).
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Os anticorpos primarios utilizados foram:

v proteina p53 ( clone DO 7, DAKOPATS-USA, codigo M 7001, diluigaol:100)
v proteina bel-2 ( clone 124, DAKOPATS-USA, codigo M 0887, diluigdo1:40)
v PCNA-( clone PC 10 DAKOPATS-USA, codigo M 879, diluigao1:150)

Utilizou-se sempre tecido padrdo para controle de imunopositividade.

Os preparados imuno-histoquimicos foram analisados em microscopio optico comum

(objetiva de 40 vezes) e as células reativas foram quantificadas com o seguinte critério:

¢ Para a avaliagdo da expressio do PCNA foi utilizada uma ocular reticulada e contados
os nicleos de 500 células, em varios campos onde se observasse maior positividade
(“hot spots”) e calculada a porcentagem. Para a analise estastatistica foram

considerados positivos os casos com porcentagem maior que 20.

¢ Para o p53 e bcl-2 foram considerados positivos 0s casos com qualquer grau de

expressdo dos marcadores nuclear e citoplasmatico, respectivamente.

Nzo foram incluidos os casos em que as 3 reagdes de imuno-histoquimica eram

negativas e que apresentasse a reacio para Vimentina negativa

Todos os resultados da analise da imuno-histoquimica foram conferidos por um mesmo

patologista (co-orientador).

Foi utilizado como controle, para as reagdes de imuno-histoquimica, um grupo de 15
pacientes, sendo 11 portadores de nodulo benigno de tiredide (6 adenomas e 5 bocio

colbide) e 4 de tecido tireoideano normal.
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ANALISE ESTATISTICA

A analise estatistica foi realizada com a colaboragao da Comissdo de Pesquisa
(Servigo de Estatistica) da Faculdade de Ciéncias Médicas da Universidade Estadual de

Campinas.

Foi realizada analise descritiva das variaveis, utilizando tabelas de freqii€ncias para

as variaveis em estudo e tabelas de dupla entrada para os cruzamentos de interesse.

Para compararmos a variavel tamanho do nodulo e idade nos grupos: masculino e
feminino, folicular e papilifero, utilizamos o teste ndo paramétrico de Mann-Whitney (ou
teste de Wilcoxon), que compara dois grupos em fun¢do da soma dos postos das
observagdes. Os grupos foram considerados estatisticamente diferentes quando o p-valor do

teste aplicado foi < 0,05 (CONOVER, 1971).

Para verificar se existia associagdo entre as variaveis foi utilizado o teste Qui-
quadrado, e quando os valores esperados foram menores que 5 utilizou-se o teste exato de
Fisher, sendo considerada significativa a associagdo quando o valor p < 0.05 (FLEISS,
1981; SIEGEL, 1975).

Foi utilizado o estimador de Kaplan-Meier para as curvas de sobrevida das variaveis
idade, sexo, cor, tamanho do nodulo, tipo histolégico, grau de diferenciag@o, presenca de
metastases ao diagnostico, PCNA, p53 e bcl-2, considerando-se como evento as variaveis:
nio houve remissdo completa, houve recidiva ou metastases e morte (KAPLAN & MEIER,
1958). Para comparar as curvas de sobrevida de cada grupo foi utilizado o teste Log-Rank.
As curvas foram consideradas estatisticamente diferentes quando o p-valor do teste

aplicado foi < 0,05 (COLLETT, 1994).

Casuistica e Metodologia - 50 -



Utilizamos o modelo de regressao de Cox para determinar quais as variaveis que
melhor explicam a ocorréncia dos eventos. Este tipo de analise, usada em estudos de
sobrevida, € uma adapta¢do do modelo de regressdo multipla com incorporagido de dados
censurados, onde a variavel dependente € o tempo até a ocorréncia de um determinado

evento.

Para este modelo supde-se que cada individuo do estudo apresenta, além do tempo
de sobrevida, uma ou mais variaveis exploratorias (X, Xa,.., Xn ) medidas no tempo de
inicio. Desta forma, esta regressdo permite conhecer os fatores significativamente

associados a distribuigao do tempo de sobrevivéncia.

Foi aplicado o modelo proposto por Cox, conhecido como modelo de rscos
proporcionais (COLLETT, 1994), que utilizou como variavel resposta o tempo de
seguimento, em meses, € as variaveis independentes: idade, sexo, cor, tamanho do nédulo,
tipo histologico, grau de diferenciagao e PCNA, p53 e bcl-2 (para o grupo em que se

realizaram as rea¢oes de imuno-histoquimica).
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RESULTADOS



A populagdo estudada, 135 casos de carcinoma diferenciado de tireoide, ¢ composta

por 96 do tipo papilifero (71.1%) e 39 do folicular (28.9%).

A idade ao diagndstico variou entre 9 e 76 anos (média de 42.5 anos, DP de 17.1 e
mediana de 43). Quando separados pelo tipo histoldgico, foi observada a variacdo da idade
entre 9 e 75 anos (média = 37.3 anos, DP = 15.4 e mediana = 35.5) para os papiliferos, e
entre 20 e 76 anos (média = 55.4 anos, DP = 14.3 e mediana = 58) para os foliculares.

. . — a ’ .1 .
Notamos picos de diagnostico na 3° e 5% décadas para os papiliferos e na 62 e 72 décadas

para os foliculares (FIGURA 1).

. Histograma da idade (papilifero) | =Histograma da idade (folicular)
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FIGURA 1 - Distribui¢do da idade ao diagnéstico nos carcinomas papiliferos e foliculares

Para a analise estatistica, os pacientes foram divididos segundo a faixa etaria, sendo
75 casos (56.3 %) com idade menor ou igual a 45 anos e 60 casos (43.7%) maior que 45

anos.

Na populagdo estudada, 106 pacientes (78.5 %) eram do sexo feminino (F) e 29
(21.5 %) do masculino (M), com uma relagdo F : M de 3.6 : 1. Quando observamos pelo

tipo histologico foi de 3.57 : 1 nos papiliferos e de 3.87 : 1 nos foliculares.
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Na nossa casuistica 117 (86.7 %) eram brancos e 18 (13.3 %) ndo brancos.

A queixa clinica, que motivou o diagnéstico, foi: aparecimento de nédulo em 63
(46.7%), aumento de nodulo antigo em 26 (19.3 %), resultado positivo de exame
anatomopatologico em 15 (11.1 %), aumento de bocio antigo em 13 (9.6 %), detec¢do de

metastase em 11 (8.1 %) e aparecimento de bocio em 7 (5.2 %).

A medida do tamanho do nédulo foi possivel em 121 pacientes e variou entre 0.4 e
11 cm, sendo que em 77 casos (63.6%) eram menor ou igual a 4cm e em 44 (36.4 %) maior

que 4 cm.

Verificamos associagdo significativa entre o tamanho do nodulo e o tipo histologico
(p=0.001). Em vista deste resultado avaliamos este dado em separado, para cada tipo
histologico. Em 88 pacientes com carcinoma papilifero o tamanho do nddulo variou entre
0.4 ¢ 7 cm (média = 3, DP = 1.6; mediana = 3), e em 33 casos de folicular variou entre 1.5 e

11 cm (média = 5.4, DP = 2.4 e mediana = 5), como pode ser visto na FIGURA 2.

: - Histograma do tamanho do nédulo (papilifero) " Histograma do tamanho do nédulo (folicular)
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FIGURA 2 - Distribui¢do do tamanho do nédulo nos carcinomas papiliferos e foliculares

Quando avaliamos o tamanho do nédulo, de acordo com a idade, utilizando a

medida continua, pelo teste de Mann-Whitney, a diferenga foi estatisticamente significativa
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tanto nos papiliferos como nos foliculares. Nos carcinomas papiliferos, no grupo com idade
até 45 anos, a média foi 2.7 e a mediana 2.0 e no grupo maior que 45 anos a média foi 3.6 e
a mediana 3.5 (p = 0.0101). Nos foliculares, para o grupo com idade até 45 anos a média

foi 3.5 e a mediana 3.3 e no maior que 45 anos a média foi 5.9 e a mediana 5.0 (p =0.0247),

Para verificar se havia diferenga estatistica do tamanho do noédulo entre o sexo
masculino e o feminino utilizamos o teste de Mann-Whitney e verificamos que no folicular
a meédia foi 5.7 cm para mulheres e 4.67 cm para os homens (p = 0.26) e no papilifero foi
29 cm para mulheres e 3.3 cm para os homens (p = 0.40), ndo havendo diferenca

estatistica, portanto, entre 0s sexos.

Nado ocorreu associagdo significativa entre tamanho do nodulo e metastases ao

diagnostico tanto nos papiliferos (p = 0.225) como nos foliculares (p = 0.724).

Houve associagdo significativa entre tamanho do nddulo e ocorréncia de eventos

tardios nos carcinomas papiliferos (p = 0.038) mas ndo nos foliculares (p = 0.825).

Foi possivel definir o grau de diferenciagdo do tumor em 108 casos, conforme

mostra a TABELA 7.

TABELA 7 - Frequiéncia em 108 casos de acordo com o grau de diferenciagio e tipo

histologico do tumor

Grau de Total Papilifero Folicular
Diferenciacido n (%) n (%) n (%)
Bem diferenciado 66 (61.1) 54 (72) 12 (36.4)
Moderadamente o3 (IR 18 (24) 13 (39.4)
Pouco diferenciado [l (10:2) 3@ 8 (242)
Total 108 (100) 75 (100) 33  (100)
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Notamos que entre os 75 casos de carcinoma papilifero 54 (72%) eram bem
diferenciados, 18 (24%) moderadamente diferenciados e 3 (4%) pouco diferenciados. Nos
33 casos de carcinoma folicular 12 (36.4%) eram bem diferenciados, 13 (39.4%)

moderadamente diferenciados e 8 (24.2%) pouco diferenciados.

A informagdo de metastase ao diagndstico foi possivel em 115 casos, sendo que 49
(42.6%) ndo apresentavam nenhuma metastase, 42 (36.5%) apresentavam apenas em
linfonodo regional e em 24 (20.9%) havia metastases a distincia, sendo que ocorreu
associagdo significativa entre metastase a distdncia ao diagnostico e tipo histologico
(p=0.001). Nao observamos associagdo significativa entre metastases em linfonodo (ao

diagnostico) e ocorréncia de eventos tardios - ecidiva ou metastases (p = 0.069).

As frequéncias da variavel metastases a distdncia ao diagnéstico, para cada tipo

histologico, estdo sumariadas na TABELA 8.

TABELA 8 - Frequéncia das metastases ao diagnostico de acordo com tipo histologico

Metdstases ao - TOTAL Papilifero Folicular
Diagnéstico a (%) R (%) n (%)
Nao apresentaram 49 (42.6) 30 (37) 19 (55.9)
Linfonodo Regional 42 (365) 40 (494) .2 {30)
Metastases a Distancia 24 (20.9) 11 (13.6) 13 (38.2)
TOTAL 115 (100) 81 (100) 34 (100)

O local e freqiiéncia das metastases a distdncia ao diagnostico, estdo listadas no

ANEXO 2.

Dos 135 pacientes iniciais, 3 perderam o seguimento apds a cirurgia e 132 foram
acompanhados por um periodo que variou entre 6 e 314 meses. Setenta e nove pacientes

(59.8%) foram considerados em remissdo, pois ndo ocorreu nenhum evento apés a cirurgia.
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Em 53 casos (40.2%) foram detectadas metastases a distincia ao diagnostico ou
aparecimento mais tardio e destes, 5 (3.8%) apresentaram regressio de metastases com a
radiodoterapia, 31 pacientes (23.5%) ndo apresentaram remissdo completa, em 14 (10.6%)
houve recidiva local ou detecgdo de metastases ¢ em 3 (2.3%) ocorreu morte em

decorréncia do tumor.

A TABELA 9 mostra as freqiiéncias da ocorréncia de eventos durante o seguimento.

TABELA 9 - Freqiiéncia da ocorréncia de eventos durante o seguimento de acordo com o

tipo histologico

Evento - Total Papilifero Folicular
. n (%) n (%) n (%)
Em remissdo 79 (59.8) 64 (67.4) 15 (40.5)
Regressdo de metastases 5 (3.8) S (57} B (0}
Sem remissdo completa 31 £23.5) 16 (16.8) 15 (40.5)
Recidiva ou metéstase 14 (10.6) 10 (105) 4 (10.8)
Morte 3 (23) 0 (0) 3 (8.1)
TOTAL 132 (100) 95 (100) 37 (100

Entre os 95 pacientes com carcinoma papilifero, 64 (67.4%) ndo apresentaram
metastases ou recidiva local, 5 (5.3%) tiveram desaparecimento das metastases
anteriormente detectadas e concentragdo sérica de tireoglobulina indetectavel, 16 (16.8%)
ndo apresentaram remissdo completa das metastases, 10 (10.5%) apresentaram recidiva
local ou aparecimento de metastases, sendo que neste grupo ndo ocorreu nenhum ébito pelo
tumor. Entre os 37 pacientes com carcinoma folicular em seguimento, 15 (40.5%) ndo
apresentaram recidiva local ou metastases, 15 (40.5%) que apresentavam metastases ndo
apresentaram remissdo completa, 10 (27%) apresentaram recidiva local ou aparecimento de

metastases e ocorreram 3 (8.2%) mortes pelo tumor.
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Durante o periodo de seguimento deste estudo, dos 37 casos de carcinoma folicular
22 (59.5%) apresentaram metéstases tardias, e dos 95 casos de carcinoma papilifero, 26
(21.3%).

Houve associagdo positiva entre a ocorréncia de eventos e o tipo histologico

(p=0.01).

Os locais e freqiiéncia de metastases a distancia tardias, detectadas nos pacientes

com carcinoma diferenciado da tiredide, durante o seguimento estdo no ANEXO 3.

Em um subgrupo de 63 casos, cujas caracteristicas estdo detalhadas no ANEXO 4,

foram realizadas as reagdes de imuno-histoquimica para PCNA e proteinas p53 e bel-2.

Os resultados das reagdes estdo resumidos nas TABELAS 10, 11 e 12.

TABELA 10 — Resultado das reagdes para PCNA de acordo com o tipo histolégico e o

grau de diferencia¢do do tumor

PCNA + PCNA — TOTAL
Papilifero  Folicular Papilifero Folicular
Bem Diferenciado - 16 5 20 1 42
Moderadamente Diferenciado 1 4 5 5 15
Pouco Diferenciado 0 5 0 1 6
TOTAL 17 14 25 7 63
' 31 (49.2%) . 32(50.78%) 63 (100)
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TABELA 11 - Resultado das reagdes para proteina p53 de acordo com o tipo histologico e

o grau de diferenciacio do tumor

pS3+ P53 TOTAL
Papilifero  Folicular Papilifero Folicular
Bem Diferenciado 5 2 31 4 42
Moderadamente Diferenciado 0 1 6 8 15
Pouco Diferenciado 0 2 0 4 6
TOTAL 5 3 37 16 63
10 (15.9%) 53 (84.1%) 63(100%)

TABELA 12 - Resultado das reagdes para bcl-2 de acordo com o tipo histolégico e o grau

de diferenciagio do tumor

Bel-2+ Bel-2— TOTAL
Papilifero  Folicular Papilifero Folicular
Bem Diferenciado 26 8 10 1 42
Moderadamente Diferenciado 4 9 2 0 15
Pouce Diferenciado & 5 0 1 6
TOTAL 30 19 12 2 63
49 (77.8%) 14 (22 .2%) 63(100%)

Nao encontramos associa¢dio positiva entre metastases ao diagnostico e PCNA
(p=0.556, p = 0.494); p53 (p = 0.223, p = 0.149); bel-2 (p = 0.889, p = 1.0), tanto nos

papiliferos quanto nos foliculares, respectvamente.

Nao observamos associagéo positiva entre ocorréncia de eventos e PCNA (p=0.466,
p = 0.485), p53 (p = 1.0, p=0.214); bel-2 (p = 1.0, p = 1.0), tanto nos papiliferos quanto

nos foliculares, respectvamente.

Foram realizados o teste Qui-quadrado ou o teste exato de Fisher para verificar a

existéncia de associacdo entre as variaveis: idade, sexo, cor, tamanho do nodulo, metastases
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de diferenciagdo.

Os resultados estdo resumidos na TABELA 13

exato de Fisher

ao diagnostico, ocorréncia de eventos, PCNA, p53 e bel-2 com o tipo histoldgico e o grau

TABELA 13 - Resultados das associa¢des segundo o teste Qui-Quadrado ou

Varidveis p-valor
Idade X Tipo Histologico pQ=0.001
Idade X Grau de Diferenciagio pQ =0.007
Sexo X Tipo Histologico pQ=0.361
Sexo X Grau de Diferenciacio pQ=0.841
Cor X Tipo Histologico pQ = 0.004
Cor X Grau de Diferenciagdo pF=0.032
Tamanho do nodulo X Tipo Histologico pQ =0.001
Tamanho do nodulo X Grau de Diferenciag¢do pQ=0.028
Metastase ao diagnostico X Tipo Histologico pQ =0.001
Metastase ao diagnostico X Grau de Diferenciagdo pF= 0.0002
Evento X Tipo Histologico pF=0.001
Evento X Grau de Diferenciagao pF = 0.001
PCNA X Tipo Histologico pQ =0.046
PCNA X Grau de Diferenciacao pQ =0.072
p53 X Tipo Histologico pF = 0.280
p33 X Grau de Diferenciagdo pF=1.00
bel-2 X Tipo Histolégico pF=0.114
bel-2 X Grau de Diferenciagdo pF =0.350

Foram realizados o teste Qui-quadrado ou o teste exato de Fisher para verificar a
existéncia de associa¢do entre as variaveis: idade, sexo, cor, tamanho do nddulo, PCNA,

p53 e bel-2 dos pacientes em estudo e do grupo controle.
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Os resultados estdo sumariados na TABELA 14

TABELA 14 - Resultados das associagdes segundo o teste Qui-Quadrado ou exato de

Fisher entre pacientes e grupo controle

Varidveis p-valer

Idade pQ =0.947
Sexo pF=0.170
Cor pF = 0443
Tamanho do nédulo pQ = 0.407
PCNA pQ=0.774
p33 pF=0.195
bel-2 pF = 0.025

Foram realizadas curvas de sobrevida para as variaveis sexo, idade, cor, tamanho do
nodulo, tipo histologico, grau de diferenciagdo, PCNA, p53 e bel-2, que estio mostradas
nas FIGURAS 3a 10.
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FIGURA 3 - Curva de sobrevida para 105 pacientes do sexo feminino (--) e 27
pacientes do sexo masculino (--).
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Podemos afirmar que as curvas de sobrevida dos grupos do sexo feminino e do
masculino diferem entre si.

Curva de Scbrevivéncia |

g 12 '

| =

2 1.0

g T RN,

3 8 1’% T .

- 8 e "

2 . b ,
o "

- S e

8 2 ' ) > 45

E -

T 00 . . ] " <=45 ,
0 S0 100 150 200 2350 300 |

Tempo (em meses)

|
(n=132;p=0.0004)

FIGURA 4 - Curva de sobrevida para 75 pacientes com idade < 45 anos (--) e 57 com
idade > 45 anos (--)

Podemos afirmar que as curvas de sobrevida dos grupos com idade < 45 anos e > 45
anos diferem entre si.
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FIGURA 5 - Curva de sobrevida para 77 pacientes com tamanho do nodulo <4 cm (--)
e 42 com tamanho do nédulo >4 cm (--)

Podemos afirmar que as curvas de sobrevida dos grupos com tamanho do nodulo
menor ou igual a 4 cm e maior que 4 cm diferem entre si.
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FIGURA 6 - Curva de sobrevida para 37 pacientes com o tipo histologico folicular (--)
e 95 pacientes com o tipo histoldgico papilifero (--)

Podemos afirmar que as curvas de sobrevida dos grupos com o tipo histologico
folicular e papilifero diferem entre si.
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FIGURA 7 - Curva de Sobrevida de acordo com o grau de diferenciag@o:
65 pacientes bem diferenciado (--), 29 pacientes moderadamente
diferenciado (--) e 11 pacientes pouco diferenciado (--).

Pela significdncia do teste ( p = 0.001) podemos afirmar que as curvas de sobrevida
dos grupos com carcinoma bem diferenciado, moderadamente diferenciado e pouco
diferenciado diferem entre si.
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FIGURA 8 - Curva de sobrevida para 30 pacientes com classificagio PCNA

negativo (--) e 30 pacientes com classificagio PCNA positivo (--)

Podemos afirmar que as curvas de sobrevida dos grupos com PCNA negativo e
PCNA positivo ndo diferem entre si.
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FIGURA 9 - Curva de sobrevida para 50 pacientes com classificacdo p53 negativo

(--) e 10 pacientes com classificacdo p53 positivo (--)

Podemos afirmar que as curvas de sobrevida dos grupos com classificagdo p53

negativo e p53 positivo ndo diferem entre si.
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FIGURA 10 - Curva de sobrevida para 13 pacientes com classificagdo bcl-2

negativo (--) e 47 pacientes com classificagdo bcl-2 positivo ()

Podemos afirmar que as curvas de sobrevida dos grupos com bel-2 negativo e bel-2

positivo ndo diferem entre si.

O resumo dos resultados das comparagdes entre as curvas de sobrevida estao

listados na TABELA 15.

TABELA 15 - Resultados das comparagdes entre as curvas de sobrevida

Variaveis p-valor (log-Rank)
Sexo p=0.0457
Cor p=0.1984
Idade p = 0.0004
Tamanho do Nodulo p = 0.0022
Tipo Histologico p=0.0014
Grau de Diferenciagdo p = 0.001
PCNA p = 0.6963
p33 p =0.2801
bel-2 p=0.8778
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Foi realizada Regressdo de Cox para Analise Univariada cujos resultados estdo na

TABELA 16.

TABELA 16 - Resultado da Regressdo de Cox para Analise Univariada

Variavel p-valor
Idade 0.0007

Sexo 0.0517

Cor 0.2075
Tamanho do Nodulo 0.0032
Tipo Histologico 0.0022
Grau de Diferenciagio 0.0027

Foi realizada analise de Regressio de Cox para Analise Multivariada utilizando

stepwise para o procedimento de sele¢do das variaveis, sumariadas na TABELA 17.

TABELA 17 - Resultado Final da Regressdo de Cox para Analise Multivariada

Varidvel Pardmetro SE. CHISQ p-valor Risco IC (95%)
SEXO 0.680205 0.34693 3.84411 0.0499 1.9474 (1.000; 3.897)
IDADE 0.857227 0.36873 5.40536 0.0201 2.357 (1.144; 4.855)

GRAUDIF 0.825411 0.35615 537119 0.0205 2.283 (1.136; 4.588)
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Pelos resultados apresentados observa-se que:

¢ Para os pacientes do sexo masculino o risco de ocorrer um dos eventos (Sem remisséo
completa, Metastase, Recidiva ou Morte) € 1.9474 vezes maior do que para os pacientes

do sexo feminino.

¢ Para os pacientes com idade >45anos o risco de ocorrer um dos eventos (Sem remissdo
completa, Metastase, Recidiva ou Morte) € 2.357 vezes maior do que para os pacientes

com idade < 45 anos.

¢ Para os pacientes com grau de diferenciagdo moderado ou pouco diferenciado o risco de
ocorrer um dos eventos (Sem remissdo completa, Metastase, Recidiva ou Morte) é

2.283 vezes maior do que para os pacientes com grau bem diferenciado.
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Embora o carcinoma da tiredide seja considerado um tumor raro, que em geral causa
poucas mortes, quando acompanhamos um grande nimero de pacientes com carcinoma
diferenciado de tiredide o que nos chama a atengdo ¢ a diferenga de comportamento entre

0s casos, durante a evolugio.

Existem controvérsias quanto ao tipo de cirurgia e seguimento, mas na populagdo
que estudamos todos os pacientes foram submetidos a tireoidectomia total seguida de dose
de "'Todo, quando havia restos de glandula no leito da tiredide, e reposi¢io de horménio

tireoideano (T4) em doses supressivas para 0 TSH (YOUNG et al., 1980).

Na literatura observa-se que alguns autores nio fazem distingdo entre carcinoma
papilifero e folicular enquanto que outros ressaltam a importancia do tipo histolégico
(TUBIANA ef al., 1985, GILLILAND e? al., 1997, SHAH et al., 1992, SIMPSON et ai
1987).

Segundo DONOHUE e al. (1984), e confirmado por MAZZAFERRI & JHIANG
(1994a), os fatores idade, sexo e estagio do tumor sdo mais importantes no prognostico do
paciente do que a classificagdo histopatologica de papilifero ou folicular (bem

diferenciados).

Por outro lado, o carcinoma folicular tem mortalidade mais alta do que o carcinoma
papilifero em pacientes mais velhos e em estagio mais avangado da doenga, fato também
observado por CADY et al. (1979). THORESEN e al (1989) mostraram que a sobrevida
nao difere em pacientes com carcinoma papilifero e folicular com idade e estagio do tumor
semelhantes ao diagnostico. Ao contrario, GILLILAND e ai. (1997) encontraram diferenca
na sobrevida de pacientes com carcinoma folicular e papilifero, mesmo quando pareados de
acordo com a idade e estagio ao diagnostico, enfatizando que 0s pacientes com carcinoma

folicular tém sobrevida menor do que os portadores de carcinoma papilifero. GREBE &
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HAY (1995) compararam as curvas de sobrevida de pacientes com carcinoma papilifero e
folicular e mostraram que existe diferenca entre eles, como também reportado por LOH ez
al. (1997). Em 1995, DeGROOT ef al., ressaltaram que a média de idade ao diagnéstico é
maior no folicular e que a morte pelo tumor ocorre mais cedo e € 2 vezes maior nesses

pacientes, entretanto o niimero de recorréncias ¢ maior no papilifero.

Em nossa casuistica a média de idade ao diagnostico foi maior no carcinoma
folicular e houve associagdo positiva do tipo histologico com as seguintes variaveis: idade
ao diagnostico, cor, tamanho do nédulo, grau de diferenciagdo, metastases ao diagndstico,
PCNA e ocorréncia de eventos, mostrando que existe um comportamento tumoral diferente

dependendo do tipo histolégico.

A idade ao diagnostico €, sem duvida, o mais importante fator prognostico
independente para todos os carcinomas diferenciados da tiredide. O risco de recorréncia e
de morte aumentam linearmente com a idade, segundo: CARCANGIU et al. (1985) apos os
40 anos, SIMPSOM ez al. (1987) apos os 45anos; SHAH e al. (1992) apoés os 50 anos;
MAZZAFERRI & JHIANG (1994) apos os 60 anos e SALVESEN et al. (1992) apos os 70

anos.

A literatura mostra que por ocasido do diagndstico os pacientes com carcinoma
papilifero t€m idade entre 30 e 50 anos e que o carcinoma folicular incide em pessoas mais
idosas, geralmente com mais de 50 anos. DeGROOT e al. (1990, 1995) descreveram picos
de incidéncia na 3* e 4* décadas para os carcinomas papiliferos e na 4% e 6° para o
carcinoma folicular. GREBE & HAY (1995), descrevem pico na 6* década para os
carcinomas foliculares.. HOLZER ef al. (2000) encontraram pico na 6° década para os
papiliferos e na 7* e 8* para os foliculares. Observamos, em nosso material, a existéncia de
picos na 3% e 5* décadas para o papilifero e na 6 e 7* décadas para o carcinoma folicular.
Verificamos que houve influéncia da variavel idade ao diagnéstico na curva de sobrevida,
concordando com os achados de CADY e al. (1979) e HAY ef al. (1990). Na populagio

em estudo a média de idade ao diagnostico foi maior nos carcinomas foliculares e houve
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assoclagdo positiva entre idade e tipo histologico. Notamos também que os nédulos foram
significativamente maiores no grupo com idade maior que 45 anos independente do tipo

histologico.

Encontramos na literatura referéncia a pior prognéstico para o sexo masculino.
Entretanto, alguns autores acreditam que esta diferenga nio esteja diretamente relacionada
a0 sexo, mas a média de idade mais elevada para os homens. Na populagdo estudada esta
diferenga ndo ocorreu: tivemos para o carcinoma papilifero a média de idade de 37.4 anos
para mulheres e 37.4 anos para homens e no carcinoma folicular a média de 54.7 anos para
as mulheres e 58 anos para os homens. Estudamos também a associagdo das variaveis
tamanho do nodulo e sexo, em cada tipo histologico, e ndo encontramos diferenga
significativa. Entretanto, encontramos influéncia da variavel sexo na curva de sobrevida,
fato também descrito por BYAR er al (1979), DeGROOT ef al (1990,1995)
SALVENSEN ez al. (1992), LOH et al. (1997). Quando fizemos a analise em separado pelo
tipo histologico, esta influéncia ndo foi evidente, mostrando apenas uma tendéncia nos

tumores papiliferos.

Segundo MAZZAFERRI & JHIANG (1994) existe uma relagio linear entre
tamanho do nodulo e recorréncia e entre tamanho de nédulo e mortalidade especifica pelo
tumor, tanto para os carcinomas papiliferos quanto para os foliculares. Na populagio em
estudo houve correlagio entre tamanho do nédulo e tipo histologico, apresentando os
carcinomas foliculares maior tamanho. Estudamos a variavel tamanho do nédulo para
verificar se havia diferenca entre o sexo masculino e o feminino e ndo encontramos
diferenca significativa. Estudando o tamanho do nédulo (de modo continuo) de acordo com
a faixa etaria, observamos que tanto no papilifero quanto no folicular os nédulos eram
maiores nos grupos com idade acima de 45 anos. Da mesma forma, tamanho do nédulo e
sexo em cada tipo histologico ndo mostraram diferenga significativa. Quando avaliamos a
influéncia do tamanho do nédulo na curva de sobrevida, notamos que existe interferéncia

desta variavel sobre a mesma.
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Na populagdo estudada observou-se associa¢do entre o grau de diferenciacdo do
tumor e o tamanho do nédulo, porém, quando analisamos este dado em separado para cada
tipo histologico ndo encontramos diferenga significativa. Encontramos associagdo entre o
grau de diferenciagdo e metastases ao diagnéstico, que permaneceu positiva tanto no
papilifero como no folicular quando analisados em separado. Observamos associagio
positiva entre o grau de diferenciagdo e a ocorréncia de eventos. Quando analisamos os
pacientes separados pelo tipo histoldgico, a associagdo foi positiva no grupo de carcinoma
papilifero mas ndo no de folicular. O grau de diferenciagdo foi significativo na curva de
sobrevida, seu valor foi significativo na analise univariada e representou fator de risco na

analise multivariada.

As metastases para linfonodos sdo freqientes no carcinoma papilifero,
principalmente nos pacientes na faixa etaria abaixo de 17 anos, mas pouco freqiientes no
carcinoma folicular (LARSEN, DAVIES, HAY, 1998). O valor prognostico é bastante
controverso, (TUBIANA et al.,1985; AKSLEN et al. 1991; MAZZAFERRI & JHIANG,
1994a; DeGROOT ef al. 1990; HAY 1990, 1993. Em 1996, GREBE & HAY comentam
que fica dificil concluir sobre a importancia da presenga de metastases para linfonodos ao
diagnostico no carcinoma folicular devido a sua raridade. Na populag¢do em estudo 49.4% e
5.9% dos pacientes com carcinoma papilifero e folicular, respectivamente, apresentavam
metastases em linfonodos cervicais ao diagnéstico. Nao foi observada associagdo entre

presenca de linfonodo e a ocorréncia de recidiva ou metastases.

As metastases a distancia estio relacionadas com a morte causada pelo tumor.
Porém, diferente do que ocorre em outros canceres, elas sio compativeis com sobrevida
bastante longa (SHAH et al., 1992). MAZZAFERRI & JHIANG (1994) estudaram 1 355
pacientes com carcinoma papilifero e folicular durante um longo periodo e mostraram que
nos pacientes que ndo apresentavam metastases a distancia ao diagnostico a morte em
decorréncia do tumor aconteceu em 6% dos papiliferos e 15% dos foliculares em 30 anos.

LARSEN, DAVIES, HAY (1998) mostraram que a presenga de metastases a distancia ao
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diagnostico nos pacientes com carcinoma papilifero ou folicular sempre indica pior
prognostico. Nestes pacientes a mortalidade causada pelo tumor varia de 36 a 47% em 5
anos, podendo chegar a 70% em 15 anos. LOH et al. (1997) estudaram pacientes que ndo
apresentaram metastases ao diagndstico e desenvolveram recorréncia. Mostraram que,
quando elas ocorrem, sdo detectadas com maior freqiiéncia nos primeiros 5 anos. Em
aproximadamente 15% do casos as metastases podem ser detectadas 10 anos apos o
tratamento inicial, € em alguns raros casos até 30 anos depois, justificando a necessidade de
seguimento durante toda a vida (SCHLUMBERGER & PACINI, 1999).

Encontramos associagdo entre a presenca de metastases ao diagnoéstico e o tipo
histologico. Estavam presentes em 13.6% dos papiliferos e em 38.2% dos foliculares.
Observamos também associagdo positiva entre metastases ao diagndstico e o grau de
diferenciagdo do tumor, ,tanto no folicular como no papilifero quando analisados

separadamente.

Encontramos associagdo positiva entre a ocorréncia de eventos e o tipo histologico e
também entre a ocorréncia de eventos e o grau de diferenciagio. Quando avaliamos o grau
de diferenciagdo em separado para cada tipo histolégico, a associagdo foi positiva para o

papilifero mas ndo para o folicular.

Quanto aos eventos tardios, nos foliculares ndo obtivemos desaparecimento de
metastases com radiodo e tivemos 8.1% de morte pelo tumor. Nos papiliferos encontramos
maior porcentagem de desaparecimento de metastases apos terapéutica com >'I e menor

porcentagem de recidivas.

Os estudos de SHIMIZU er al. (1993), utilizando técnica de IHQ, avaliaram a
expressao do PCNA nos tumores da tiredide e mostraram maior porcentagem de nucleos
positivos nos carcinomas mais agressivos, sugerindo que este resultado pudesse estar
relacionado com o comportamento clinico do tumor. Os estudos publicados posteriormente

ndo foram muito animadores quanto ao emprego do PCNA como fator preditivo de
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agressividade do tumor nos carcinomas diferenciados. LEITE et al. (1999) estudaram em
pacientes com carcinoma papilifero a expressio do PCNA. Avaliaram separadamente cada
um dos pardmetros utilizados no sistema M.A C.LS de score prognostico (M = presenga de
metastases; A = idade; C = tipo de cirurgia; I = invasdo local; S = tamanho do tumor) e
nao encontraram diferenga significativa em nenhum dos parametros avaliados. SILVA
FILHO ez al. (1999) encontraram correlagdo entre a porcentagem de positividade para o

PCNA e idade (> 40 anos) em pacientes com carcinoma papilifero.

Nos 63 casos estudados, foi observada expressio do PCNA em quase metade dos
casos (49,2%). A maior porcentagem encontrada (85.9%) correspondia a um caso de
carcinoma folicular pouco diferenciado. Quando comparamos a expressdao do PCNA deste

subgrupo e do grupo controle ndo houve diferenga estatisticamente significativa.

A expressdo do PCNA ndo mostrou influéncia na curva de sobrevida.

A imuno-expressdo da proteina p53 foi positiva em apenas 10 casos (15.9%) sendo
5 papiliferos (11.9%) e 5 foliculares (23.8%). A maior porcentagem de positividade
encontrada (88.5%) corresponde a uma senhora de 70 anos, com carcinoma folicular pouco
diferenciado, com varias metastases ao diagndstico, mas nio foi observada porcentagem
mais elevada nos demais casos de carcinoma com menor diferenciagdo histologica,
contrariando os achados de DONGHI et al. (1993), ITO et al. (1992), FAGIN et al. (1993),
PILOTTI et al (1993), DOBASHI et al. (1993), MATIAS-GUIU et al. (1996). Nao
encontramos associagdo significativa entre p53 e outras variaveis. Quando comparamos a
expressdao da proteina p53 deste subgrupo e do grupo controle nio houve diferenca
estatisticamente significativa. A expressdo da proteina p53 ndo mostrou interferéncia na

curva de sobrevida.

Em nosso material, o bcl-2, marcador de apoptose celular, mostrou-se positivo em
49 casos (77.8%), sendo 26 papiliferos bem diferenciados (61 .9%) e 4 menos diferenciados
(9.5%), 5 foliculares bem diferenciados (23.8%) e 14 menos diferenciados (66.7%),
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constituindo 73.8% dos tumores bem diferenciados e 85.7% dos menos diferenciados.
Nossos resultados foram concordantes com 0s obtidos por POLLINA et al (1996) e
BASSOLO ez al. (1997) que encontraram porcentagem semelhante para os carcinomas bem
diferenciados, mas discordantes para os tumores menos diferenciados, nos quais foi

constatada 100% de positividade.

Quando comparamos a expressio da proteina bel-2 do grupo com carcinoma
diferenciado da tiredide com os controles, verificamos que existe diferenga estatisticamente
significativa, porém nio ocorreu influéncia da expressao da proteina bcl-2 na curva de

sobrevida.

BASSOLO er al. (1997) também ndo observaram correlagdo significativa da

expressao do bel-2 quando avaliaram: idade, sexo, estagio TNM e sobrevida.

O estudo imuno-histoquimico feito em subgrupo de nossa casuistica nio conseguiu
demonstrar nenhuma alteragdo particularmente importante no prognostico da neoplasia de
tiredide. Foram feitas diversas associagdes entre variaveis, sem significdncia estatistica. Os
numerosos estudos em patologia molecular encontrados na literatura voltam-se
principalmente a interpretagdo do comportamento biologico dos tumores e nio para a sua

utilizagdo em fatores prognésticos.

Concluimos que os marcadores imuno-histoquimicos estudados nio mostraram
relagdo com o prognéstico dos carcinomas diferenciados da tiredide, neoplasias onde os

fatores anteriormente estabelecidos s3o os mais importantes.
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Para os pacientes do sexo masculino o risco de ocorréncia de eventos (remissao
incompleta, metastase, recidiva ou morte) foi 1.9474 vezes maior do que para as

pacientes do sexo feminino.

Para os pacientes com idade maior que 45 anos o risco de ocorréncia de eventos
(remissdo incompleta, metdstase, recidiva ou morte) foi 2.357 vezes maior do que para

os pacientes com idade igual ou menor que 45 anos.

Para os pacientes com grau de diferenciagdo moderado ou pouco diferenciado o risco de
ocorréncia de eventos (remissdo incompleta, metastase, recidiva ou morte) foi 2.283

vezes maior do que para os pacientes com grau bem diferenciado.

Os marcadores imuno-histoquimicos utilizados nio foram relevantes para a avaliacdo

do prognostico.

Os fatores que interferiram no prognéstico foram: idade ao diagnéstico, sexo, tamanho

do nédulo, tipo histologico e o grau de diferencia¢ao do tumor.

Conclusdes - 83 -



-85 -

SUMMARY



The data of 135 patients with thyroid differentiated carcinoma, from the Hospital das
Clinicas da UNICAMP, Endocrinology Service, were analysed in order to characterize this
population, to observe the frequence of clinical and anatomopathologic features and their
association with the prognosis.

The literature reports the interference of proto-oncogenes and tumor supressor genes in the
evolution of several neoplasias. We studied the PCNA expression as well as the p53 and
bcl-2 proteins, in some patients of our casuistry, in order to verify their possible
significance in the clinical evolution. The immunohistochemical studies were made
according to the technique of HSU ez af (1981), modified. The statistical analysis included:
the tests Fisher exact, qui square and Mann-Whitnney tests, and survival curves of Kaplan-
Meier and Log Rank. Univariate and multivariate analysis were used t0o0.

Our results showed: the thyroid carcinomas were follicular in 28.9% and papillary in
71.1%,; 78.5% were female and 21.5% were male; the age at diagnosis ranged from 9 to 76
years (mean=42.5; SD=17.1; median=43). Divided according to the histologic type, the 96
cases of papillary carcinoma were: 75 (78.1%) female and 21 (21.9%) male; 87 (90.6%)
white and 9 (9.4%) not white; 68 (70.8%) < 45 years of age and 28 (29.2%) older than 45;
the age at diagnosis ranged from 9 to 75 years (mean=33.3; SD= 154 median=35.5), as to
the follicular carcinomas we observed: 31 (79.5%) female and 8 (20.5%) male; 30 (76.9%)
white and 9 (23.1%) not white; 8 (20.5%) < 45 years of age and 31 (79.5%) older than 45:
the age at diagnosis ranged from 20 to 76 years (mean=55 4; SD=14.3; median=58).

The tumor size ranged from 0.4 to 11cm: in the papillary tumors from 0.4 to 7cm (mean=3:
SD=1.6, median=3) and in the follicular tumors ranged from 1.5 to 1lem (mean=5.5;
SD=2 4; median=5).
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We found significatant associations between: age and histologic type, age and
differentiation degree, tumor size and histologic type and between tumor size and
differentiation degree.

We found positive associations between: the presence of distant metastases at the time of
diagnosis and follicular type and differention degree. In addition, there was also association
between occurrence of events (metastases regression, incomplete remission, recurrence or
metastases and death) and follicular type, as well as with differentiation degree.

Comparing the survival curves (Log Rank) we see the influence of the variables: age,
nodule size, histologic type, differentiation degree.

Using the univariate analysis, the variables age, tumor size, histologic type and
differentiation degree can better explain the occurrence of events.

On the order hand, multivariate analysis showed that sex, age and differentiation degree
were the more important factors, when we study the occurrence of events.

In 63 patients from our population, 42 papillary carcinomas and 21 follicular carcinomas,
we evaluated the PCNA expression, as well as the p53 and bcl-2 proteins, searching
correlation with the prognosis.

We concluded that the markers we sudied do not influence the prognosis of the
differentiated thyroid carcinoma and that in these neoplasias the factors previously
established (age, nodule size, histologic type, differentiation type) are still the most

important.
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ANEXO 1

CA DE TIREOIDE - ENDOCRINOLOGIA

Nome: HC:

DatadeNasc. /[ Datada 1o Consulta:__ /  /

Cor: Sexo: Masc. ( ) Fem. ( ) Profissdo:

Procedéncia: Idade no Diagnostico:

MOTIVO DA CONSULTA

( ) Nodulo: (descrever) ( ) Bécio: (descrever)

T3 T4 LT4 TSH AcMc AcTG
Tireopatia na Familia Sim ( ) Nao( )

Radiag@o no Pescogo Sim ( ) Nao( ) Tabagismo Sim ( ) Nao ()

ULTRASOM: (__/ /)

CINTILOGRAFIA: ( / / )

BAAF,data(_ / / ), nodacito
diagnostico:

CIRURGIA: (_ / | ) UNICAMP: Sim ( ) Nao ( )

Congelacao:
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ANATOMO PATOLOGICO: data /| no pT N M

Diagnostico Tam Nédulo:

PCL: £ .t

Dose Radioiodo: / J

Data

Tg

AcTg

LT4

TSH

Dose Med.
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ANEXO 2

TABELA 1 (A2) - Local e a frequéncia das metastases ao diagnostico dos carcinomas

diferenciados
LOCAL N %
Pulméo 9 37.5%
Pulmdo e osso T 2%
Osso 6 25.0%
Hepatica 1 4.2 %
Mediastino 1 42 %
TOTAL . 24  100%

Foi realizada a mesma analise com os pacientes em separado pelo tipo histologico.

TABELA 2 (A2) Local e a freqiiéncia das metastases a distancia ao diagnostico dos
carcinomas papiliferos

LOCAL N %
Pulmao 6 54.5%
Pulm@o e 0sso0 3 273 %
Hepatica 1 9.1 %
Mediastino o 9.1%
TOTAL 11 100 %

TABELA 3 (A2) Local e freqiiéncia das metastases a distancia ao diagnostico dos
carcinomas foliculares

LOCAL . N Ve .
Osso 6 46.1 %
Osso e pulmdo -4 30.8%
Pulmio 3 23.1%
TOTAL i 100 %
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ANEXO 3

TABELA 1 (A3) Local e a freqiiéncia das metastases tardias dos carcinomas papiliferos

- LOCAL N %
Pulmio 7 26,9
Pulméo e 0550 | 4 15,4
Pulmao e Recidiva local 4 15,4
Pulméo e Mediastino 2 7.7
Recidiva Local 5 19,2
Recidiva Local +Linfonodo 1 3.8
Linfonodo 2 7.7
Cérebro+ 0sso 3 3,8
TOTAL 26 100%

TABELA 2 (A3) - Local e a frequéncia das metastases tardias dos carcinomas foliculares

LOCAL N - %
Pulmio 5 26,3
Pulmio e 0sso 5 26,3
Osso 4 21,1
Recidiva Local 2 10,5
Recidiva Local + Osso 1 53
Recidiva Local +Linfonodo 1 5.3
Recidiva local +Cérebro o0sso 1 53
TOTAL 19 100
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ANEXO 4

TABELA 1 (A4) —  Distribui¢do de 63 pacientes com carcinoma de Tireoide

de acordo com sexo e cor

Feminino Feminino Masculino  Masculino

Branco  Nio Branco Branco  Nio Branco TOTAL

Papilifero 26 2 13 1 42

Folicular - 10 S 3 b =21

TOTAL 36 (57.1%) 9(143%) 16(254%)  2(3.2%) 63

TABELA 2 (A4) — Distribuigdo de 63 pacientes com carcinoma de Tireodide ,
de acordo com a faixa etaria e sexo
Feminino  Masculino ~ Feminino ~ Masculino

kN <48 T oSG >45a TOTAL
Papilifero 17 9 11 5 42 (66.7%)
Folicular 3 1 14 2 21 (33.3%)

TOTAL 20 (31,7%) 10 (15,9%) 25 (39,7%) 8 (12,7%) 63 (100%)
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TABELA 3 (A4) - Distribuig¢do de 63 pacientes de acordo com a medida do tecido

Ca Papilifero
Ca Folicular
TOTAL

neoplasico
< 4cm >4 cm TOTAL
33 9 42
6 15 21
39 (61,9%) 24 ( 8,1%) 100%

TABELA 4 (A4) - Distribuigdo de 63 pacientes de acordo com o grau de diferenciagdo

Grau de diferenciacdo

Bem diferenciado

Moderadamente

Pobremente
Total

tumoral
Papilifero Folicular Total
36 6 42 (66,6 %)
5 | 9 151 (28,7%)
0 6 6 (9,52 %)
42 . 21 63 (100%)
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ERRATA

Pg 32 linha 15
Onde se 1é -SOARES, CAMESELLE-TEIJEIRO, SOBRINHO-SIMOES (1993) leia-se
SOARES, CAMESELLE-TEIJEIRO, SOBRINHO-SIMOES (1994).

Pg 33 linha 1
Acrescentar Referéncia : DOBASHI et al. (1994)

Pg 34 linha 15
Onde se 1€ -NGAN et al. (1993) leia-se NGAN et al. (1988).

Pg 46 linha 10

Onde se 1€ - O tempo de seguimento foi considerado em meses apos o diagnéstico, leia-se
O tempo de seguimento foi considerado em meses apds o diagnéstico e variou entre 6 e
314 meses.

Pg 73 linha 14
Onde se ¢ MAZZAFERRI & JHIANG (1994a) leia-se MAZZAFERRI &JHIANG (1994).

Pg 76 linha 14
Onde se 16 MAZZAFERRI & JHIANG (1994a) leia-se MAZZAFERRI & JHIANG (1994).

Pg 93 linha 10

Onde se lé- CELIS, JE; BRAVO, R ; LARSEN, PM FEY, SJ. - Cyclin: a nuclear
protein whose level correlates directy with the proliferative state of nornal as wel as
transformed cells. Leuk. Res., 8:143-157, 1984 leia-se normal.

Pg 95 linha 18
Onde se lé- GREBE, SK G.& HAY, I.D - Follicular thyroid cancer. Endocrinol. Clin.
Metab. North. Am., 24(4):761-801, 1995 leia-se Endocrinol. Metab Clin.. North. Am

Pg 96 linha 11
Onde se 1é- HEDINGER, WILLIAMS, SABIN, (1988) leia-se HEDINGER, WILLIAMS,
SOBIN, (1988).

Observacao
Apos a pg 114 estao colocadas 2 Planilhas com os dados de todos os pacientes estudados.



