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RESUMO

O céancer diferenciado de tiredide (carcinoma folicular ¢ papilifero) geralmente possue bom
prognésiico.

O Sistema utilizado para estadiamento destes tumores ¢ o Sistema TNM, proposto pela
UICC (Unido internacional Contra o Cdncer). Este Sistema baseia-se na extensio anatdmica da
doenga, dividindo-a em estadios. O prognoéstico dos tumores esté diretamente relacionado ao
gstadior quanto mais avangado, pior o progndstico. Esta correspondéncia clinica € observada em
todos o tumores da regifio da cabega e pescogo onde este Sistema € utilizado. Entretanto, pama os
tumores diferenciados da tiredide, este sistema ¢ inadequado, pois observa-se que pacientes e
tumores em condi¢des similares, com estadios similares ¢ tratamento similares, tem evolugBes
diferentes.

A deteccdo da proteina p53 em células tumorais tem sido associada a mau prognéstico em
alguns tipos de tumores.

Em células que apresentam o DNA danificado o gene p53 medeia a interrupgdo do Gl e
retarda a entrada na fase S, facilitando o reparo do DNA, e, ao mesmo tempo induz a apoptose,
prevenindo desta forma, a propagacio de células que apresentem alteracdes gendmicas estaveis. O
gene p53 esta perdido ou mutado em varios tipos de tumores.

A mutago do gene p53 leva a estabilizacio e ao aumento da meia-vida da proteina p53 e
esta associada com o acumulo desta proteina no micleo das células tumorais. A marcagio
imunologica da proteina p53 ¢ desta forma, um meio indireto de detectar o gene p53 mutado.

O presente estudo avaliou o valor do p53 no prognéstico dos tumores diferenciados da
tiredide, correlacionando-o com o estadiamento pelo Sistema TNM, estudando os seguintes
pardmetros: a} nimero de procedimentos cirfirgicos necessarios para o controle da doenga; b)
necessidade de associagdo do esvaziamento cervical a tireoidectomia; ¢) necessidade de associar a
resseccio de estruturas cervicais, d) sobrevida.

Apé6s revisio de laminas, 43 casos foram levados 4 imunocoloragiic com ¢ anticorpo anti-
pS3 (Novacastra, UK), utilizando-se o método de imunoperoxidase indireta (método Avidina-
Biotina}.
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Foram positivos para imunocoloracio do p53 25 casos ¢ negativos 18. A distribuigfo enfre
o0s dois grupos quando analisado sexo, idade, tempo de seguimento, tipo histolégico e estadiamento
pele Sisterna TNM | foi semelhante.

O nfimero de procedimentos cirirgicos realizados no grupo de pacientes p53(+) foi de
44/25(média 1,76 por paciente), enquanto que no grupe pS3(-) foi de 22/18 {média 1,22 por
paciente).

No grupc de pacientes p53(+) foi necessario realizar o esvaziamento cervical em alguma
fase do tratamento em 13/25 pacientes (52%), enquanto que no grupo p53(-) foi de 4/18 (22%).

Estruturas cervicals foram ressecadas em 7/25 (28%) pacientes p53(+), enguanto que no
grupo p53(-) {o1 necessario em 3/18 (17%)).

Dentre 0s 43 casos estudados, 2 morreram por outras causas. Nos pacientes p33(+) 8/24
{33%) morreram em conseqgii€ncia ao cancer de tiredide, enquanto que no grupe p33(-) 2/17 (12%,).

No presente estudo, a imunocoloragio para a proteina p33 foi o fator preditivo mais
fidedigno na avaliacfio do prognostico do céncer de tiredide.

Os pacientes p53(+) apresentaram doenga mais agressiva ¢ mortalidade mais alta do que os
pacientes p53(-).

A detecglio por coloragiio imunohistoquimica da proteina p53 em pacientes portadores de
cincer diferenciado de tiredide pode se tornar no método mais efetivo para antecipar o prognéstico

desta doenca, com maior acuracidade inclusive que o Sistema TNM.
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ABSTRACT

The differentiated thyroid cancer (papilary and folicular) usually has good prognosis.

The Systern used for the stagement of these tumeors is the TNM System, proposed by the
TUAC (International Union Against Cancer). This System is based on the anatomical extension of
the disease, dividing it in stages. The prognosis of the tumors is directly related to the stage: how
more advanced, worse the prognosis. This clinical correspondence is observed in all the tumors of
the head and neck region where this system is used. However, for the thyroid tumors, this system is
inadequate, as if is observed that patients and tumors in similar conditions, with similar stages and
similar treatment have different evolutions.

The detection of the p53 in tumorous cells have been associated to a poor prognosis in some
kinds of tumors.

In cells that present damaged DNA the p353 gene mediates the interruption of the G1 phase
and retards the entrance in the S phase, facilitating the mending of the DNA, and, at the same time,
it induces the apoptosis, preventing this way, the propagation of the cells that present stable
genomic alterations. The p53 gene is lost or muted in various kinds of tumors.

The mutation of the p53 gene leads to the stabilization and to the increase of the half life of
the pS3 protein and it is associated with the accumalation of the protein in the nucleus of the
tumorous cells. The immunologyc coloration of the p53 protein is then indirect means of detecting
the muted p53 gene.

The present study analyzed the value of the p53 in the prognosis of the differentiated cancer
of the thyroid gland, correlating it to the stagement by the TNM system, studying the following
parameters: a) number of surgical procedures necessary to control the disease; b) the necessyty to
associate neck dissection to the thyroidectomy; ¢) the necessity to associate the resection of the
cervical structures; d) Survival.

After reviewing slides, 43 cases were taken to the immunocoloration with the anti-p33
antibody (Novacastra, U. K), using the indirect immunoperoxidase method (Avidina-Biotina).

In these 43 cases, 25 were positive for the immunocoloration of the p53, and 18 were
negative. The distribution between the two groups was similar when Sex, age, follow-up time,
histologycal type and stagement by the TNM system.
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The number of surgical procedurss done in the group of patients p33(+) was of 44/25
{average 1.76), while in the group p53(-), it was of 22/18 (average 1.22),

In the group of patients p53(+), it was necessary to make neck dissection in some phase of
the freatment in 13/25 patients (52%), while in the group p53(-), it was made i 4/18 (22%) of the
patients.

Resection of cervical structures was necessary in 7/25 (28%) of the patients p53(+), while in
the group p353(-), it was made in 3/18 (17%) of the patients.

Among the 43 studied cases, 2 died of other causes. In the patients p53(+), 8/24 (33%) died
as a consequence of thyroid cancer, while 2/17 (12%) died of i in the group p53(-).

in this study, the immunocoloration for the p53 protein was the most trustworthy predictive
factor in the evaluation of the thyroid cancer prognosis.

The group p53(+) patients presented more agressive disease and higher mortality than the
p53(-) patients.

The detection by immunohistochemical coloration of the p53 protein in patients with
differentiated thyroid cancer can became the most effective method to anticipate the prognosis of
this disease, with higher accuracy than the TNM System.
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L INFTRODUCAO

O cincer da glindula tiredide € uma doenca relativamente rara, correspondendo a
1% dos tomores que afetam os seres humanos. Histologicamente ¢ céncer de tiredids €
classificado em 4 grupos principais: a) papilar, b) folicular, ¢} medular, d) anaplésico. Os
tipos papilar ¢ folicular séio também denominados de carcinomas diferenciados da tiredide
(CDT) e geralmente possuem excelente prognéstico, embora possam evoluir com recidiva
precoce € mau prognostico (Nishida ef al, 1996). Representam 80-90% dos tumores
malignos da tiredide. O tipo anaplasico também costuma ser denominado de indiferenciado
com comportamento muifo agressivo ¢ invaridvelmente fatal. Felizmente, sua incidéncia €
baixa representando em torno de 5-10% dos tumores que afetam a gldndula tiredide

. O carcinoma medular pertenceria a um grupo intermedidrio aos antenores quanto
a0 seu comportamento biologico e sen prognéstico. A incidéncia deste tumor € em torno de
10%.

O sistema TNM(sigla internacional em inglés onde T= tumor, N= node, M=
metastasis) de classificagfo dos tumores malignos foi desenvolvido a partir de grupos de
estudo nomeados pela UICC (Unido Internacional Contra o Cdncer). Este sistema baseia-
se na extensdo anatdmica da doenca, dividindo-a em estadios. A pratica de se dividir 0s
casos de cancer em grupos, de acordo com os chamados estadios, surgiu do fato de que as
taxas de sobrevida eram maiores para 0s ¢asos nos quais a doenga era localizada, do que
para aqueles nos quais a doenga tinha se estendido além do 6rglo de origem. Esses grupos
eram fregiientemente referidos como casos iniciais e casos avangados, inferindo alguma
progressdo regular com o passar do tempo. O sistema TNM tem como objetivos principais:
a) dar alguma indicacio do prognostico do cancer; b) ajudar o profissional no planejamento
do tratamento; ¢) ajudar na avaliagdo dos resultados de tratamento; d) facilitar a tfroca de
informagbes entre os centros de tratamento( Sobin LH, Ed. Atlas TNM- classificacdo dos
tumores malignos, 1998).

A classificagdo do sistema TNM tem sido o fator mais importante na estimativa do
prognédstico em pacientes com cincer de cabeca ¢ pescogo. Entretanto, para os tumores da

tireoide, este sistema (Quadro 1) ¢ inadequado , pois observa-se que pacientes € tumores em



Quadre 1- Resumo da classificacio clinica dos tumores diferenciados da tiredide
pelo Sistema THNM. ( Sobin LH, Ed. Atlas TNM classificagiio dos tumores malignos.
Ministério da Saude, Rio de Janeiro, 1998, pag. 54)

TNM- Classificacio Clinica- Tiredide

T- Tumor Primdrio
Tx O tumor primaric ndo pode ser avaliado.
T0 Nao ha evidéncia de tumor priméario.
T1 Tumor com 1 cm ou menos em sua maior dimensio, limitado a tiredide.
T2 Tumor com mais de 1 om ¢ at¢ 4 cm em sua maior dimensio, Hmitado 3 tiredide.
T3 Tumor com mais de 4 cm em sua maior dimenso, Hmitado & tiredide.
T4 Tumor com qualquer dimensio, estendendo-se além da cépsula da tiredide.

N- Linfonodos Regionais
Nx Os linfonodos regionais ndo podem ser avaliados.
NG Auséncia de metastase em linfonodos regionais.
N1 Metastase em linfonodos regionais
Nila Metastase em linfonodo(s) cervical{ais) homolateral(ais).
Nib Metastase em linfonodo(s) cervical(ais) bilateral(ais), medial(ais) ou contra-
Lateral(ais), ou em linfonodo(s) mediastinal(ais).

M- Metastase a2 Distincia
MX A presenca de metastase a distdncia n3o pode ser avaliada.
MO Auséncia de metastase a distincia.
M1 Metastase a disténcia.

Papilifero ou Folicular

Abaixo de 45 anos

Estadio I Qualquer T Qualquer N M0
Estadio I Qualquer T Quaiquer N M1
45 anos ou mais
Estadio | T1 NO MO
Estadio I T2 NO MO
T3 NO MO
Estadio III T4 NO MO
Qualquer T NI MO
E

Estadio TV Qualquer T Cualguer N M1




condicOes similares, com estadios e tratamento similares, tem evoluges diferentes
{Caminero ef al, 1996).

Esta deficiéncia do Sistema TNM gerou indmeros estudos para identificag8o dos
fatores prognosticos relacionados ao cimcer de fireGide. Sistemas escorss tem sido
conduzidos com o objetivo de obter parfmetros mais acurados para antever a evolugio dos
CDT { Tubiana ef al., 1985; Carcangiu er @f, 1985; Simpson ef ol , 1987, Mazzafer,
1987, Akslen, 1993; Godballe er al, 1994). Estes sistemas baseiam-se na avaliagio da
idade, presenca ou auséncia de doenga extra-tiroidiana, presenga ou auséncia de metastases
cervicais, presenga ou auséncia de metastases 2 disténcia, graduacfio histologica etc...

(uando algurna destas alterages € defectada € dado um escore { 1, 2, 3 ou 4 pontos)
e assim sucessivamente. Quanto mais alta for a soma destes escores, tanto pior sera o
prognéstico. Todavia, nenhum destes sistemas conseguiu estabelecer de forma
incontestdvel um método para a avaliagio progndstica do CDT.

O conhecimento prévio da provavel evolugio de um CDT é crucial pois, permitira o
tratamento seletivo destes tumores, evitando-se condutas teraputicas agressivas para
tumores com provavel evolugiio indolente e benigna, e, em contrapartida, evitar terapias
inadequadas para tumores que antecipadamente sabemos que terdo evoluglio agressiva.

Os recentes progressos na imunohistoquimica ¢ nas técnicas para sequenciamento
do DNA abrem a perspectiva da obtencio de novos e mais acurados métodos prognosticos
{Godballe et al., 1998).

A detecclo da proteina p53 em pacientes portadores de tumores de mama e de
estdbmago correlaciona-se com mau prognéstico, ocorrendo diminuigio do intervalo livre de
doenga (Simon ef al., 1994).

Dentre um dos possiveis métodos para avaliagiio do prognostico do CDT, esta a

detecgdo da proteina p33.

1 Gene pS3
O gene p53 localizado no cromossomo 17 (Setzen et al, 1997), codifica uma
fosfoproteina nuclear de 53 kDa. Este gene ¢ responsavel pela tradugfo de uma proteina

nuclear que liga-se ao DNA ¢ regula a transcrigo e a replicagéo celular (Koch er al,, 1994).



O p53 regula a replicagfio € o crescimento celular, ativando a traducfo de uma
proteina de 21 kDa que bloquela a divisfic celular( Evans ef al, 1992), bem como 2
transcricio do gadd4S ( Pan er al. ,1996), uma proteina gue estimula o reparo do DNA. Esta
bem documentado o seu papel na apoptose (Yonish-Rouach ef o/, 1993, Bennett of al.,
1998), ou seja, na morte celular programada, especialmente na ruptura da cadeia do DNA.
Isto gerou a teoria que © papel da proteina p53 em células fisiologicamente normais, ¢
impedir a proliferacdio de células que tenham sofrido mutacéio, através da interrupgio do
ciclo celular, ganhando tempo e fazendo entdio, o reparo do DNA( Levine, 1997). Esta
hipétese ganhou suporte pela observacio gue linhagens tumorais de gene p53 mutante se
superexpressam em proteinas defeituosas ¢ em muitos casos mostram resisténcia a terapias
genotoxicas como por exemplo radiagdio ¢ quimioterapicos (Pan ef ¢f., 1996).

Recentes estudos sugerem que um dos papéis mais critices da proteina p53 ¢ mediar
duas respostas celulares diferentes apos a exposiciio do DNA a estimulos que o danifiquem,
tais como radiages ionizantes € 0s agentes quimioterapicos: apds o dano ao DNA, a
proteina p53 medeia a inferrupcdo de Gl ¢ retarda a entrada na fase S ( Narimatsu et
al.,1998) , facilitando o reparo do DNA através do alongamento do tempo para que ocorra o
reparo, antes da replicagdo do DNA, ¢, ao mesmo tempo, induz & apoptose, prevenindo
desta forma, a propagacdo de células que apresentem alteragOes gendmicas estiveis
{Yonish-Rouach er al., 1993; Zedenius ef al., 1996; Narimatsu ef al., 1998; Kroveld ef
al.,1998).

O desenvolvimento de tumores ocorre em multiplos passos, seja pela ativagio dos
oncogenes ou pela inativacio dos genes supressores tumorais {Yoshimoto er al., 1992;
Simon ef al., 1994, Wang er al., 1998). Estd bem determinado que estas alteragdes resultam
num incremento da proliferagio celular ( Wood er al, 1997). Evidéncias recentes sugerem
que a regulagdo genética da apoptose tem importéncia critica durante a tumorogénese € que
0s oncogenes e 0s genes supressores tumorais podem regular a susceptibilidade das células
que vido a apoptose. Assim, a proteina p53 pode potencialmente desempenhar diferentes
papéis em varlos estagios do processo da doenca (Nakamura ef al., 1993; Pan et al., 1996).

Os genes supressores tumorais tem como fungfo regular negativamente a
proliferagiio celular. Sua inativagiio seja por deleciio ou mutagfo, resulta em perda da
func8o e a conseqiiente replica¢do celular desenfreada. O papel da proliferacio celular no



prognéstico dos tumores de cabeca e pescogo permanece incerto. Alguns estudos mostram
que tumores com alto indice de proliferacfo celular tem bom prognéstico, enquanto que
outros estudos demonstram exatamente o oposto (Kropveld ef al., 1998).

A alteragio genética mais freqilentemente encontrada nos tumores de humanoes € a
do gene supressor tumoral pS3 (Yoshimoto er ol., 1992; Simon ef al, 1994; Pan ef ai., 1996;
Caminero ef al., 1996}

A introdugio do gene selvagem da p53 em células alteradas, € capaz de reverter ¢
fenétipo tumorogénico e pode bloquear a proliferagiio destas celulas. Por outro lado, a
introduciic do gene p33 mutado em células ndo-tumorogénicas com deficiéncia da proteina
p53 selvagem, incrementa a capacidade neoplasica destas células (Simon ef al., 1994).

O gene p53 ests freqiientemente perdido ou mutado em tumores de varios Orgdos
como cblon, mama, pulmio, cérebro e ovarios bem como os cinceres que afetam a regido
da cabeca e pescoce (Fagin ef al., 1993; Koch er al., 1994; Nishida e al., 1996, Setzen ef
al., 1997). A freqiéncia das mutagBes do p53 aumenta com a progresséo do tumor de pré-
invasivo para invasivo (Donghi et al., 1993; Boyle et al., 1993; Nogueira e/ al., 1998).

Qs locais do gene onde ocorrem as mutagdes, sio em regides extensas da molécula
do DNA, representadas por centenas de pares de bases, porém, em 95% dos casos estao
localizadas nas regides dos exons 5 ao 8 (Yoshimoto ef al., 1992).

A mutacfio do gene p53 leva 4 estabilizagio e ao aumento da meia-vida da proteina
p53 e esta associada com o actmulo desta proteina ne nucleo de células tumorais (Kropveld
et al., 1998). A marcacfio imunologica da proteina p53 ¢, desta forma, um meio indireto de
detectar o gene p53 mutado (Caminero ef al., 1996},

Dobashi ef al. (1993) relatam que foram positivos para imunomarcagio da proteina
p53 12% dos casos de carcinomas bem diferenciados de tiretide, 41% dos pouco
diferenciados € 64% dos indiferenciados. Nishida er a/. (1996) encontraram positividade
em 18% dos carcinomas bem diferenciados e 56% dos pouco diferenciados.

O papel do p53 no progndstico do céncer diferenciado da tiredide ndo estd

inteiramente claro e permanece para ser completamente estabelecido (Ruter ef al., 1996).



I OBJETIVOS

O presente estudo objetivou avaliar o valor da proteina p53 no prognéstico dos tumores
diferenciados da tiredide, correlacionando-c com o estadiamento pelo sistema TNM,
analisando o5 seguinies pardmetros. a) nimerc de procedimentos cirlirgicos necessarios
para o conirole da doenga; b} necessidade de associaglio do esvaziamento cervical 4

tiroidectomia; ¢) necessidade de associar a ressecgdo de estruturas cervicais; d) sobrevida.



II1 MATERIAIS E METODOS

1. Selegfio de casos

Foram revisados os registros da Clinica Fogaca {entidade privada, especializada em
cirurgia de cabega © pescogo) de 260 pacientes tratados cirurgicamente por doengas da
tire6ide no periodo de janeiro de 1984 2 janeiro de 1998,

Estes registros estavam armazenados em programa computadorizado (Access-
Microsoft) e constavam os seguintes dados: numero do registro, nlimero do registro
hospitalar (same), idade, sexo, cid, estadiamento, data da cirurgia, tipo de cirurgia, laudo
histopatologico, complicagbes pos-operatGrias, data da (Gltima consulta, estado atual,
recidiva, data da recidiva, ébito-causa, nome, enderego, cidade, ntmero telefone € meédico
gue encaminhou (este banco de dados esta parcialmente repreduzido em anexos, paginas).

Dentre estes, 63 pacientes eram portadores de neoplasias malignas da glandula
tiredide. Histologicamente estavam divididos em: carcinoma papilifero 30 (43%),
carcinoma folicular 18 (29%), anaplasico 10 (16%), medular 3 (5%) e outros 2 (3%).

A conduta cirtirgica usualmente praticada foi a tireoidectomia total para o CDT.

O esvaziamento cervical so foi realizado conjuntamente com a tirecidectomia nos
casos em que os linfonodos eram clinicamente positivos a palpagdo. O tipo de
esvaziamento foi o modificado (preservagio miusculo esterno-cleido-mastoideo, veia
jugular interna € nervo espinhal) e com o esvaziamento dos aiveis II, III, IV. O
esvaziamento da cadeia recorrencial {paratraqueal) sempre foi associado.

Nos pacientes em que havia doenga extra-tircoidiana com envolvimento de
estruturas anatOmicas cervicais (musculo, nervo, pele, etc..), estes também foram
ressecados.

Os pacientes que apresentavam doenca extra-tireoidiana ou linfonodos
comprometidos, o tratamento foi complementado com iodo radioative.

A rotina para seguimento destes pacientes foi o de duas revisdes anuais até
completar 5 anos de acompanhamento €, apos, uma revisfo anual até completar 10 anos de
acompanhamento. Alguns pacientes haviam abandonado o seguimento ¢ foram contatados
através de telefone ou carta. A maioria retornou ao controle. Outros, 0 contato foi atraves

de seus médicos assistentes (endocrinologista) , que atualizaram as informages.



Foram levados 2 estudo somente os casos de CDT (papilar e folicular), num total de
48 ¢asos. Dois casos foram excluidos por nfio serem encontrados 0s blocos de parafina , um
caso por apresentar doenga disseminada sendo que o tratamento realizado foi paliativo ¢
nfo com infengfo curativa € outro casc por perda de seguimento. Os restantes 44 casos
foram levados a analise, iniciando com a revisio de JAminas pela coloragio com
hematoxilina-eosina. Destes, wm caso foi excluido por mudanca no diagndstico ( papilar
para medular), restando portanto 43 casos a serem estudados através da imunocoloragio

pelo antigeno anti-p33.

2. Caracteristicas dos pacientes

Trinta e sete (86%) pacientes eram do sexo feminino e 6 (14%) do sexo masculino.

Predominou do tipo histologico papilar com 29 casos (68%) e 14 (32%) do tipo
folicular, A meédia de idade foi de 46,2 anos e os pacientes foram acompanhados , em

média, por 5,8 anos.

3. Confeccao das liminas coradas com hematoxilina-eosina
Os blocos de parafina com material fixado previamente em formol & 10% foram
resgatados ¢ realizados novos cortes de 5 micrometros. Foram confeccionadas 5 laminas
para cada caso, como segue:
a) desparafinizagdo dos cortes em cinco trocas de xilol (em estufa a 60° C)
b) hidratagéo em seis banhos de alcool (5 minutos cada)
2 banhos de alcool absoluto;
1 banho em dicool 90%;
1 banho em slcool 80%;
¢) lavagem em agua corrente;
d) colocagiio em Hematoxilina de Harris por 3 minutos;
e) colocaciio em solucfo de eosina alcdolica por 1 minuto;
f) banho em alcool 70%, 80%, 90% ¢ alcool absoluto {desidratagio);
g) clarificacfio em xiiol (2 trocas);

h) montagem das laminas em balsamo do Canadé.



3. Revisdo das l8minas

Todos os casos foram revisados através de estudo morfolégico, seguindo os critérios

descritos por Rosat ef ol (1992). Apenas um caso teve seu diagnéstico modificado de

carcinoma folicular para medular. Este caso também foi excluide. Os restantes 43 casos

foram para ¢ estudo com imunocoloragdo com anticorpo anti- pS3.

4. Confeccio das laminas para estudo imunohistoquimico

Fot utilizado o método da imunoperoxidase indireta (método Avidina-Biotina) com

o anticorpo anti-p33 (Novacastra, U.X), como segue:

1

2)
3)
4)
3)

6)
7)
8)
9)

cortes de trés micrémetros em lmina “filmads” com silano lHguido.
Cada l&mina possuia um fragmento conirole positive (Figura 1) para o
anticorpe anti-p53 (caso B97 8546-neoplasia maligna de mama- do
Instituto de Patologia de Passo Fundo). As ldminas eram deixadas em
estufa a 37°C para fixacio dos cortes;

desparafiniza¢io em trés banhos de xilol- 5 minutos cada;

hidrataciio em trés banhos de alcool absoluto;

banhado em agua destilada- 10 minutos;

colocado em alcool amoniacal para retirar pigmento de formol- 10
minutos;

banhado em agua destilada- 10 minutos;

colocado em tetraborato de sédio 1%- 3 minutos;

banhado em agua destilada- 10 minutos;

colocad em peridrol (metanol 70%- 80 ml + H202 -20 ml) por 40

minutos para inibi¢io da peroxidase enddgena;

10) banhado em agua destilada- 10 minutos;

11) recuperacio antigénica pelo calor (Heat Induced Epitope Retrieval):

as laminas eram imersas em tampdo citrato-fosfato no forno de
microondas, usando 2 ciclos de 5 minutos cada em poténcia maxima.
Apds cada ciclo, as lAminas eram deixadas no tampdo citrato-fosfato ate
atingir temperatura ambiente. Apés ¢ segundo ciclo, as laminas eram

retiradas e deixadas em tampéo PBS por 10 minutos;



¢

12} secagem das l&minas ao redor dos cortes. Encubadas em solucio de leite
em pé 0,03% (leite Molico) em albuming boving (BSA) 1%. As ldminas
eram deixadas em cdmars umida por duas horas em geladeira (+ ou -
4°Cy;

13)drenagem do excesse de solugfo das ldminas, 1 a 1 ¢ colocado o
anticorpe primério diluido. O anticorpe p53 foi usado na diluicdo 1:50
em solugio diluidora de 0,1% de leite em po em BSA 1%. Incubado
“overnight” em geladeira (+ ou- 4°C);

14} lavagem em tampéo PBS em trés trocas por 10 minutos;

i5)drenagem da solugio tampfo. Incubada em anticorpo secundario
biotinilado (Kit Novacastra) diluida em solucio de 0,1% de leite em pé
em BSA 1% por 45 minutos;

16} lavagem em tampdo PBS em trés trocas por 10 minutos;

i7)drenagem da solugfio tampdo. Incubada com o complexo Avidina-
Biotina-Peroxidase (Kit Novacastra) diluido em PBS por 45 minutos;

18)lavagem em tampfo PBS em trés trocas por 10 minutos;

i9)Revelada em solugdo de DAB (Diaminobenzidina- pastilha).
Acompanhado o desenvolvimento da peroxidase observando as 1aminas
1 a 1 ao microscopio;

7 20) lavagem das laminas em agua destilada- trés banhos;

21) contracoradas com Hematoxilina de Harris por 10 segundos;

22)lavagem em agua corrente,

23) desidratado em alcool absoluto- trés trocas;

24) clarificado em xilol;

25) montagem em balsamo do Canada;

26) o corte controle foi marcado com caneta de retroprojetor.
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5. Anglise das ldminas imunocoradas com anti pS3

Foram analisados 2 cortes de tirecide com tumor para cada ¢aso.

Quando n#o ocoma a imunocoloracice dos nucleos (fig2), o caso era considerado
p33(->.

Foram considerados p33(+) os casos que apresentaram imunocoloraglc dos
nucleos, sendo gue esta variou em intensidade podendo ser fortemente coradas (fig. 3) oun
fracamente coradas e difusas (fig4). Todavia, foi necesséric que pelo menos 10% dos

nicleos de células tumorais apresentassem corados, independente da intensidade.
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IV. RESULTADOS

1. p33 versus imunohistoguimica

Quarenta e trés pacientes foram analisados através de estude imumohistogquimico,
ap6s preparo conforme descrito em material e métodos.

Foi utilizado microscOpio Zeiss modelo Axelphot-2 ¢ fotografado com filme
Fujicolor Superia ASA 100.

QOcorreu a imunocoloracio em 25 casos ¢ este grupo fol denominado pS3(+), nos 18
casos restantes ndo ocorreu a coloragio dos nucleos com o antigeno anti-p53 ¢ este

grupo foi denominado p33(-).

2. pS53 versus sexo, idade e tempo de seguimento
Trés pacientes denire 25 p53(+) eram do sexo masculino (12%) e 22 do sexo
feminino (88%). Nos casos p53(-) 3 (17%) eram do sexo masculino ¢ 15 (83%) do sexo
feminino.
A média de idade para os pacientes p53(+) foi de 49,2 anos e para os pacientes
p53(-) foi de 43,3 anos .
O tempo médio de seguimento para os pacientes vivos p53(+) foi de 5,93 anos (min.

2, max. 12) e para os pacientes p53(-) foi de 5,7 anos (min.2, max. 10). (Tabela 1).

3. p53 versus tipo histelégice

No grupo p53(+), 16/25 casos (64%) eram de tipo papilar ¢ 9/25 (36%) eram do tipo
folicular. No grupo p53(-) 13/18 casos (72%) eram do tipo papilar ¢ 5/18 (28%) eram do
tipo folicular (Tabela 2).

4. p53 versus estadiamento

Seis pacientes haviam sidos submetidos a algum tipo de tratamento cirirgico prévio
(TxNxMx), os 37 restantes apresentavam o seguinte estadiamento (Tabela 2).

Grupo pS3(+): estadio I 9 (43%), 113 (14%), 11 7 (33%) e IV 2 (10%).

Grupo pS3(-): estadio 16 (39%), 114 (25%), 1 5 (31%) eIV 1 (7%).
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5. pS3 versus nimero de precedimentos cirdrgicos

O namero de procedimentos cirrgicos realizados no grupo de pacientes pS3(+) foi
de 44/25 (méedia de 1,76 procedimentos por paciente), enguanto gue no grupo de pacientes
p533(-) foi de 22/18 (média de 1,22 procedimentos por paciente) , (Tabela 2).

5. pS3 versus realiza¢iio de esvaziamenio cervical
No grupo de pacientes p53(+) foi necessario realizar o esvaziamento cervical em

alguma fase do tratamento em 13/25 pacientes (52%), enquanto que no grupo de pacienies
p33(-) foi de 4/18 (22%);), (Tabela 2).

6. p53 versus ressecciio de estruturas cervicais

Em alguns pacientes a tiroidectomia associada ou nfio ao esvaziamento cervical,
teve que ser complementada com a ressecgfio de ouiras estruturas cervicais como
segmentos musculares, pele etc.

No grupo de pacientes p53(+) este procedimento foi necessario em 7/25 casos

(28%), enquanto que no grupo p33(-) foi necessario em 3/18 (17%).

7. pS3 versus sobrevida

Dentre os 43 casos estudados, 2 pacientes morreram por oufras causas. Um paciente
morreu em conseqiléncia a cirrose hepatica de origem biliar — pS53(-)- e outro em
decorréncia de complicagdes de bronquite asmatica-p53(+). Dos pacientes restantes, 8/24
p33(+) (33%) morreram em decorréncia do cancer de tiredide. Nos pacientes p53(-), 2/17
{12%) morreram em conseqiiéncia do cincer de tiredide.

No grupo de pacientes p53(+), 4 casos eram do tipo histologico folicular e 4 do tipo
papilar. No grupo p33(-) ambos os casos eram do tipo folicular.

Quanto ao estadiamento pelo sistema TNM: p53(+) estadio I= 1, [I= 1, 1II= 2, IV=2
e dois casos haviam sido submetidos 2 tratamento prévio. Nos pacientes p53(-), estadio I=0,

=0, [1I= 0, IV=1 e um paciente com tratamento prévio.
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Figura 1; Neoplasia maligna de mama utilizada como controle. Nicleos intensamente

gorados( positivos) para o anticorpo anti-p53 (aumento 400x).
Figura 2: Carcinoma papilar de tiredide negativo para o anticorpo anti-p53 (aumento 200x)

Figura 3: Carcinoma folicular de tirebide positivo para o anticorpo anti-p53. Us nicleos

apresentam-se fortemente corados (400x).

Figura 4: Carcinoma folicular de tiredide positivo para o anticorpo anti-p53. Os nicleos

apresentam-se comn coloracio de intensidade fraca e difusa (400x).



-

®

FIG

.1

FiG

4

2

FIG

3

@

FIG




15

Tabela 1- Caracteristicas dos pacientes com céncer de tiredide
quanto ao sexo, médiade idade, etempo médio de seguimento,
de acordo com a coeloracgio ou nfio da p53 na imunohistoquimica.

p33 |Feminino Masculinoe  Média Idade 7. Seguimento
n(%)} n(%) {anos)} {anos)

(+} |22 (88) 3{12) 452 (5=17,05) 5,93 (5=3,51)
-} 15 (83} 37 43,3(5=15,43) 6,10 (5=2,68)

S= desvio padrio

Tabela 2- Resuitados da comparagdo entre pacientes pS3(+) e p53(-) com relagfo a
proporgdo de tipos histologicos, estadiamento pelo sistema TNM, necessidade de
procedimentos cirlirgicos adicionais, necessidade de esvaziamento cervical e necessidade
de ressecciio de outras estruturas cervicais.

Proporgdo pS3(+} p33(-) Estatistica
(%) (%)
Papilifero/Folicular 64/36 72/28 qui quadrado=1.47
p=0,22
TNM VIVIIIV 43/14/33/1C 38/25/31/7 qui quadrado=4.0
p=0,26
Proc. Cir. Adicionais 43/57 18/82 qui quadrado=14
{Sim/Nao) p <0,001
Esv. Cervical 52/48 22/78 gui quadrado=14.3
(Sim/N&o) p<0,001
Res. Estr. Cervicais 28/72 17/83 qui quadrado=3,47

(Sim/N3o) p<0.06
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V DISCUSSAO

O objetivo deste estudo foi correlacionar a presenca da imunocolorag8o do p53 com
o estadiamento pelo Sistema TNM e desta maneira procurar estabelecer a existéneia de
fatores prognésticos para o cancer diferenciado da tiredide.

Observou-se com fregiiéncia gue pacientes portadores de tumores com estadios
semelhantes submetidos a tratamentos semelhantes podem ter evolugio completamente
diferentes. O conhecimento antecipado destas caracteristicas tem enorme importincia
pratica , pois permite o tratamento cirirgico mais alargado dos pacientes portadores de
tamores que antecipadamente sabemos que terfio comportamento agressivo e, tratamento
mais conservador dos pacientes portadores de tumores com tendéncia de comportamento
mais indolente.

Nio ocorreram diferencas significativas  entre os grupos de pacientes p53(+) e
pS3(-) quando consideramos sexo, tempo de seguimento e tipo histologico.A maior
diferenca foi quanto & média de idade, sendo que no grupo de pacientes p53(+) ela esta
préxima dos 50 anos enquanto que no grupo p53(-) foi de 42,7 anos.

O grande impacto que idade tem no prognostico do céncer diferenciado da tireoide
esta bem estabelecido desde as publicagdes de Tubiana ef af (1985) e de Simpson et al
(1987). O prognostico ¢ expressivamente melhor quando o diagnéstico € feito antes dos 45
anos de idade. Esta importincia inclusive, estd traduzida no Sistema TNM que inclui os 45
anos como o ponto de corte no estadiamento.

Este fator podera ter influenciado o pior prognéstico apresentado por este grupo ©
ndo somente a presenga do pS3(+). Entretanto, esta média alta se deve basicamente a
existéncia de uma paciente com idade de 84 anos.

E extremamente importante observar que no item estadiamento TNM, a distribuigio
nos grupos p33(+) e p53(-) é semelhante, a qual fica mais reforgada nos estadios de doenga
mais avangada (I ¢ IV) onde ¢ praticamente igual. Se este sistema fosse realmente efetivo
para antecipar o prognéstico da doenga, os dois grupos teriam que evoluir de maneira
semelhante, come alids, ocorre em praticamente todos os outros orgos onde este Sistema €

atilizado.
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A anélise do par@metro numero de procedimentos ciriirgicos mostrou gue ¢ grupe
de paciente pS3(+) evoluiu com doenga muito mais agressiva que © grupo pi3(-) (p<0,001
tabela 2), embora apresentassem estadiamento pelo sisterna TNM semelhantes. A maioria
dos estudos costuma avaliar apenas dois pontos: ¢ momento do estadiamento pelo sistema
TNM e o final, ou seja, a sobrevida . Néo exisie a preocupacio em saber se no decorrer do
fratamenic, alguns pacientes gerararn maior namero de intervengdes parz o confrole da
doenga. Da mesma forma, quando se analisa o parfmetro, esvaziamento cervical isto fica
mais evidente, pois a diferenca entre os dois grupos foi altamente significativa (p<0,001),
sendo gue no grupo p33(+) mais da metade dos pacientes apresentaram metdstases
cervicais em alguma fase do tratamento, tendo side necessdrio associar ¢ esvaziamenic
cervical em 52% dos pacientes. No grupo de pacientes p33(-), 22% desenvolveram
metastases cervicais. Nishida er of (1996) relata achados semelhantes onde em um grupo de
83 pacientes analisados, 21% dos pacientes p53(-) apresentaram algum tipo de recidiva ,
enquanto que esta ocorreu em 44% dos pacientes p53(+).

Na literatura, ha um relato de Sauter ef af {1995) que discorda dos dados do presente
trabalho, 14 que este autor ndo observou diferenca entre os casos p33(+) e p53(-) quando
analisado o pardmetro metastases cervicais. Entretanto, os pacientes analisados eram
portadores de outros tipos de tumores de cabega e pescogo onde ndo estdo incluidos os
canceres diferenciados de tiredide.

No parmetro ressecgdo de estruturas cervicais, embora tenha sido mais freqilente
no grupo p33(+), ndo apresenta a mesma expressividade (p<0,06) dos itens anteniormente
comentados.

Na analise da sobrevida, o grupo p53(+) apresentou mortalidade de 33% de seus
componentes, corroborando 0s achados dos pardmetros anteniormente discutidos, contra
apenas 12% dos pacientes do grupo pS3(-) , embora os dois grupos apresentassem
estadiamento pelo sistema TNM semelhantes. Estes achados sfo proximos aos relatados por
Nishida et of (1996} que observou mortalidade de 5% (7/58) nos pacientes p53(-) e de 32%
(8/25) nos pacientes p53(+).

Entretanto, devido ao limitado nimero de pacientes ¢ natureza retrospectiva deste
estudo, faz-se necessario um estudo prospective com um maior nimero de pacientes para

estabelecer de forma definitiva o real significado clinmico da imunocoloragio pelo p33.
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VL CONCLUSOQES

1- A imunocoloracio para a proteina p53 é um fator preditive fidedigno para
avaliaciio do prognoéstico do cancer diferenciado da tiredide.

2- Os pacientes p53(+) evoluem com doenca mais agressiva que o grupo de
pacientes com p53(-), embora ambos os grupos apresentem semelhancas quanto ao
estadiamento pelo sistema TNM.

3- O grupo de pacientes p53(+) exige um maior nimero de procedimentos
cirfrgicos para o controle da doenca, quando comparado com o grupe p53(-). A
mortalidade por doenca neste grupe foi de 33% enquanto que no grupo p33(-) foi de 12%.

4- A deteccBo por colorag8o imunchistoquimica da proteina p33 em pacientes
portadores de céncer diferenciado de tiredide pode se tornar no método mais efetivo para
antecipar o prognoéstico desta doenga, com maior acuracidade inclusive que o  sisiema
TNM.
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ANEXO- BASE DE DADOS UTILIZADA NO PRESENTE ES’E‘&IDG(PARCIAL)

CID| REGISTRO | “SAME [iDADE’ SEXO | o LAUDQHISTOL TESTADIAM]: CfRﬁRG‘A TOATAS
192(0184043 83 F Fibrossarcoma T4N6M0 IV 44040059 |841019
19311796087 108774 {78 F Carcinoma Tipo insular TINIMO |44.04.0068.7 1960408
19313188168 57 F Carcinoma Medular 44 040059 1880810
19316588159 23 F Carcinoma Medular 12.003.5 880527
19314693020 47 M Carcinoma Medular
19311485166 71 M Carcinoma indiferenciado T4ANTMO IV |44.04.006.8 |850411
193|1626983138 68 M Carcinoma Indiferenciado TANOMO 1V 144,04 005.9 1840627
1931201288 51 M Carcinoma indiferenciado TANOMO 1V 144.04.005.9 (891220
19312806333 223854 |68 F Carcinoma Indiferenciado TANOMO IV |44.04.005.9 (261203
19313404192 198980 80 F Carcinoma indiferenciado TANOMO IV |44.04.003.3 1940915
10311488023 73 F Carcinoma indiferenciade TANTMO IV 144.04.001.1 1880404
19314284108 42 M Carcinoma Indiferenciado T4N3M1 IV 144.04.001.1 [840001
1632809150 71 M Carcinoma Indiferenciado TANOM1 IV 144.04.001.1 (990709
19313589247 54 F Carcinoma indiferenciado TANTMO IV 44.04.001.1 ;890707
193|55910685 38 F Carcinoma Indiferenciado TXNXMX  {44.04.001.1 1910620
193|3804184 61 M Carcinoma Indiferenciado | TANOMO 1V 144.04.003.2 940801
19311084224 200382 |84 M Adenocarcinoma Papilifero | T4AN1M1 IV |44.04.007.6 |941031/940
19316280174 155663 |28 M Adenocarcinoma Papilitero | T4N1bMO  [44.04.007.5 |900705 950
19318298234 130334 [18 F Adenccarcinoma Papilifero | TAN1bMO 144.04.007.5 1980806
1936596202 220180 31 F Adenocarcinoma Papilifero | TANTMO [11144.04.007.5 960802
193|4784085 37 F Adenocarcinoma Papilifero | T2N1aMO [44.04.006.8 1840919 85C
19312193040 72 F Adenocarcinoma Papilifero | T4NTMO 1i1{44.04.006.8 930317
19315189045 32 F Adenocarcinoma Papilifero | T2NOMO 11 |44.04.005.9 1890317 89C
193 |6688106 22 M Adenocarcinoma Papilifero | TINOMO | 144.04.005.9 1880518 90C
19311795288 211722 |75 M Adenocarcinoma Papilifero | TANTM1 IV [44.04.005.8 1951030
19313497247 233419 |63 M Adenocarcinoma Papilifero | T2ZNOMO Il [44.04.005.9 1971022
193]4392041 49 F Adenocarcinoma Papilifero | TANOMO 1il [44.04.005.9 910620
19314588232 44 F Adenocarcinoma Papilifero | T2NOMO il [44.04.005.8 1890728
193|5787102 28 F Adenocarcinoma Papilifero  |[TXNXMX [44.04.005.9 1870924
193{7296133 218330 |24 F Adenocarcinoma Papilifero | T2NOMO Il [44.04.005.9 960604
19316197310 236238 |36 F Adenocarcinoma Papilifero | T1bNOMD 1{44.04.005.8 1980114
193 (4796191 220134 1489 F Adenocarcinoma Papilifero | T4ANOMO #l! 144.04.005.9 (960801
1933084203 196136 |64 M Adenocarcinoma Papilifero | T4N1MO 111 {44.04.005.9 940919
19314796011 169929 |48 F Adenocarcinoma Papilifero | T2NOMO 11 {44.04.005.9 1960324
1934096167 220073 |56 M Adenocarcinoma Papitifero | TANOMO 111{44.04.004.1 960730/971
1937595244 2109884 |20 F Adenocarcinoma Papilifero  |[TXNXMX  [44.04.004.1 1951004
193{3997275 &8 M Adenocarcinoma Papiliferc [ TINOMO | 144.04.004 980414
19315688212 32 F Adenocarcinoma Papilifero | T1NOMO | [44.04.003.3 1880924
193]5298292 245336 |48 F Adenocarcinoma Papilifero | T2NOMO 11]44.04.003.3 1981103
19315196002 176832 |45 F Adenocarcinoma Papilifero | TINOMO | [44.04.003.3 1960115
1937091033 21 F Adenocarcinoma Papiliferc | T2NOMO 1i 144.04.003.2 1910210 91
19312392178 090322 169 F Adenocarcinoma Papilifero | TANOMO [l [44.04.003.2 921122
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19316588008 21 F Adenocarcinoma Papilifero  {[TINOMO{ ]44.04.003.2 (870220
40314294089 52 F Adenocarcinoma Papilifero | TINOMO 1 [44.04.003.2 |940603
1935892191 34 F Adenocarcinoma Papilifere [ T2NOMO I 144.04.003.2 1820808
16317789108 251400 21 F Adenocarcinoma Papiliferc [ TINOMO 1 (44.04.003. 1980707
1932504050 194180 |69 F Adenocarcinoma Papilifero | T3NOMO 11144.04. 005.9 1840412 87C
1934666280 098540 |50 F Adenocarcinoma Papilifero | T2N1MO [H {44004 006.7 (961106
19313498151 241172 64 F Adenocarcinoma Papilifero [ TTNTMO 11| 12.006.0 980802
19312190081 69 F Adenocarcinoma Folicular THNAMX  144.04.008.8 (900512 221 -
19313995045 204851 185 F Adenccarcinoma Folicuiar  [T3NOMO 1 |44.04.005.8 1850315
19314398014 077418 155 F Adenocarcinoma Folicular | TINOMO | 144.04.0069 (980126
1933880034 52 F Adenocarcinoma Folicular  [TXNXMX 144.04.0059 |901124
19314689050 43 M Adenocarcinoma Folicular | TANOMO IV [44.04.005.9 |891228
19312090027 61 F Adenocarcinoma Folicular  [TINOMO ! |44.04.005.8 900606
19314294307 188899 51 F Adenocarcinoma Folicular [ TXNXMX  {44.04.004.1 1941007
193155881157 36 F Adenocarcinoma Folicular  {TANXMX (440400417 1911030
193|5888222 31 F Adenoccarcinoma Folicular TONOMO P 44040022 1891118 :
19313792155 55 M Adenocarcinoma Folicular | T2NOM1 IV [44.04.003.2 921020 921
19313688205 52 M Adenocarcinoma Folicular  [T4N1M1  |44.04.001.1 880321
1933695136 207490 {59 F Adenocarcinoma Céls. Hurtie  TANOMO 11§ [44.04.007.6 (950607 87C
1934888024 063044 147 F Adenocarcinoma Céls. Hurtle  T2N1MO Il [44.04.006.7 (9561215
19315195077 205004 44 F Adenocarcinoma Céls. Hurtle | TAN1M1 IV |44.04.006.7 |950322
193{5198168 241900 146 F Adenocarcinoma Céls. Hurtie [T2NOMO it [44.04.005.9 (980718
1933080218 80 F Adenocarcinoma Céls. Hurtle [ T3NOMO 1i [44.04.005.9 {900120
1933085063 85 F Adenocarcinoma Céls. Hurlie | TxNxdix 44 04.005.9 1850121
19318596058 216148 (31 F Adenocarcinoma Céls. Hurtle [ T3NOMO I |44.04.003.3 (960324
1935185161 34 F Adenocarcinoma Folicular i TINOMO 1 [44.04.006.8 |520825 850!
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