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RESUMO

O cancer de tiredide € a neoplasia maligna mais comum do sistema enddcrino.
Embora seja uma patologia relativamente rara, responsavel por aproximadamente
1% dos novos casos de doencas malignas, uma tendéncia no aumento de sua
incidéncia tem sido reconhecida em vérias partes do mundo. O objetivo desse
estudo consistiu em avaliar a expressdo de COX-2 e VEGF-C em pacientes
diagnosticados com Carcinoma Papilifero da Tiredide (CPT) em Goiania, bem como
as possiveis associacdes entre a expressdo desses marcadores e 0s seguintes
fatores: metastase linfonodal, metastase a distancia, tamanho do tumor, idade,
extravasamento/invasao de tecidos adjacentes e género. Para isso foram analisados
165 casos de carcinomas papiliferos de tireoide diagnosticados no Setor de
Anatomia Patoldgica do Hospital Aradjo Jorge, em Goiania, Goids. A analise
molecular foi feita por imuno-histoquimica. Andlises estatisticas descritiva e
comparativa com o teste Chi-quadrado foram usadas nesse estudo. O estudo
avaliou 165 pacientes com diagnostico histopatolégico comprovado de CPT. A
analise imuno-histoquimica da expressdo de COX-2 e VEGF-C, possibilitou a
classificagcdo da expressdo de COX-2 e VEGF-C em dois grupos, sendo um com
expressao < 50 % para COX-2 e VEGF-C (90 casos/ 54,5%; 102 casos/ 40,6%), e
outro com expressdo > 50 % (50 casos/ 30,3%; 62 casos/ 37,6%). Associacdes
estatisticamente significativas foram observadas entre o tamanho (p=0,0048;
p<0,0001) e invasdo de tecido adjacente (p=0,0006; p<0,0001) com a
hiperexpressdo de COX-2 e VEGF-C, e também entre metastase linfonodal
(p<0,0001) com a expressédo de VEGF-C. Os dados obtidos demonstraram que a
superexpressdo de COX-2 e VEGF-C nos CPT podem ser importantes
biomarcadores moleculares no prognéstico do carcinoma papilifero de tiredide.
Nossos resultados corroboram com outros estudos que demonstraram a utilidade
dessas proteinas na identificagdo de pacientes com CPT, com maior risco de
progressdo da doenca por sua associacdo com a presenca de metdstases para

linfonodos regionais e com a invasao de tecido adjacente.

Palavras-chave: Carcinoma Papilifero da Tireéide, Imuno-histoquimica; VEGF-C;
COX-2.
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ABSTRACT

Thyroid cancer is the most common endocrine system malignant neoplasia. Although
it is a relatively rare pathology, responsible for approximately 1% of new malignant
disease cases, there has been recognized all over the world a tendency to increase
its incidence.  This study aimed to evaluate the expression of COX-2 and VEGF-C
in patients diagnosed with Thyroid Papilary Carcinoma (TPC) in the city of Goiania,
Goias State, Brazil, as well as the possible associations between this expression
markers and the following factors: lymph node metastasis, distant metastasis, tumor
size, age, adjacent tissue invasion and gender. In this regard, 165 thyroid papilary
carcinoma cases diagnosed at the Araujo Jorge Hospital Patologic Anatomy
Department in Goiania, Goias State, Brazil were analyzed. The molecular analysis
was held by immunohistochemistry. Descriptive and comparative statistical analysis
using Chi square test were held in this study. The study evaluated 165 patients who
had documented histopathologic TPC diagnosis. The immunohistocemical analysis
of the expression COX-2 e VEGF-C made possible to classify the expression COX-2
e VEGF-C in two groups, one of them with the expression < 50 % to COX-2 and
VEGF-C (90 cases/ 54,5%; 102 cases/ 40,6%), and the other one with the
expression > 50 % (50 cases/ 30,3%; 62 cases/ 37,6%). Significant statistical
associations were observed between the size (p=0,0048; p<0,0001) and adjacent
tissue invasion (p=0,0006; p<0,0001) with the expression of COX-2 and VEGF-C,
and also between lymph node metastasis (p<0,0001) with expression VEGF-C. The
collected data showed that the over expression COX-2 and VEGF-C in TPC cases
can be important molecular biomarkers in thyroid papilary carcinoma prognosis. Our
results corroborate to other studies that demonstrated the usability of these proteins
to identify TPC patients, with a higher risk of disease progression because of its
association with the presence of regional lymph node metastasis and with adjacent

tissue invasion.

Keywords: Thyroid Papilary Carcinoma, immunohistochemistry; VEGF-C; COX-2.
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1. INTRODUCAO

A palavra cancer origina-se do grego KarKinos e Hipécrates, o pai da
medicina foi quem a utilizou pela primeira vez entre 460 a 377 a.C. O fato de ter
sido detectado em mumias egipcias comprova que o cancer nao € uma doenca nova
e que ja comprometia o homem a mais de 3 mil anos antes de Cristo (INCA,20082).
No Brasil, a morte ocasionada por neoplasias aumentou de forma consideravel nas
Gltimas décadas. A mortalidade por cancer em 2004 representou 13,7% de todos o0s
Obitos registrados no pais, acompanhando o crescimento de mortalidade relacionada
as doencas do aparelho cardiovascular (INCA, 2008b). O cancer é resultante de
alteracdes que se acumulam no material genético (DNA) de uma célula e por essa
razdo, é considerada uma doenca genética (INCA, 2008a; ROCHA & FERREIRA,
2010). Portanto, identificar e caracterizar genes alterados no cancer pode ser de
grande valia para a compreenséo das bases moleculares da doenca (GARNIS et al.,
2004; ROCHA & FERREIRA, 2010).

A funcdo e a integridade de um tecido sdo garantidas pelo equilibrio entre a
proliferacéo e morte celular, por meio de um complexo sistema de sinalizacado intra e
extracelular. Quando ocorre a perda desse equilibrio, as células proliferam-se de
forma anémala, constituindo-se em um tumor primario. Adquirem maior capacidade
de multiplicacdo, e sdo capazes de transmitir geneticamente essa mutacao para
todas as células que se originarem a partir dela (INCA, 2008a; ROCHA &
FERREIRA, 2010).

O processo de carcinogénese pode ocorrer de forma espontdnea ou
provocada pela acdo de agentes carcinogénicos (fisicos, quimicos ou biologicos)
(INCA, 2008a). Em ambas a situacdes, nota-se a inducdo de alteracdes génicas,
quebras e perdas cromossomicas, amplificacdo génica, instabilidade gendmica e
mecanismos epigenéticos, onde o0s principais grupos de genes envolvidos séao:
proto-oncogenes, genes supressores de tumor e genes relacionados ao reparo de
DNA (ROCHA & SILVA, 2003).

Varias formas de crescimento celular controladas e ndo controladas sao

conhecidas. A hiperplasia, a metaplasia e a displasia sdo formas de crescimentos
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controlados. As neoplasias s&o formas de crescimento ndo controlados, conhecidas
como tumores. Atualmente, define-se neoplasia como uma multiplicacdo anormal de
um tecido que foge parcialmente ou totalmente ao controle do organismo (INCA,
2008a; ROBBINS & COTRAN, 2010).

A classificacdo mais utilizada para diferenciacdo de tumores benignos de
malignos, leva em consideracdo aspectos basicos como, o comportamento biolégico
do tumor e a histogénese. Compreender esta diferenca, talvez seja umas das etapas

mais importantes do estudo das neoplasias (INCA, 2008a).

A evolugdo de uma neoplasia maligna envolve varias etapas, que geralmente
dependem da velocidade do crescimento tumoral, do 6rgdo sede do tumor, de

fatores ambientais e ainda de fatores constitucionais do hospedeiro (INCA, 2008b).

Dentre os diferentes tipos de cancer, o de tiredide é considerado o mais comum
da regido de cabeca e pescoco. A presenca de um nddulo na glandula tirebide nem
sempre implica na ocorréncia de uma neoplasia. No entanto, a ocorréncia de um
nddulo tireoidiano em individuos com histéria familiar de cancer na tiredide, exposicao
a radiacdo ionizante, sintomas como rouquiddo, bem como presenca de
linfanodomegalia s&o considerados fatores indicativos de um céncer tireoidiano (INCA,
2008b; VARTANIAN, 2013).

Noédulos tireoidianos sdo comuns, com prevaléncia de 20% - 50% em exames
ultrassonogréaficos, entretanto, o cancer de tiredide corresponde a 1% das
neoplasias malignas diagnosticadas e incide em 5% desses nodulos. Apesar do
carcinoma de tiredide ser a neoplasia enddcrina mais comum, ainda € considerado
um tipo raro de cancer (SIIRONEN et al., 2006; ERDEM et al., 2011; BAI JI et al.,
2012; VARTANIAN, 2013).

O Carcinoma Papilifero da Tiredide (CPT) € o subtipo histologico mais
comum. E um tipo de neoplasia que apresenta caracteristicas peculiares, dentre
elas, a idade e a falta de associacdo da sobrevida com a presenca de metastases
linfaticas (ML) (SIIRONEN et al, 2006). Estudos revelam que a presenca de ML, esta
associada com o aumento da taxa de recidiva loco-regional da doenca, mas nao
com a sobrevida (SIIRONEN et al.,, 2006; HORTA et al.,, 2009; BERGELIN et
al.,2010). No entanto, alguns estudos relatam que em pacientes mais idosos, a
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presenca de ML gera um efeito negativo na sobrevida do individuo (STURGIS et al.,
2006; SIIRONEN et al., 2006; HSUEH et al., 2011). As metastases linfaticas sao
comuns nos carcinomas papiliferos da tirebide e mais frequentes entre os pacientes
jovens, cujo prognostico € excelente (SIIRONEN et al, 2006; MIAO et al., 2009;
YONG et al., 2012). Em individuos jovens, as células metastéticas em linfonodos
regionais ndo apresentam a capacidade de crescimento em outros 6rgédos (CADY,
1998; SIIRONEN et al., 2006).

Apés a confirmacao diagnostica, o tratamento do carcinoma papilifero da
tireGide é baseado na tireoidectomia (total ou quase total), ablacdo do remanescente
tireoideano com radioiodo e supressdo do hormonio estimulante da tiredide (TSH)
com administracdo de doses de levatiroxina. Um estudo envolvendo pacientes com
carcinoma papilifero da tiredide revelou um indice de recidiva local e metastases
para linfonodos em 14% a 19% dos pacientes submetidos a lobectomia
respectivamente (HAY et al.,1998). indices menores de recorréncia local e
metastases para linfonodos de 2% a 6% respectivamente, foram encontrados nesse
mesmo estudo em pacientes submetidos a tireoidectomia total (NOBREGA, 2008;
VARTANIAN, 2013)

A tireoidectomia total, portanto, € considerada o procedimento de escolha
para pacientes com carcinomas papiliferos da tiredide, inclusive para aqueles
classificados como de baixo risco. Pacientes com diagndstico no pés-operatoério de
carcinoma papilifero da tireéide que realizaram lobectomia devem ser submetidos
posteriormente a tireoidectomia em um segundo tempo cirdrgico (SHUSHANOV et
al., 2000; HANAHAN & WEINBERG, 2000; CHEN et al., 2009).

Segundo o Consenso Europeu (PACINI et al., 2006), a administracédo de iodo
131 deve ser feita apOs a cirurgia para eliminacao dos remanescentes tireoideanos,
diminuindo os indices de recorréncia da doenca por meio da eliminacdo de focos
microscopicos. Individuos de muito baixo risco, agueles com tumores menores que
1,5 cm, sem invasao extratireoideana e sem comprometimento para linfonodos néo

s&o beneficiados pela radioiodoterapia (NOBREGA, 2008).

O hipotireoidismo ocorre apds o0 procedimento cirdrgico e para que ele seja

corrigido, doses suprafisioldgicas de levotiroxina sddica sdo impostas no tratamento
15



do carcinoma papilifero de tiredide, j& que o crescimento de células tumorais séo
dependentes de TSH (COOPER & COLS,2006).

A recomendacdo da Sociedade Americana de Tiredide (COOPER & COLS,
2006) é inicialmente manter, o TSH menor do que 0,1 mU/L em pacientes de alto
risco e no limite inferior da normalidade (0,1 e 0,5mU/L) em pacientes de baixo risco,

ja que néo existe beneficio em manter o TSH em niveis menores no ultimo grupo.

Apesar do carcinoma papilifero de tiréide ser considerado um tumor de 6timo
prognaostico, o potencial de malignidade desses tumores ndo pode ser menosprezado.
Assim, a busca por marcadores moleculares associados aos fatores de pior
prognéstico torna-se relevante no sentido planejar protocolos terapéuticos mais
eficientes e de selecionar pacientes candidatos ao tratamento com novas drogas,
especialmente aquelas dirigidas para alvos moleculares especificos, como é o caso

da cicloxigenase — 2 (COX-2) e do fator de crescimento vascular C (VEGF-C).
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2. REFERENCIAL TEORICO

2.1 Anatomia e fisiologia da glandula tireoide

A glandula tiredide se desenvolve do endoderma e esta ligada a parte
faringea do aparelho digestério. Localiza-se na por¢cdo anteroinferior do pescoco,
onde se divide em dois lobos interligados por um istmo, que se encontra abaixo da
cartilagem tiredide, a frente da traqueia (VARTANIAN, 2013). Os dois lobos da
tiredide adulta pesam em média, cerca de 20 gramas, sendo que cada lobo tem
cerca de quatro centimetros em seu maior didmetro. E através das artérias
tireocervicais e inervacao advinda do sistema nervoso autbnomo que a glandula
obtém um rico aporte sanguineo e nervoso (BERNE et al., 2004; ROBBINS &
COTRAN et al., 2010; RUBIN et al., 2010).

Microscopicamente, o parénquima da glandula tiredide estd organizado em
foliculos, que apresentam em média 200 a 300 um de diametro. Tais foliculos s&o
envolvidos por um epitélio, no qual as caracteristicas dependem da demanda de
hormonio tireoidiano. Na luz folicular, o horménio secretado é armazenado na
forma de colb6ide, uma substancia proteinacea, eosinofila de aspecto vitreo. Além
das células foliculares epiteliais, a glandula tirebide contém as células
parafoliculares, denominadas células C, que estdo entremeadas com células
epiteliais foliculares, ou que ficam no espaco intersticial. As células C produzem
calcitonina, um horménio que reduz a concentracdo de calcio sanguineo (BERNE

et al., 2004; ROBBINS & COTRAN et al., 2010).

Os produtos secretados pela glandula tiredide séo a triiodotironina (T3) e a
tetraiodotironina (T4), compostos resultantes da unido de duas moléculas de
tirosina iodadas e a calcitonina, horménio protéico que pode influenciar o
metabolismo do calcio. A tetraiodotironina (T4), € um pro-horménio, enquanto que
a molécula T3 é o principal efetor da funcdo da tiredide, sendo responsavel pela
maioria das acoes tissulares do hormonio tiroidiano (ROBBINS & COTRAN, 2010;
VARTANIAN, 2013). O bom funcionamento da glandula tireéide depende do iodeto,
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que exerce um importante papel. O iodeto fica concentrado nas glandulas
gastricas, salivares, lacrimais, mamarias e também no plexo cordide. Seu contetdo
total € aproximadamente 7.500 pg, que estdo na forma de iodotironinas (BERNE et
al., 2004).

Em condicdes de equilibrio, 1% do total de iodeto € diariamente liberado, que
ser4 secretado como hormonio tireoidiano ou como iodeto livre. Um sistema
chamado de co-transportador de sddio e iodeto, (NIS) permite que iodeto seja
transportado ativamente para o interior da célula (Berne et al., 2004). Dentro da
glandula tiredide, o iodeto move-se para a superficie apical das células epiteliais e,
posteriormente, é encaminhado para a luz folicular por meio de um transportador de
iodeto-cloreto independente, conhecido por pendrina. Consequentemente, o iodeto é
oxidado, transformado em iodo e incorporado em moléculas de tirosina, moléculas
essas unidas por ligacdes peptidicas dentro da particula de tireoglobulina. A
tireoglobulina é iodada para sintetizar monoiodotirosina (MIT) e diiodotirosina (DIT)
(BARRA et al., 2004; BERNE et al., 2004).

A sintese de T4 é elaborada a partir da iodacdo de duas moléculas de DIT,
enquanto que uma molécula de MIT e outra de DIT sao ligadas para formar T3. Um
complexo enzimatico localizado na membrana apical, chamado de tireoperoxidase
(TPO), é responsavel pela a sequéncia de reacdes catalisadas. O peroxido de
hidrogénio (H.O,) é o oxidante imediato para a reacédo iodeto — iodo e para a
formacao de H,O, na tiredide, necessario a reducdo do oxigénio pelo NADPH. A
expressao do gene NIS é inibida pelo iodeto e estimulada pelo TSH (BERNE et al.,
2004; TOUZOPOULOS et al., 2011).

2.2 Tumores Tiroideanos

A Organizacdo Mundial da Saude classificou os canceres de tiredide como:
Carcinomas papiliferos, Carcinomas foliculares e Carcinomas medulares e
anaplasicos (DELELLIS et al., 2004).

Devido as caracteristicas clinicas e biologicas Unicas associadas a cada

variante de carcinoma tireoidiano, esses subtipos serdo descritos separadamente:
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2.2.1 Carcinoma Papilifero de Tireoide

O carcinoma papilifero de tiredide, corresponde a 90 % dos casos. (RUBIN,
2010; CABRUZZI et al.,, 2011; VARTANIAN, 2013). As lesGes no carcinoma
papilifero da tiredide (CPT), variam de tumores maiores que a glandula normal até
lesGes microscopicas, podendo ser Unicas ou multifocais, de tamanhos variados,
com margens mal definidas, alguns circunscritos ou até mesmo encapsulados e
outros podem se infiltrar no parénquima adjacente (SCIUTO et al., 2009; ROBBIN
& COTRAN, 2010; RUBIN, 2010; KRAWCZYK-RUSIECKA et al.,, 2011,
VARTANIAN, 2013).

Nos canceres papiliferos da tiredide, tumores medindo menos que 1 mm
podem ser identificados em grande proporcédo. No entanto, metastases linfonodais,
nesses casos, sdo raras. O aspecto arenoso, firme e palido pode ser visto nas
lesbes no momento da analise macroscépica (LISKA et al., 2005; ROBBINS &
COTRAN, 2010). Na analise microscopica observam-se papilas ramificadas, com
uma haste fibrovascular coberta por uma camada multipla de células epiteliais
cubodides, variados tamanhos e com margem mal definidas (VERBURG et al.,
2009; SCIUTO et al., 2009; RUBIN et al., 2010).

No CPT, as células sdo diferentes na captacao e concentracdo de iodo, bem
como na producdo do hormdnio tireoidiano. Multiplas variantes histologicas sao
observadas no CPT, dentre elas as variantes foliculares, variantes encapsuladas,
difusas esclerosantes e oxifilicas (LISKA, 2005; VERBURG, 2009; CABRUZZI et
al., 2011). A variante folicular € a mais comum e apresenta uma estrutura quase
folicular, porém, apresenta um nucleo caracteristico de carcinoma papilifero
(VERBURG et al., 2009). As células do CPT possuem em seus nucleos uma
cromatina dispersa, o que nos fornece uma aparéncia clara. O epitélio que recobre
as papilas consiste em células cubodides e anaplasicas, bem diferenciadas e

uniformes, o que revela uma variacdo morfolégica, celular e nuclear (Figura 1).
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Figura 1. Peca cirdrgica (A) e fotomicrografia mostrando aspectos histolégicos de

carcinoma papilifero de tiredide. Fonte: CAMBOIM et al (2009).

Metastases a distancia ocorrem em 1% a 25% dos pacientes, enquanto que a
metastase para linfonodos cervicais sdo estimadas em mais da metade dos casos
(REYNOLDS et al., 2006; VARTANIAN, 2013). A presenca de metastases para tais
linfonodos por ocasido da cirurgia ndo modifica o progndstico, pois menos de 10%
desses pacientes falecem em virtude do tumor. O CPT apresenta um crescimento
lento, o que propicia altas taxas de cura quando diagnosticado precocemente
(Vartanian, 2013). O progndéstico € excelente, mesmo tendo o CPT uma grande
variacao histologica. O 6bito causado por CPT é decorrente de metastases para o
cérebro, pulmbBes ou por obstrucdo da traguéia ou esbdfago. Estudos recentes
revelam que a taxa de sobrevivéncia em um ano, no CPT € de 97,5% (SIIRONEN et
al., 2006; VERBURG et al., 2009).

Em relacédo a idade, a faixa etaria mais acometida pelo CPT, é a que esta
entre 20 a 50 anos (VARTANIAN, 2013). Pacientes com mais de 50 anos,
apresentam prognoéstico geralmente mais sério (SIIRONEN et al., 2006;
VARTANIAN, 2013). Em criancas, a perspectiva € boa mesmo na presenca de
metastases pulmonares. Quanto maior o tumor primario, maior sera sua
agressividade e a sua extensao direta para tecidos moles adjacentes sugere um
progndéstico mais sombrio. O CPT incide com maior frequéncia no género feminino,
numa proporcéo de 2:1 a 4:1 (GIUSTI et al., 2010; VARTANIAN, 2013).

2.2.1.1 Aspectos Clinicos do CPT

O CPT geralmente se manifesta como nédulos assintométicos e o primeiro

sinal, pode ser uma massa em um linfonodo cervical (INCA, 2011). Entretanto, a
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presenca de metastases em linfonodos cervicais isoladas parece nao ter influéncia
no prognostico das lesdes. O carcinoma se move livremente durante a degluticdo e
nao é distinguivel de um ndédulo benigno. Disfagia, tosse, rouquiddo e dispneia
sugerem a doenca em estagio avancado (LISKA et al., 2005; BHARGAV et al., 2010;
INCA, 2011).

2.2.2 Carcinoma Folicular da Tiredide (CFT)

Os carcinomas foliculares sdo responsaveis por 5% a 15% dos canceres
tireoidianos (LISKA et al., 2005). Diferentemente do CPT, o carcinoma folicular (CF),
raramente apresenta metéstases linfonodais. No entanto, metastases a distancia
sdo vistas mais frequentemente, sinalizando assim, um pior prognéstico (Verburg et
al., 2009). Sao mais comuns em mulheres (3:1) e se manifestam em idades mais
avancadas do que os carcinomas papiliferos (CABRUZZI et al., 2009; VERBURG et
al., 2009; VARTANIAN, 2013).

Os CFT (Figura 2) sdo noédulos que podem estar bem circunscritos ou
infiltrados. Na andlise macroscépica, € dificil distinguir as lesdes dos adenomas
foliculares. As lesdes maiores podem penetrar e infiltrar além da cdpsula tireoidiana
até o pescoco. Manifestam-se na cor acinzentada, parda e até rosada e, dificilmente,
sdo translicidas, devido a presenca de grandes foliculos repletos de coléides.
Fibrose central e focos de calcificacdo estdo algumas vezes presentes (SCUITO et
al., 2009; VERBURG et al., 2009; ROBBINS & COTRAN, 2010).

Figura 2. Peca cirdrgica (A) e fotomicrografia mostrando aspectos histoldgicos

de carcinoma folicular de tiredide. Fonte: VIANNA et al (2012)
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A incidéncia é maior entre os 40 e 60 anos de idade. E mais frequente em areas
com deficiéncia alimentar de iodo (25% a 40% dos canceres tireoidianos), enquanto
sua incidéncia tem diminuido em &areas com iodo suficiente. Geralmente, abrigam
mutacdes na via de sinalizacao PI-3K- AKT. Essa subclassificacdo de casos envolve
tumores com mutacdes pontuais de ganho de funcdo de RAS e PIK3CA (BRADLY et
al., 2009; VERBURG et al., 2009).

O CF manifesta-se como nodulos indolores que aumentam lentamente.
Apresentam pequena capacidade de infiltragdo nos vasos linfaticos, portanto, os
linfonodos regionais raramente s&o acometidos. Contudo a disseminagao
hematogénica é comum, com metéstases para pulmdes, figado e 0ssos. Quanto ao
prognostico, € amplamente dependente da extensdo da invasdo e do estagio da
apresentacao (KIM et al., 2009; VERBURG et al., 2009; ROBBINS & COTRAN,
2010; VARTANIAN et al., 2013). A manifestacdo do CF apresenta metastases
sistémicas, sendo que 50% dos pacientes que apresentam a doenca morrem em até
10 anos, ficando evidente que a sobrevida é menor se comparada com pacientes
que desenvolvem o CPT (VERBURG et al., 2009; KIM et al., 2009; VARTANIAN,
2013). Contrastando com a taxa de sobrevivéncia dos carcinomas minimamente
invasivos, que é maior que 90%. O tratamento baseia-se em tireoidectomia total e
administracdo de iodo radioativo, o que pode distinguir e retirar essas lesfes, além
da administracdo de horménios tireoidianos no pés-operatério para diminuir o TSH
endogeno (ROBBINS & COTRAN, 2010).

2.2.3 Carcinomas Anaplasicos da Tireoide (CAT)

S&o responsaveis por 5% dos tumores que acometem a glandula tiredide.
Possuem comportamento extremamente agressivo, com taxa de mortalidade
préxima a 100% (ROBBINS & COTRAN, 2010; VIANNA et al., 2012). Os individuos
acometidos sdo mais velhos, do que os portadores de outros tipos de canceres da
tiredide, com idade média de 65 anos. E mais incidente em mulheres (VIANNA et al.,
2012). Um gquarto dos pacientes tem histérico de carcinoma tireoidiano (BHARGAV
et al., 2010; VIANNA et al., 2012).
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Pode-se dizer que, na analise microscoOpica, que 0s carcinomas anaplasicos
da tiredide sdo constituidos por células anaplasicas, com morfologia variavel,
incluindo células pleomorficas gigantes, células fusiformes e células gigantes e

fusiformes misturadas.

Os carcinomas anaplasicos da tiredide manifestam-se como massas
volumosas na regido cervical, que apresentam crescimento subito, muitas vezes
relacionados aos sintomas obstrutivos (VIANNA et al., 2012).Geralmente, a doenca
se espalha além da capsula tireoidiana para as estruturas do pescoc¢o, ou
metastatizam para os pulmdes. Sdo comuns 0s sintomas como dispnéia, tosse,
rouquiddo e disfagia. Ndo ha terapia efetiva e a doenca quase sempre ¢é fatal. A
sobrevida é de um ano, em virtude do crescimento agressivo e do comprometimento
de estruturas da regido do pescoco (KIM et al.,, 2009; BHARGAV et al., 2010;
VIANNA et al., 2012).

2.2.4 Carcinoma Medular da Tiredide (CMT)

Ao contrario dos carcinomas citados anteriormente que tem origem nas
células foliculares, esse tumor se origina das células parafoliculares da tiredide, e
sdo responsaveis por 5% das neoplasias tireoidianas. Sua incidéncia é maior em
mulheres (RODRIGUES et al., 2010). E mais agressivo e rapidamente invade os
vasos linfaticos e se propaga para a glandula e capsula metastatizando-se para
linfonodos cervicais. O carcinoma medular produz calcitonina, cujos niveis séricos se
elevam na vigéncia de um tumor primario ou metastases, desempenhando assim um
importante papel no diagndstico e no acompanhamento pdés — operatério dos
pacientes (PINHEIRO, 2010).

Geralmente, 70% dos tumores surgem esporadicamente. Os demais ocorrem
na condicdo da sindrome de Neoplasia Endocrina Multipla (MEN) 2A e 2B, ou como
tumores familiares sem uma sindrome de MEN relacionada. Os casos associados de
MEN 2A e 2B desenvolvem em pacientes mais jovens (ROBBINS & COTRAN, 2010;
PINHEIRO, 2010). Os carcinomas medulares esporadicos e familiares séo les6es da
fase adulta, que incidem comumente aos 40 a 50 anos (VERBURG et al., 2009;
BHARGAV et al., 2010).
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Grandes lesfes apresentam regides necrosadas e hemorragicas e podem se
estender pela glandula tiredide. O tecido do tumor tem um aspecto palido,

infiltrativo, de coloracdo parda a acinzentada (ROBBINS & COTRAN, 2010)

Os carcinomas medulares, na avaliacdo microscopica, sdo constituidos de
células poligonais fusiformes, que formam ninhos, trabéculas e foliculos. Células
menores, mas anapldsicas, se manifestam e podem ser do tipo celular
predominante, em algumas situacdes (BHARGAYV et al.,2010) Segue uma imagem

de um carcinoma medular (Figura. 3).
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Figura 3. Peca cirargica (A) e fotomicrografia mostrando aspectos
histopatolégicos de carcinoma medular de tiredide. Fonte: VIANA et al (2012)

Na analise de microscopica eletrbnica, observa-se variacdo nos granulos
eletrondensos, envolvidos por membrana no citoplasma das células neoplasicas.
Uma caracteristica singular de carcinoma medular familiar € a presenca de
hiperplasia multicéntrica de células C, no parénquima tireoidiano circundante
(RODRIGUES et al., 2010).

Os carcinomas medulares que se desenvolvem do contexto de MEN 2B, sao
mais agressivos e metastatizam-se com maior frequéncia do que aqueles que

ocorrem em pacientes com tumores esporadicos (RODRIGUES et al., 2010).

O unico achado histopatologico na tiredide em pacientes assintomaticos é a
presenca de hiperplasia de células C ou pequenos carcinomas “micromedulares”
menores que um centimetro. As contribuigcdes da patogénese molecular concentram-
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se na possibilidade de identificacdo da mutacdo do gene RET, em familias que
desenvolveram o carcinoma medular, e consequentemente a obtengdo da cura

antes da apresentacao clinica da doenca (STURGIS et al., 2009).

2.3 Epidemiologia dos Carcinomas Papiliferos da Tireoide

O INCA, o6rgao vinculado ao Ministério da Saude (MS), lancou a edicéo
Estimativa 2012, com a inclusdo de sete novas localizacdes de tumores mais
incidentes para populagéo do Brasil. Dentre eles: bexiga, ovério, tiredide (mulheres),
sistema nervoso central, corpo do Gtero, laringe (homens) e linfoma ndo Hodgkin.
Essas estimativas levam em consideracdo a taxa bruta de incidéncia por 100 mil
habitantes, o nUmero de novos casos segundo a localizacdo primaria e o género, o
namero de casos novos por estados e capitais, a distribuicdo proporcional dos dez
tipos mais incidentes por género (estados e capitais) e a representacao espacial das

taxas brutas de incidéncia no Brasil (INCA, 2011).

Embora seja uma patologia relativamente rara, o cancer de tiredide € a
neoplasia maligna mais comum do sistema enddcrino, sendo responsavel por
aproximadamente 1% dos novos casos de cancer (SIIRONEN et al., 2006; ERDEM
et al.,, 2011; TALINI et al., 2012; VARTANIAN, 2013). No entanto, uma tendéncia no
aumento da incidéncia de cancer tireoidiano tem sido reconhecida em varias regides
do mundo (CABRUZZI et al., 2009; REIS et al., 2010; VARTANIAN, 2013).

Nos Estados Unidos da América, estimou-se que surgem 30 a 60 novos
casos em 1.000.000 de habitantes por ano em 2010. No Brasil, foram estimados
para o ano de 2012, 10,6 mil novos casos da doenca, sendo estas, atualmente, a
qguarta neoplasia mais incidente na populagédo feminina (VARTANIAN, 2013). O
cancer de tiredide incide em 2% a 5% das mulheres com idades entre 20 e 50 anos,
enquanto que, em menos de 2% dos homens (CABRUZZI et al., 2009; ERDEM et
al.,, 2011; INCA, 2011; VARTANIAN, 2013). Em Goiania, a taxa de incidéncia bruta
em mulheres variou de 7,28, no ano 2000 para 10,5, em 2005 (INCA, 2008b) e no
periodo de 1988 a 2003, foram identificados 613 casos de cancer de tireoide, com
uma incidéncia de 509 (83%) casos em mulheres e 104 (17%) em homens (REIS et
al., 2008).
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A frequéncia do carcinoma de tireoide em homens é geralmente a metade das
mulheres, porém o risco de morte € o dobro para esse género. Uma das hipéteses é
que, ao diagnostico os homens sdo mais idosos que as mulheres (WARD &
ASSUMPCAO 2004).

Apesar de incidir mais em mulheres, o prognostico € melhor do que em
homens (LISKA et al., 2005; MASSAFERRI et al., 2010). Uma elevada taxa de
recorréncia da doenca ou um pior progndéstico é encontrado em homens com idade
superior a 40 anos (CABRUZZI et al., 2009). Alteragdes hormonais relacionadas ao
ciclo menstrual, gravidez e menopausa séo fatores etiolégicos que podem explicar
as raz0es do género feminino ser o mais acometido (MACK et al., 1999).

Uma ampla disponibilidade de exames ultrassonograficos e a realizacdo de
citologia de material obtido por puncdo aspirativa com agulha fina (PAAF),
certamente possibilitaram a melhoria na capacidade de rastrear a malignidade em
nodulos tireoidianos (DEAN & GHARIB, 2008; REIS et al., 2010; GOMES et al.,
2011; VARTANIAN, 2013). Tais fatores contribuiram para exatiddo do diagnéstico do
cancer de tiredide, refletindo assim, no aumento do nimero de casos desse tipo de
tumor (KENT et al., 2007; SCUITO et al., 2009; INCA, 2011; VARTANIAN, 2013).

A melhoria das condi¢des socioecondmicas aliada a facilidade de acesso da
populacao aos servicos de saude, bem como, a divulgacao e implantacdo de normas
e diretrizes que subsidiam as acdes do sistema de saude, fizeram com que
ocorressem a reducédo da mortalidade por esse tipo de neoplasia, pois se o cancer
de tiredide for diagnosticado precocemente, torna-se um tumor curavel (KENT et al.,
2007; INCA, 2011). Uma avaliacdo cuidadosa das manifestacdes clinicas como
odinofagia, disfagia, rouquidao, tosse, dispnéia, fatores que devem ser reconhecidos
durante a anamnese, é necessario para que ocorra 0 mais precoce diagndéstico da
neoplasia tireoidiana (SCIUTO et al., 2009; INCA, 2011).

2.4 Fatores de Risco para o desenvolvimento dos Carcinomas

Papiliferos de Tireoide

A etiologia multifatorial do carcinoma papilifero da tiredide € resultante da

complexa interacdo entre fatores genéticos, ambientais e radiacdo ionizante
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(CABRUZZI et al., 2009; ERDEM et al., 2011). Estudos epidemiologicos sugerem 0s
seguintes fatores de risco: género e idade, diferencas étnicas, fatores ambientais,
genéticos e hormonais, exposi¢ao anterior a radiacéo ionizante, idade quando ocorreu
a irradiacédo, historia prévia de doenca benigna na glandula tiredide, historia familiar e
contribuicdo do iodo na alimentacdo (CABRUZZI et al., 2009; ERDEM et al., 2011).
Portanto, os fatores de risco baseiam-se em dados clinicos e anatomopatologicos
que, em analises multivariadas, mostram-se independentemente responsaveis pelo

prognaostico da doenca (INCA, 2011).

Fatores clinicos e epidemiolégicos também vém sendo utilizados na selecéo
dos pacientes de risco para o cancer da tiredide, dentre eles, fatores autoimunes,
fatores genéticos relacionados ao sistema leucocitario humano (HLA) e fatores
ambientais (COELI et al.,, 2005;). Estudos realizados, desde o acidente de
Chernobyl, evidenciam que a exposicdo a radiacdo ionizante tem uma forte
associacdo com o cancer de tiredide (TOMER et al., 2003). Entretanto, existem
poucas evidéncias de que a exposicao a radiacao ionizante na fase adulta, ou seja,
apos os vinte anos de idade, seja um fator de risco para o CPT (WARD, 2008;
RICHARDSON, 2009). A investigacdo dos antecedentes familiares € extremamente
importante, pois de 5% a 10% dos pacientes que desenvolveram o carcinoma
papilifero da tiredide, possuiam histérico familiar. O cancer de origem hereditario
ocorre quando a neoplasia torna-se mais prevalente em individuos da mesma
familia. Ele ocorre por meio de um padrdo mendeliano autossémico dominante,
culminando em um risco de transmissdo de 50% para os descendentes,

independentemente do género (ALVARENGA et al., 2003).

Pacientes com polipose adenomatosa familiar apresentam um maior risco de
desenvolver CPT (ROBIN, 2010). Sdo comuns no CPT os rearranjos somaticos do
protooncogene RET no cromossomo 10 (ROBBINS & COTRAN, 2010; RUBIN,
2010). Criangas expostas a radiacdo no acidente de Chernobyl mostravam essa
mutacdo (TOMER et al.,, 2003). Essa mesma mutacdo ocorre apoés irradiacao
externa da tiredide. A maioria dos casos de carcinoma da tiredide ocorre no inicio ou
meio da vida adulta, embora possa se manifestar em qualquer idade, até mesmo na
infancia (VARTANIAN, 2013).
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2.5 Fatores Progndsticos para os Carcinomas Papiliferos da Tiredide

Os fatores prognésticos para individuos com carcinoma papilifero da tiredide
podem ser avaliados em trés momentos diferentes. Primeiramente, fatores como a
idade do paciente, tamanho do tumor e a presenca ou ndo de metastases, regionais
ou a distancia, sao utilizados pelo sistema de estadiamento, com objetivo de decisédo
sobre a medida da terapéutica da doenca. Em um segundo momento, € considerado o
tipo de tratamento ofertado ao paciente. No Ultimo momento, é feito uma reavaliacéo
entre 6 a 12 meses apoés o tratamento inicial da doenca para reclassificar o risco de
recorréncia da doenca (NOBREGA, 2008; ERDEM et al., 2011).

Assim, na tentativa de otimizar a abordagem cirirgica, tém-se tentado
identificar fatores prognosticos que possam auxiliar e dividir os individuos com
carcinoma papilifero da tiredide em pacientes de baixo risco e alto risco
(SCHLUMBERGER et al., 1986; HAY et al., 1989; NOBREGA, 2008; WONG et al.,
2012). Baseado nesses critérios foi elaborado um sistema de estadiamento e
classificacdo de tumores, que incluem o AGES (Age, Grade, Extracapsular spread,
and Size) e o AMES (Age, Metastasis, Extracapsular tumor, and Size). Sistemas
baseados, sobretudo na idade do paciente e caracteristicas anatomopatoldgicas do
tumor (HAY et al, 1987;).

A base norte-americana de registros de cancer (National Cancer Date Base-
NCDB) e os dados do programa em vigilancia epidemioldgica norte americana
(Surveillance Epidemiology and End Results Program — SEER), demonstram a
importancia da idade na sobrevida do paciente e relatam indices préximos de 95% a
100% em cinco anos para individuos com idade inferior a 45 anos de idade em
estadio | e Il (GILLILAND et al.,, 1991; HUNDAHL et al.,1998). Em contraste,
pacientes com idade superior a 70 anos possuem 70% de chance de sobrevivéncia

(American Cancer Society 2003).

2.6 Genética dos Carcinomas Papiliferos de Tiredide

As Ultimas décadas tém sido marcadas pela expansdo dramatica para a

compreensao da base molecular da carcinogénese da tiredide. Uma mutacao inicial
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em algum gene envolvido na regulacado da proliferacdo e/ou diferenciacao celular
ocorre, culminando na formacéo dos carcinomas (SCIUTO et al., 2009).

AlteracOes genéticas estdo envolvidas nas principais variagdes histologicas
do céncer de tiredide. Tais alteragcdes ocorrem em células foliculares e estédo
agrupadas em duas vias oncogénicas — via ativada por proteina quinase, (MAPK),
e a via da fosfatidilinositol-3 quinase (PI13K)-AKT (KNOSTMAN et al., 2007). Essas
vias sao transitoriamente ativadas pela ligacdo de fatores solUveis ao dominio
extracelular do receptor, possibilitando a transducgéo intracelular dos sinais, em
condi¢cdes normais. As mutacdes de ganho de fungéo, presentes nos canceres de
tireoide, em conjunto com os componentes dessas vias, levam a ativagcao do ciclo,
mesmo na auséncia de um ligante, e consequentemente a carcinogénese

(KNOSTMAN et al., 2007; ROBBINS & RUBIN, 2010).

A via mais estudada na tumorigénese da tireoide € MAPK (MAP quinase). A
via MAPK é uma via de sinalizacdo intracelular conservada que realiza um papel
importante na homeostase tireoidiana. Controla fungbes como a expressdo de
citocinas e proteases, progressdao do ciclo celular, aderéncia, motilidade e
metabolismo celular. Portanto, as MAPKSs influenciam na proliferacdo celular,
diferenciacao, sobrevida, apoptose, desenvolvimento e tem controle na sobrevida e
crescimento de tumores. Geralmente, envolve rearranjos de gene RET ou NTRK1
(receptor de tirosina — quinase neurotréfico), nos quais, um dos rearranjos, codifica
receptores transmembrana com dominio de tirosina — quinase, e 0 segundo
envolve mutacbes pontuais ativadoras em no gene BRAF, cujo produto é um

constituinte de sinalizacdo na via da MAP-quinase (Patel et al., 2006).

Nos carcinomas papiliferos de tiredide, ocorre tanto uma inversao
paracéntrica do cromossomo 10, como uma translocacdo entre 0S Cromossomos
10 e 17, que colocam o dominio de tirosina quinase do gene RET sob o controle
transcricional de genes que sao expressos no epitélio da glandula tireoide (PATEL

et al., 2006; KNOSTMAN et al., 2007) (Figura 4).
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Figura 4. Tipos de transloca¢fes detectadas nos oncogenes RET/PTC 1 a 10
descritas em carcinomas papiferos de tiredide. Fonte: http://www.arthritis.co.za.

As proteinas de fusdo, entdo formadas, sdo denominadas RET- PTC, e
aparecem em 20% a 40% dos carcinomas papiliferos da tiredide. Mais de 15
parceiros de fusdo do RET s&o reconhecidos, sendo dois mais conhecidos como
RET/PTC1 e RET/PTC2, comuns em canceres papiliferos esporadicos (STURGIS et
al., 2009).

A frequéncia dos rearranjos RET/ PTC € alta nos carcinomas papiliferos de
tireoide (PATEL et al.,, 2006; KNOSTMAN et al.,, 2007; WONG & LANG, 2012). O
gene RET situa-se no cromossomo 10gll, e o receptor tirosina-quinase que ele
codifica, € expresso nas células foliculares tireoidianas (STURGIS et al., 2009;
ROBBINS & COTRAN, 2010). A existéncia da proteina de fusdo RET/PTC leva a
expressao de uma tirosina quinase quimérica nas células foliculares tireoidianas e a
ativacao resultante da via da MAP quinase (XING, 2007; STURGIS et al., 2009).

As translocacgdes ou inversdes do NTRK1 no cromossomo 1921 sé&o vistas em
5% a 10% dos canceres de tiredide e as respectivas proteinas de fusdo séo
expressas em células tireoidianas, o que leva a ativagdo da sinalizacdo de vias
oncogénicas, como a via da MAP quinase (Maciel, 2005). Os carcinomas papiliferos

tireoidianos papilares apresentam mutacdes de ganho de funcdo no gene BRAF,
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sendo que a mais comum € uma troca de valina por glutamato no cédon 600
(PATEL et al., 2006; KNOSTMAN et al., 2007; STURGIS et al., 2009).

As mutagbes presentes em BRAF associam-se com fatores progndsticos
adversos como extensdo extra-tireoideana e doenca metastdtica. No CPT, as
variantes histolégicas demonstram algumas caracteristicas Unicas diante da
frequéncia ou natureza da mutacdo de BRAF. Essas mutacdes em BRAF e os
rearranjos cromossomicos dos genes RET ou NTRK1 possuem 0S mesmos
mecanismos que resultam na ativagdo na de sinalizagdo da MAP quinase. Os
rearranjos de RET/ PTC e as mutacdes pontuais de BRAF ndo sdo vistas nos
adenomas foliculares (PATEL et al., 2006; STURGIS et al., 2009).

2.7 A Imuno-Histoquimica na patologia cirdrgica

A imuno-histoquimica (IHQ) é um método de deteccdo da expressao de
proteinas localizadas nos tecidos, utilizando o principio antigeno/anticorpo. A IHQ é

largamente utilizada no diagnéstico e progndstico do cancer (RAMOS et al., 2005).

A IHQ surgiu por meio de pesquisas em imunopatologia, durante a década de
1940. Em 1974, foi possivel demonstrar alguns antigenos tissulares pela técnica de
imunoperoxidase em tecidos fixados com formalina e incluidos em parafina. Nessa
ocasido a imuno-histoquimica foi aceita como um método pratico e simples na rotina
diagnéstica de patologia cirirgica (BODEY, 2002). O desenvolvimento de anticorpos
monoclonais resultou na producdo de reagentes altamente especificos para
demonstracdo de antigenos celulares ou tissulares e juntamente com a recuperacao

antigénica marcaram a evolugcéo da imuno-histoquimica (TORRES et al., 2005).

As reacbes de imuno-histoquimica podem ser utilizadas nas seguintes
situacdes na pratica laboratorial de patologia cirdrgica: elucidacdo do tecido de
origem de uma neoplasia indiferenciada, determinagcéo do 6rgao de origem de uma
neoplasia indiferenciada, pesquisa de fatores prognosticos e terapéuticos,
identificacdo de estruturas, organismos e materiais produzidos pelas células e

deteccao de células neoplasicas metastaticas (WERNER et al.,2000).
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Embora seja um método simples, os resultados da imuno-histoquimica s&o
influenciados por diversos fatores como, a fixacgdo do espécime, a escolha dos

anticorpos a serem utilizados e até mesmo a interpretacao das laminas (ROSAI, 1996).

2.8 Angiogénese - Fator de Crescimento Endotelial Vascular (VEGF)

No desenvolvimento tumoral, os mediadores enddgenos ativadores do
crescimento celular superam os inibidores endégenos, favorecendo o desequilibrio e
estimulando, dentre outros processos, a angiogénese. Tal fato resulta na formacéo
de novos vasos sanguineos e, consequentemente, no maior fornecimento de
oxigénio para a nutricdo tumoral (ROCHA & FERREIRA, 2011).

Em 1971, Judah Folkmam (1933-2008), publicou um artigo no New England
Journal of Medicine, mencionando que o crescimento tumoral seria dependente da
formacdo de novos vasos sanguineos, a partir de uma rede pré-existente. E, para
gue ocorra o crescimento e o desenvolvimento tumoral, a angiogénese exerce uma
funcdo extremamente importante (NAKAMOTO et al., 2007; INDA et al.,, 2009;
ROCHA & FERREIRA 2011). Os fatores de crescimento endoteliais vasculares
(VEGF) sao familias de proteinas que funcionam como fatores de regulacdo da

angiogénese fisioldgica e da angiogénese tumoral (XIAOYAN et al., 2008).

Atualmente, dois tipos de angiogénese sao reconhecidos: a fisiologica e a
patolégica. A angiogénese fisioldgica participa dos processos como: ciclo menstrual,
reparo tecidual e cicatrizacao de feridas (ROCHA & FERREIRA, 2011). Geralmente,
€ restrita e localizada. J& a angiogénese patoldgica, apresenta uma persisténcia do
processo, sempre relacionado a uma desordem, um processo crénico e
desregulado, onde o produto final € a formacdo de vasos sanguineos (ROCHA &
FERRREIRA, 2011).

2.8.1 VEGF e seus Receptores

O fator de crescimento endotelial vascular (Vascular Endothelial Growth
Factor, VEGF), e tido como uma molécula importantissima na formacdo de novos
vasos sanguineos (XIAOYAN SHI, 2008; YONG LI, 2012). Cinco membros da familia
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VEGF humano séo descritos: VEGFA, VEGFB, VEGFC e D, além do fator de
crescimento da placenta (PIGF) (KOWANETZ, 2006; ROCHA & FEREIRA, 2011).
Além disso, multiplas isoformas de VEGF sao geradas por meio de splicing
alternativo do pré-mRNA. As familias VEGF ligadas interagem com 0s receptores
correlatos: VEGFR-1, VEGFR-2 e VEGFR-3. Sdo também reguladas por co-
receptores neuropitilinas (PNR) -1 e NRP 2 (ROCHA & FERREIRA et al.,2011).

O VEGF, também conhecido como fator de permeabilidade vascular, &
importante para sobrevivéncia, crescimento e migracdo celular (ROCHA &
FERREIRA, 2011; SANG et al., 2012; YING et al., 2012). A expressdo do VEGF é
altamente regulada e a perda de um alelo do gene VEGFA culmina em morte
embrionaria, devido a auséncia de vasos sanguineos. A atividade biolégica do VEGF
varia por diferentes mecanismos, tais como a co-expressao de diferentes membros
da familia, producéo de varias isoformas por splicing alternativo do RNA mensageiro
e modulacdo da sua atividade por ligacdo a mdultiplos receptores (ROCHA &
FERREIRA, 2011).

O VEGF humano compreende um grupo de proteinas de 121,145, 165, 189
ou 205 aminoacidos, e a distingcdo entre elas esta no dominio de ligagdo com a
heparina, existente na porgao carboxila terminal. O VEGF e os membros de suas
familias unem-se de forma distinta e seletiva com trés receptores tirosina quinase

(VEGFR-1, 2 e 3) e com as neuropitilinas (NRP-1 e NRP-2) (XIAOYAN et al., 2008).

E sabido que, NRP-1 é co-receptor para VEGF 165, o que favorece sua
atividade proliferativa e mitogénica nas células endoteliais. A atividade do VEGF é
mediada principalmente pela ligagdo ao receptor VEGF-2, e que promove a
autofosforilagdo do dominio tirosina quinase do receptor e a ativacao de cascatas de
sinalizacado intracelular, resultando na diferenciacdo de células endoteliais (ROCHA
& FERREIRA, 2011; XIAOYAN et al, 2008). A atividade do VEGF é
contrabalanceada pela unido de seu receptor, o VEGF-1, que tem pouca afinidade
de tirosina quinase. O VEGF-1 € produzido por splincing alternativo, sem os

dominios transmenbranares e intracelulares (ROCHA & FERREIRA, 2011).
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Estudos sugerem que o dominio de ligacdo VEGF -1 € importante para a
formacdo de novos vasos sanguineos, sequestrando o VEGF e diminuindo sua

disponibilidade para a ativacdo de VEGF-2.

VEGF é usualmente encontrado como homodimero, como por exemplo,
PIGF/VEGF e VEGF-B/VEGF, aptos para o favorecimento da promocéao, ativacao e
a ligacdo cruzada dos receptores VEGFR-1 e elevando, estimulo angiogénico
(ROCHA & FERREIRA, 2011). O VEGF-1 tem sido mencionado na iniciagado e
avanco de metastases. Portanto, sdo tidos como novos alvos terapéuticos no
tratamento de varias patologias em que a angiogénese é um fator que possibilita a
progressao da doenca (FISCHER et al., 2008; YIANG et al., 2012).

2.8.2 Angiogénese e Hipoxia

A angiogénese pode ser conceituada como uma resposta do organismo frente
a falta de oxigénio nos tecidos, que ocorre em circunstancias fisiolégicas e
patoldgicas, como no desenvolvimento embrionario e no aumento da massa tumoral
(RANKIN et al., 2008).

Os fatores induzidos por hipoxia (HIF) regulam a expressdo de mais de 100
genes envolvidos no transporte de oxigénio ou com as adaptacdes de tecidos em
situacdes de hipoxia. A atividade de HIF é controlada por enzimas sensiveis aos
niveis de oxigénio. Entre elas, as prolinas hidroxilases (PHD1-3) e o fator inibidor de
HIF (RANKIN et al., 2008). O fator de crescimento endotelial vascular - VEGF esta
relacionado com o cancer, quando sua expressao € aumentada. Mas, na periferia de
tumores, onde ndo ha hipdxia, ha uma alta concentracdo do VEFG, o que leva a
concluir que had uma producdo de VEGF independente de hipdxia por células
tumorais, provocada pela inativacdo de supressores tumorais, tais como p53 ou por

fatores exdgenos, como hormonios ou fatores de crescimento (CAPP et al., 2009).

2.8.3 Germinacgao das Células Endoteliais

As células endoteliais produzem fatores de crescimento, como VEGF e
citocinas, que em situacbes de hipoxemia induzem a saida da célula de sua

condicdo basal, seu desprendimento da parede do vaso sanguineo e a iniciacéo de
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um processo de migracdo para a formacao de novos vasos sanguineos (ROCHA &
FERREIRA, 2011). Dois tipos de células coordenam o processo migratorio: as
células endoteliais de ponta (tip cells), que coordenam o processo angiogénico e as
células endoteliais que seguem as células de ponta (stalk cells) (ROCHA &
FEREIRA, 2011). Células endoteliais stalk sdo aquelas que formam o limem do
vaso por meio de novas juncdes celulares e esse fato, que mantera a estabilidade
do vaso recém-formado (VIANNA et al.,2012).

Estudos revelam que o VEGF-3 regula a angiogénese fisioldgica e patoldgica
e gue anticorpos contra esse receptor sdo inibidores de angiogénese (ROCHA &
FERREIRA, 2011).

2.9 Fator de Crescimento Endotelial Vascular (VEGF C), Angiogénese e

Linfagiogénese

O fator de crescimento endotelial vascular C (VEGF-C) é uma glicoproteina
que apresenta atividade angiogénica e mitogénica. E considerado um potente
mitdégeno para as células endoteliais vasculares (NAKAMOTO, 2007; DU et al.,
2011). Sua expressdo estd significativamente relacionada com metéstases
linfonodais no carcinoma papilifero de tiredide (SIIRONEN et al., 2006; YU, 2008;
MIAO et al., 2009). Foi identificado inicialmente, como um fator estimulante do
receptor tirosina quinase FIt4, conhecido por VEGF-3. O gene do VEGF-C esta
localizado, no cromossomo 4934 e apresenta um alto grau de homologia com o
VEGF-A (PAAVONEN et al.,1997; INDA et al., 2009).

O VEGF-C ativa os receptores VEGF-2 e VEGF-3, ambos importantes para o
desenvolvimento vascular no ser humano. Em tumores primarios com invasao
linfatica e metastases para linfonodos, observou-se uma correlacéo entre VEGF-C e
VEGF-3 (INDA, 2009). E sabido que ha uma relagdo entre VEGF-C e VEGF-3 em
tumores primarios com invaséo linfatica e metastases para linfonodos (Inda, 2009).
O VEGF-C age através de receptores de tirosina-quinases, ndo apenas como
citocina angiogéncia, mas também com fator linfagiogénico, mostrando que a alta
expressdo dessa proteina resulta em disseminacao linfatica e hiperplasia da

vasculatura linfatica. A expressao dessa proteina é observada no carcinoma
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papilifero da tiredide (BUNONE et al., 1999; SHUSHANOV et al., 2000; TANAKA et
al., 2002; HUNG; 2003). Estudos mostram que VEGF-C é expresso de forma mais
agressiva em pacientes com a idade mais avancada e sua expressao sugere um

pior prognostico (SIIRONEN et al, 2006; INDA et al., 2009).

Os fatores de crescimento endoteliais vasculares (VEGF) sao frequentemente
relacionados a tumores com fendtipos mais agressivos e de pior prognéstico. Muito
embora a relacdo entre VEGF-C e sobrevida ainda ndo seja totalmente esclarecida
(INDA et al.,2009).

2.10 VEGF-C em Carcinoma Papilifero de Tiredide

A familia VEGF compreende proteinas estimuladoras potentes do
crescimento de células endoteliais e pode promover tanto a angiogénese (VEGF-A)
quanto a linfagiogénese (VEGF-C). Os papéis de VEFG-A, como fator angiogénico,
e de VEGF-C como um fator linfangiogénico, em tumores malignos estdo bem
estabelecidos. Apesar de inimeros fatores que promovem ambos 0S processos,
muito pouco se sabe sobre o0s mecanismos que inibem a angiogénese ou
linfagiogénese em carcinomas papiliferos da tire6ide (FOX et al., 1997; PEPPER et
al., 2001).

A expressao de VEGF-C é correlacionada intimamente com linfagiogénese, e
metastases linfaticas, portanto, é possivel que VEGF-C, seja um marcador tumoral
importante no CPT, associada a diminuicdo da sobrevida dos pacientes (BUNONE
et al., 1999; JELSHCH et al., 2006; SIIRONEN et al., 2006; X TIAN et al., 2008). O
aumento dos niveis séricos de VEGF-C foram significativamente associados com
metastases linfonodais, invaséo linfatica, metastases a distancia e um progndstico
ruim nos CPT (YU et al., 2008).

2.11 Cicloxigenase-2 (COX- 2)

O gene que codifica a COX-2 humana esta localizado no cromossomo 1
(1925.2-g25.3) e apresenta cerca de 60% de homologia com a COX-1. A COX-2

localiza-se principalmente no reticulo endoplasmatico e no envelope nuclear. O
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reticulo endoplasmético favorece a dimerizacdo e ativacdo da enzima e a
localizagdo nuclear propicia efeitos mitogénicos derivados de prostaglandinas
(RI1ZZO et al., 2011; BAI Jl et al., 2012). Cicloxigenase-2 € uma enzima presente em
pequenas quantidades nas vesiculas seminais e rins. E indetectavel na mucosa
colénica normal, estando superexpressa em alta proporcdo em tumores
(KRAWCZYK-RUSIECKA et al., 2011; RIZZO et al., 2011). COX-2 participa como
uma enzima da cascata da sintese de prostaglandinas, pois favorece a
transformacdo do &cido araquidénico em prostaglandinas responsaveis pela
permeabilidade vascular e quimiotaxia de células inflamatorias. Em diversos tipos de
canceres a alta expressao de COX -2 tém sido descrita (Rizzo et al., 2011; Bai Ji et
al., 2012) (Figura 5)
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Figura 5. Esquema demonstrando as ac¢0es fisioldgicas da ciclooxigenase

1 e 2. Fonte: http://www.arthritis.co.za/cox.html.

Em condi¢cdes normais a expressdo de COX-2 aumenta de forma transitoria
frente ao estimulo inflamatério e retorna aos niveis basais apds esse estimulo,
porém, sua expressdo persistente esta relacionada a neoplasias e a um pior
prognoéstico em alguns casos (SIRONEN et al., 2006; XIAOYAN et al., 2008; RI1ZZO
et al., 2011).
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2.12 COX-2 em Carcinomas Papiliferos de Tireoide

Estudos revelam que a COX-2 desempenha um papel importante na
carcinogénese e na progressao de tumores, bem como, na inducdo de angiogénese
(KRAWCZYK-RUSIECKA et al., 2011). No entanto, 0 mecanismo ndo é muito claro (JI
et al., 2012). A COX-2 é hiperexpress em tecidos tumorais qguando comparada com a
sua expressao em tecidos normais. A COX- 2 deve ser investigada, pois, no CPT ela
esta envolvida nos processos de angiogénese, carcinogénese, inibicdo de apoptose, e
estimulacdo da invasdo e proliferacao celular (KRAWCZYK-RUSIECKA et al.,2011). A
expressdo aumentada da COX-2 foi demonstrada em tireoidites, lesGes benignas e
malignas da tiredide, e nenhuma expressao em tecidos normais da tiredide (LEE et al.,
2008; KRAWCZYK-RUSIECKA et al., 2011). Entretanto, nos estudos de Kajita et al
(2005), nao houve diferencas significativas na expressao de COX-2 entre tecido

tireoidiano normal e CPT, em virtude da variagédo nos niveis de mRNA.

A expressao de COX-2, no estudo de Krawczyk-Rusiecka et al. (2011), foi
elevada e confirmada em todas as amostras de CPT. Dessa forma, acredita-se que
0 gene da COX-2 pode desempenhar um papel significativo na patogénese do CPT.
A utilidade da COX-2 como um marcador de malignidade da tireéide tem sido
desafiada, mas sua atividade na carcinogénese desperta um interesse pelo seu
estudo (KRAWCZYK-RUSIECKA et al., 2011).

2.13 Expressdo de VEGF-C e COX-2 em Carcinomas Papiliferos de

Tiredide

Estudos recentes demonstram uma forte correlagdo entre a expressao de
COX-2 e VEGF-C em carcinomas papiliferos da tireoide e revelam que a COX-2
pode ser um fator que regula a expressao de VEGF- C (XIAOYAN, 2008; BAI JI et
al., 2012). Portanto, a expressao de COX-2 no carcinoma papilifero da tiréide parece
ser um fator indutor de metastases (SIRONEN et al., 2006; YING et al. 2012). O
VEGF-C sinaliza a inducao de vasculogénese, angiogénese e linfagiogénese e para
gue ocorra o0 crescimento tumoral, existe a necessidade de aumento no suprimento
sanguineo (BERGELIN et al., 2010). A co-expressao de COX -2 e VEGF-C tem sido
investigada e analisada, pois COX-2 estd relacionada com a alta expressdo e

participacdo de VEGF-C na linfagiogénese, mostrando sua importancia na
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proliferacdo linfatica e disseminagdo de tumores solidos (SIIRONEN et al., 2006;
MERIC et al., 2006; MIAO et al., 2009).

No CPT, a idade parece ser o mais importante fator progndéstico e a falta de
associacao entre a sobrevida e metastases linfaticas também € outra caracteristica
dessa neoplasia (SIIRONEN et al., 2006). Metastases linfaticas sdo mais comuns em
pacientes mais velhos e sugerem um mau prognéstico. O bom progndstico em
pacientes jovens pode ser explicado pelo fato de que esses pacientes tem um
padrdo genético peculiar que permite a aderéncia e retencdo de células que nao
estdo relacionadas a capacidade de crescimento celular em outros érgdos (CADY,
1998; SIIRONEN et al., 2006). A expressdo de VEGF-C é maior em pacientes com
idade mais avancada, o que explica a agressividade do comportamento das
metéstases linfaticas nesses pacientes (SIIRONEN et al., 2006). O CPT, nao
demonstra uma relagéo clara entre metastases linfaticas e sobrevida (SAMAAN et
al., 1992; SIIRONEN et al., 2006).

A expressédo de VEGF- C e COX-2 deve ser analisada, visto que, ambas
possuem um papel importante na carcinogénese. Estudos moleculares evidenciam a
expressdo aumentada de VEFG-C e sua forte relacdo com a disseminacao por via
linfatica em carcinomas de pulmao, estémago, coélon, mama, préstata, e tiredide
(SIIRONEN et al., 2006; STURGIS et al., 2006). A expresséo elevada de COX-2 esta
associada, em diversos tumores, a um prognéstico ruim (BAI JI et al., 2012;
KRAWCZYK-RUSIECKA et al., 2011) (Tabelal).

Tabela 1. Revisao dos estudos da literatura que investigaram a expressao de COX-2
e VEGF-C em Carcinoma Papilifero de Tiredide

Autores/ Ano N /Local do estudo Proteina Associac@es Significativas

Lo et. al., 2005 70/ China COX-2 CPT

Jaing et al. 2005 135/ China VEGF-C CPT, Metastases Linfonodais

Yu et al., 2005 39/ China VEGF-C CPT, Metastases Linfonodais

Sironen et al.,2006 106 / Helsink COX-2 e VEGF-C CPT, idade, género e metastases
linfonodais

Miao et al., 2009 40/ China COX-2 e VEGF-C CPT, Metastases Linfonodais

Ling et al., 2010 58/ China VEGF-C CPT, Metastases

Hsueh et al., 2011 101/ Taiwan VEGF-C CPT, Estadiamento

Erdem et al., 2011 79/ Turquia COX-2 e VEGF-C CPT, Idade, Género e Estadiamento
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Avaliar a expressdo de VEGF-C e COX-2 em carcinomas papiliferos de
tireoide (CPT) utilizando imuno-histoquimica, bem como as possiveis associacdes
entre a expressdo desses marcadores e 0s aspectos clinicos e patolégicos dos

tumores.

3.2 Objetivos Especificos

e Avaliar a expressdo de VEGF-C e COX-2, por meio de imuno-

histoquimica, em carcinomas papiliferos de tiredide.

e Investigar as possiveis associacfes entre a hiperexpressao de VEFG-C e
COX-2 e os seguintes fatores: metastase linfonodal, metéstase a distancia,

tamanho do tumor, invaséo de tecido adjacente, idade e género;

e Avaliar o potencial prognostico dos marcadores VEGF-C e COX-2 nos

carcinomas papilifero de tiredide;
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4. METODOLOGIA

4.1 Sujeitos da Pesquisa

Estudo retrospectivo, com andlise de dados clinicos, histopatoldgicos e
imuno-histoquimicos de um grupo de pacientes com carcinoma papilifero de tireoide,
operados no Hospital Aradjo Jorge da Associacdo Goiana de Combate ao Cancer
(ACCG), com as pecas cirurgicas disponiveis e analisadas no Setor de Anatomia
Patologica, durante o periodo de 2004 a 2006. Este estudo foi aprovado pelo Comité
de Etica em Pesquisa do Hospital Aratjo Jorge e o termo de aprovacéo encontra-se

no Anexo | dessa dissertacao.

Os sujeitos do estudo foram pacientes com carcinoma papilifero de tireoide
atendidos consecutivamente e operados no Hospital Aradjo Jorge, selecionados a
partir dos livros de arquivo de laudos anatomopatologicos do Setor de Anatomia
Patologica. Os dados clinicos foram coletados a partir de informacdes contidas nos

prontuérios e laudos hispotapatolégicos e incluiram:

e Informacdes sobre género, idade na época do diagndstico, tamanho do
tumor e invasao capsular;

e Informacgdes sobre diagnostico histologico da doenca, o tamanho tumoral,
comprometimentos linfonodais regionais e a presenca de metastases a

distancia, além da invaséo de tecidos adjacentes também foram coletadas.

Foram incluidos apenas pacientes com comprovado diagndstico
histopatolégico de carcinomas papiliferos de tiredide, cujos blocos de parafina
encontravam-se disponiveis no Setor de Anatomia Patologica (SAP) e cujos

prontuarios encontravam disponiveis no Setor de Arquivo do hospital.

Um total de 177 (cento e setenta e sete) pacientes teve as pecas cirurgicas
analisadas no Setor de Anatomia Patoldgica no periodo estabelecido. Cento e
sessenta e cinco (165) pacientes, preencheram os critérios de incluséo e doze (12)

foram excluidos da analise, especialmente por ndo possuirem tumor primario
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disponivel, ou por falta de confirmacao diagndstica, apds revisdo histopatoldgica dos

casos.

4.2 Analise Imuno-Histoquimica

A andlise imuno-histoquimica empregou o0 método da imunoperoxidase
associada a polimeros (Kit comercial MACH4 - Universal HRP-Polymer kit -
BioCare). A imunodeteccado da proteina VEGF-C foi feita por meio de anticorpo
policlonal (Rabbit anti-VEGF-C polyclonal antibody, Invitrogen) e a de COX-2
empregou o anticorpo monoclonal COX229 (Mouse anti-COX-2, clone: COX229,
Invitrogen). Os cortes, montados em laminas sinalizadas, foram desparafinizados e
desidratados, em temperatura controlada. Em seguida, foram submetidos a
recuperagdo antigénica pelo calor, em panela de presséo, durante 5 minutos,
utilizando-se o citrato 0,01M, pH 6,0. Apds a recuperacdo antigénica, as laminas
foram mantidas a temperatura ambiente, para resfriamento, por cerca de 1 hora. O
bloqueio da peroxidase enddgena foi feito em perdxido de hidrogénio 3%, durante 10
minutos, e em seguida, as laminas foram lavadas com tampéao fosfato (PBS) por 5
minutos. Apdés o bloqueio, as laminas foram incubadas a 4°C, durante a noite, com o
anticorpo policlonal anti-VEGF-C, diluido (1:600) e anticorpo monoclonal anti-COX-2,
diluido (1:800), em solucdo de PBS contendo 1% de albumina bovina e com o
anticorpo monoclonal anti-COX-2. Ap6s a incubag¢do com o anticorpo primario, as
laminas foram lavadas 3 vezes em PBS, por 5 minutos, e incubadas durante 1 hora
com o0 anticorpo secundario conjugado com o polimero contendo a biotina-avidina
peroxidase. Depois de uma nova lavagem com PBS, por 5 minutos, a reacéo foi
revelada com tetra-hidroclorato de 3-3’diaminobenzidina, por 5 minutos, e as laminas
levemente contra coradas com hematoxilina. Em seguida, as laminas foram

desidratadas e montadas com laminula.

A analise microscopica das preparagfes de IHQ utiliza o indice de marcacao
da respectiva proteina no citoplasma das células, classificando as marcagdes

guantitativamente, em 04 categorias:

e Negativa,;
e Positiva em até 10% das células;

e Positiva em 11% a 50% das células;
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e Positiva em 50% ou mais das células.

4.3 Analise Estatistica

Analise estatistica descritiva dos dados foi realizada para avaliacdo dos
principais aspectos clinicopatologicos relacionados ao progndéstico dos carcinomas
papiliferos de tireoide. Os casos avaliados foram divididos em dois grupos de acordo
com a percentagem de células tumorais marcadas (< a 50% e > 50%) e analisadas
por estatistica comparativa, utilizando o teste do Chi-quadrado. Esse teste permite
comparar dois grupos e dizer se eles séo diferentes estatisticamente, ou melhor, se
existe uma associacdo estatisticamente significativa entre os fatores analisados.
Portanto, as comparagfes foram feitas, utilizando o nivel de 95% de confianca,
sendo considerado significativo o resultado com p igual ou menor que 0,05% em

todas as andlises.
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5. RESULTADOS

5.1 Grupo de Estudo

Os dados clinicos e patolégicos dos pacientes incluidos neste estudo estdo
descritos nas tabelas 2, 3 e 4. Na tabela 2, verifica-se que os CPT foram mais
prevalentes no género feminino (81,2%) especialmente na faixa etaria de 45 anos
(59%).

Tabela 2. Andlise descritiva dos pacientes com carcinoma papilifero da tireoide em
relacdo ao género e idade

Género Ne° % <45 > 45
Masculino 31 18,8 21 10
Feminino 134 81,2 79 55

Quanto a presenca de metastases (Tabela 3), foram encontradas metastases
linfonodais em 35 individuos portadores de CPT, perfazendo um total de 21,2% da
amostra, sendo 10 casos de ocorréncia no género masculino e 25 no género
feminino.

Em relacdo as metastases a distancia, apenas 3,6% (n=6) do total analisado
apresentou essa caracteristica clinica. Além disso, metastades a distancia foram
encontradas apenas em individuos do sexo feminino, estando ausente no género

masculino (Tabela 3).

Tabela 3. Analise descritiva dos pacientes com carcinoma papilifero da tire6ide em
relacdo a presenca de metastase linfonodal e a distancia

Variavel
Metastase Lindonodal Total (n=165) Homens (n=231) Mulheres (n=134)
Presente 35 21,2 10 32,3 25 18,7
Ausente 130 78,8 21 67,7 109 81,3
Metéstase a Distancia
Presente 6 3,6 0 0,0 6 45
Ausente 159 96,4 31 100,0 128 95,5
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Na tabela 4 verifica-se que a analise histopatologica detectou invasao
capsular em 71 casos (43,0%), sendo 54 casos descritos no género feminino e 17
no género masculino. Em 9 casos (5,5%), ndo foi possivel realizar essa analise. O
extravasamento da glandula pelo tumor foi verificado em 40 (24,2%) dos tumores
analisados, sendo 31 casos detectados em mulheres e 9 casos em homens. Em trés
casos (1,8% da amostra), ndo foi possivel fazer esta analise, e esta caracteristica

estava ausente em 122 (73,9%) casos.

Tabela 4. Andlise descritiva dos pacientes com carcinoma papilifero da tiredide em relagéo
a invasao capsular e invasao de tecido adjacente

Variavel
Invasdo Capsular Total (n=165) Homens (n=31) Mulheres (n=134)
Presente 71 43,0 17 54,8 54 40,3
Ausente 85 51,5 11 35,5 74 55,2
Nao especificado 9 55 3 9,7 6 4.5
Invasado Tecido
Adjacente
Presente 40 24,2 9 29,0 31 23,1
Ausente 122 73,9 22 71,0 100 74,6
N&o especificado 3 1,8 0 0,0 3 2,2

5.2 Associacdes investigadas entre a expressdao de COX-2 e VEGF-C

com os aspectos clinicos e histopatologicos

A andlise imuno-histoquimica de COX-2 e VEGF-C foi realizada em 165
amostras de carcinomas papiliferos da tireoide. A analise imuno-histoquimica da
expressao de COX-2 e VEGF-C, apresentou escore de marcagao entre 1 e 4, e em
3 casos a andlise foi inconclusiva. A classificacdo da expressdo de COX-2 e
VEGF-C dividiu os tumores em dois grupos, sendo um com expressao < 50 % para
COX-2 (54,5%) e VEGF-C (40,6%), e outro com expressao > 50 % para COX-2
(30,3%) e VEGFC (37,6%). As possiveis associacdes entre os niveis de expressao
de COX-2 e VEGF-C com os aspectos clinicos e histopatoldégicos encontram-se

descritas na tabela 5.
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Tabela 5. Analise comparativa investigando as possiveis associacfes entre 0s
aspectos clinicos e a expressao das proteinas COX-2 e VEGF-C em 165 pacientes

com CPT
Variaveis COX-2 (n=163)* VEGF-C (n=164)**
<50% > 50% <50% > 50%
Género N (%) N (%) p N (%) n (%) p
Masculino 23 14,1 8 49 17 10,4 14 8,5
Feminino 90 55,2 42 25,8 0,6623 | 85 51,8 48 29,3 0,4640
Idade
< 45 anos 74 459 25 15,3 66 40,2 33 20,1
> 45 anos 39 23,9 25 15,3 0,0904 | 36 22,0 29 17,7 0,1961
Tamanho
TX 7 4,3 0 0,0 6 3,7 1 0,6
T1 53 32,5 18 11,0 48 29,3 23 14,0
T2 30 18,4 9 5,5 30 18,3 9 5,5
T3 5 3,1 2 1,2 6 3,7 1 0,6
T4 18 11,0 21 12,9 0,0048 | 12 7,3 28 17,1 <0,0001
Nédulo
Uninodular 86 52,8 34 20,9 79 48,2 42 25,6
Multinodular 27 16,6 16 9,8 0,3733 | 23 14,0 20 12,2  0,2349
Metéastase Lindonodal
Presente 22 13,5 13 8,0 10 6,1 25 15,2
Ausente 91 55,8 37 22,7 0,4657 | 92 56,1 37 22,6 <0,0001
Metéastase a Distancia
Presente 3 1,8 3 1,8 1 0,6 5 3,0
Ausente 110 67,5 a7 28,8 0,5519 | 101 61,6 57 34,8 0,0556
Invasdo Capsular***
Presente 40 24,5 31 19 47 28,7 23 14,0
Ausente 57 35,0 28 17,2 0,2266 | 61 37,2 24 14,6  0,6546
InvasaoTecido
Adjacente****
Presente 18 11,0 21 12,9 12 7,3 28 17,1
Ausente 94 57,7 28 17,2 0,0006 | 89 54,3 33 20,1 <0,0001

Numero de pacientes excluidos da analise por falta de dados: (*) 1 paciente e (**) 2 pacientes

A hiperexpressao de COX-2 esteve significativamente associada ao tamanho

dos tumores (p=0,0048) e a invaséo de tecido adjacente (p=0,0006).

A hiperexpressao de VEGFC esteve significativamente associada ao tamanho

dos tumores (p<0,0001), a presenca de metastases linfonodais (p<0,0001) e a

invasao tumoral de tecidos adjacentes (p<0,0001).
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6. DISCUSSAO

A andlise imuno-histoquimica € de grande valia para o estudo do perfil de
expressdo dos genes de interesse. Neste estudo, investigou-se a expressédo de
VEGF-C e COX-2 em carcinomas papiliferos de tireoide (CPT) e as possiveis
associacfes entre a expressdo desses marcadores e 0s aspectos clinicos e

patoldgicos dos tumores.

A via linfatica € o principal mecanismo de disseminacdo dos carcinomas
papiliferos de tiredide (Siironen et al., 2006; Robbins & Cotran, 2010). COX-2 parece
promover linfagiogénese pela supra-regulacdo do VEGF-C (SIIRONEN et al., 2006),
sendo o VEGF-C o mais potente fator linfagiogénico conhecido (INDA et al. 2009).
Nosso estudo revelou associacdo significativa entre a presenca de metastase

linfonodal (p<0,0001) e a expressao de VEGF-C.

O carcinoma papilifero da tiroide é o tipo mais comum de neoplasia maligna
do sistema enddcrino, responsavel por 70% a 80% dos casos. Variagcdes na
incidéncia de carcinomas papiliferos de tiredide séo registradas em diversas partes
do mundo, o que reflete possiveis caracteristicas ambientais e genéticas que
favorecem o seu desenvolvimento (WARTHOFSKY, 2010). Nossa pesquisa também
revelou maior ocorréncia de CPT no género feminino, com uma proporc¢éo de 4,3
mulheres para 1 homem. Estes dados se assemelham com os achados de Cabruzzi
et al (2011) que também constatou a presenca de CPT em 4 mulheres para 1
homem e verificou que a grande maioria dos tumores ocorre em adultos com idades

entre 20 e 50 anos.

Estudos que investigam marcadores moleculares permitem a identificacdo de
alvos importantes para o melhor direcionamento do tratamento dos carcinomas
papiliferos de tiredide. As moléculas VEGF-C e COX-2 tém sido analisadas com
resultados que evidenciam suas participacdes na tumorigénese dos carcinomas
papiliferos de tiredide, bem como, ao pior prognoéstico desses tumores (SIIRONEN et

al.,2006).
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O grupo aqui estudado apresenta caracteristicas semelhantes aos da
literatura (CABRUZZI et al., 2011; ERDEM et al., 2011; INCA, 2011; VARTANIAN,
2013). A maior prevaléncia da doenca em mulheres (81,2%) foi verificada em nosso
estudo. Além disso, nossos resultados revelam uma maior prevaléncia de CPT em
mulheres com idade inferior a 45 anos. Para Mack et al. (1999) a maior prevaléncia
de CPT em mulheres se justifica em virtude das alteragdes hormonais provenientes
do ciclo menstrual, gravidez, ciclos reprodutivos e menopausa, no entanto, esses
dados ndo sdo bem compreendidos. J& os homens correspondem a apenas 18,8%
dos casos e dentre estes, 67,7% possuiam menos de 45 anos. Segundo Wang et al.
(2004), os homens apresentam aproximadamente metade da frequéncia de
carcinoma papilifero de tiredide das mulheres, como demonstrado em nosso

trabalho.

A relacdo entre a atividade de COX-2 e VEGF-C na carcinogénese esta
sendo examinada em varias neoplasias humanas, inclusive no céancer colorretal,
mama, pulméo entre outros. Com o auxilio da (PAAF) puncao aspirativa por agulha
fina no diagnostico de nédulos da tiredide, foi possivel reduzir o numero de casos de
tratamento cirargico de 67% para 44%, pois a realizacdo da citopatologia permite a
melhoria no rastreamento da malignidade em nddulos teroidianos. Este exame
juntamente com a utilizacdo de marcadores moleculares, aumenta a probabilidade
de um diagnéstico correto (KRAWCZYK-RUSIECKA & LEWINSK, 2010).

A literatura descreve a associacao entre a idade e um pior progndstico para
os CPT. Siironen et al. (2006) demonstraram que nos tumores de pacientes idosos
com CPT, a expresséo de COX-2 e VEGF-C foi maior. Mas, ndo houve associagao
significativa entre os niveis de expressdo em tumores de pacientes mais idosos em
relacdo aos pacientes mais jovens. J& Ito et al. (2011) demonstraram que 0s niveis

de COX-2 foram significativamente reduzidos em pacientes idosos.

Nossos dados revelaram que ndo houve diferenca significativa entre a idade
ou género com niveis de expressdo de COX-2 e VEGF-C. No entanto, pode se
observar uma associacao significativa entre niveis de expressao baixos de COX-2
com uma maior prevaléncia de tumores menores (T1 e T2), e uma hiperexpressao
associada aos tumores maiores (T3 e T4) (p=0.0048). Este resultado sugere que a

hiperexpressdo de COX-2, esteja relacionada com aumento do tamanho tumoral.
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Segundo Siironen et al. (2006) o nivel de expressao foi maior em CPT em estadio

avancado, mas essa diferenca nao foi estatisticamente significativa.

O envolvimento linfonodal é evento comum, nos CPT ocorrendo em cerca de
30% dos pacientes. Segundo Slough (2006), a extensao extratireoidiana ocorre de
8% a 32% dos casos, sendo tecido adjacente (8%) os sitios extratireoidianos mais
acometidos, seguidos do envolvimento do nervo laringeo-recorrente (6%) e traquéia
(5%). Metastases a distancia sao percebidas em apenas 1 a 25% dos pacientes com
CPT, o que representa uma taxa pequena entre os carcinomas bem diferenciados
da tiredide. Em nosso trabalho todos esses fatores foram observados com presenca
de comprometimento linfonodal em 21,2% da amostra; invasao de tecido adjacente
em 24,2%. Além disso, o indice de metastase a distancia na populacéo estudada foi
de apenas 3,6%, 0 que vai de encontro com a literatura (SCIUTO et al., 2009), que
refere que, mais de 80% dos pacientes com CPT apresentam estadiamento TNM
baixo (estagios T1l e T2) quando analisados, 0 que também ocorreu na nossa

amostra com 50,9% do total.

Nos pacientes de nosso estudo observamos uma associacdo da hiperexpressao
do VEGF-C com invasdo de tecido adjacente, metastases linfonodal e a distancia, e
observamos associacéo entre hiperexpressdo de COX-2 com o aumento do tamanho
tumoral, bem como o extravasamento do tecido adjacente. O resultado da associa¢ao
do VEGF-C com fatores de pior progndstico vai de encontro aos achados de alguns
autores com publicacdes mais recentes. Isso poderia ser explicado pela ativacdo da
linfangiogénese pelo VEGF-C, facilitando a disseminacgdo tumoral (NAKAMOTO et al.
2007; INDA et al. 2009).
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7. CONCLUSAO

Os nossos resultados permitem concluir que:

A hiperexpressdo de COX-2 foi verificada em 50 casos (30,6%) de

carcinomas papiliferos de tiredide.

A hiperexpressao de VEGF-C foi verificada em 62 casos (37,8%) de

carcinomas papiliferos de tiredide.

A hiperexpressao de COX-2 esteve significativamente associada ao tamanho

dos tumores (p=0,0048) e a invasao do tecido adjacente ao tumor (p=0,0006).

A hiperexpressao de VEGFC esteve significativamente associada ao tamanho
dos tumores (p<0,0001), a presenca de metastases linfonodais (p<0,0001) e a

envasao do tecido adjacente (p<0,0001).

A hiperexpressao de COX-2 e VEGFC nos carcinomas papiliferos de tirebide

estd associada aos aspectos de pior progndéstico desses tumores.

50



. REFERENCIAS

10.

11.

12.

Alvarenga M, Cotta AC, Dufloth RM, Schmitt FCL. Contribuicdo do patologista cirargico para o
diagndstico das sindromes do céancer hereditario e avaliacdo dos tratamentos cirdrgicos
profilaticos. Jornal Brasileiro de Patologia e Medicina.

American Cancer Society. Cancer facts and figures 2003. Disponivel em URL:
http://www.cancer.org/docroot

Bai Ji, Yahui Liu, Ping Zhang, Yingchao Wang, Guangyi Wang. COX-2 Expression and Tumor
Angiogenesis in Thyroid Carcinoma Patients among Northeast Chinese Population-Result of a
Single-Center Study. Department of Hepatobiliary and Pancreatic Surgery, the First Bethune
Hospital, Jilin University, Jilin 130021, China. Bai Ji and Yahui Liu contributed equally to this
paper. Received: 2012.01.31; Accepted: 2012.04.15; Published: 2012.04.19.

Bergelin, Nina, Christoffer L6f, Sonja Balthasar, Veronica Kalhori, e Kid Tornquist. “S1P1 and
VEGFR-2 Form a Signaling Complex with Extracellularly Regulated Kinase 1/2 and Protein Kinase
C-alpha Regulating ML-1 Thyroid Carcinoma Cell Migration”. Endocrinology 151, no 7 (julho de
2010): 2994-3005. doi:10.1210//en.2009-1387. Laboratorial 2003 abr; 39(2): 167-77.

Berne, Levy. Tratado de Fisiologia. 5 ed. Rio de Janeiro: Elsevier, 2004.

Bhargav, Panchagan Rama Kant, Anjali Mishra, Gaurav Agarwal, Amit Agarwal, Prasanta Kumar
Pradhan, Sanjay Gambhir, Ashok Kumar Verma, e Saroj Kanta Mishra. “Long-term Outcome of
Differentiated Thyroid Carcinoma: Experience in a Developing Country”. World Journal of Surgery
34, no 1 (janeiro de 2010): 40—-47. doi:10.1007/s00268-009-0293-y.

Bradly, Dawn P, Vijaya Reddy, Richard A Prinz, e Paolo Gattuso. “Incidental Papillary Carcinoma
in Patients Treated Surgically for Benign Thyroid Diseases”. Surgery 146, no 6 (dezembro de
2009): 1099-1104. doi:10.1016/j.surg.2009.09.025.

Bodey, B. The significance of immunohistochemistry in the diagnosis and therapy of neoplasms.
Expert Opin Biol Ther 2002 Apr;2(4):371-93.

Bunone, G, P Vigneri, L Mariani, S Buté, P Collini, S Pilotti, M A Pierotti, e | Bongarzone.
“Expression of Angiogenesis Stimulators and Inhibitors in Human Thyroid Tumors and Correlation
with Clinical Pathological Features”. The American Journal of Pathology 155, no 6 (dezembro de
1999): 1967-1976. doi:10.1016/S0002-9440(10)65515-0.

Cabruzzi, E., Pégas, K. I, Molinari, A. S., Duarte, M. R., Ferrarii, M. B. A relac@o entre o tamanho
tumoral e fatores prognésticos em 241 casos de carcinoma papilart de tireoide. Revista de
AMRIGS, Porto Alegre, 55 (1): 58-63, 2011.

Cady, B, e R Rossi. “An Expanded View of Risk-group Definition in Differentiated Thyroid
Carcinoma”. Surgery 104, n° 6 (dezembro de 1988): 947-953.

Camboim DC, Figueirba VMSM, Lima DNO, Lima PAB, Lima MCCA. Papillary thyroid carcinoma
associated to Hashimoto's thyroiditis: frequency and histopathological aspects. J. Bras. Patol.
Med. Lab. 2009; 45(1).

51



13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24.

25.

26.

27.

Capp C, Zennig N, Wajner S, Maia AL. The role of vascular endothelial growth factor in tumor.
Clin Breast Cancer. 2000 Suppl 1:580-4.

Chen, Amy Y, Ahmedin Jemal, e Elizabeth M Ward. “Increasing Incidence of Differentiated
Thyroid Cancer in the United States, 1988-2005". Cancer 115, no 16 (15 de agosto de 2009):
3801-3807. doi:10.1002/cncr.24416.

Dean, Diana S, e Hossein Gharib. “Epidemiology of Thyroid Nodules”. Best Practice & Research.
Clinical Endocrinology & Metabolism 22, no 6 (dezembro de 2008): 901-911.
doi:10.1016/j.beem.2008.09.019.

Delellis RA, Lioyd RV, Heitz PU, Eng C. Pathology & Genetics tumours of endocrine organs. Lyon:
IARC; 2004.

Du, Bin, Zhen-Yu Yang, Xue-Yun Zhong, Mao Fang, Yong-Rong Yan, Guo-Long Qi, Yun-Long
Pan, e Xu-Long Zhou. “Metastasis-associated Protein 1 Induces VEGF-C and Facilitates
Lymphangiogenesis in Colorectal Cancer’. World Journal of Gastroenterology: WJG 17, no 9 (7
de margo de 2011): 1219-1226. doi:10.3748/wjg.v17.i9.1219.

Erdem H, Gindogdu C, Sipal S. Correlation of E-cadherin, VEGF, COX-2 expression to
prognostic parameters in papillary thyroid carcinoma. Mol Exp Pathol 2011 Jun ; 90 (3) : 312-7.
Doi: 10.1016/j. yexmp.2011.01.008.

Facina, Tais. “Estimativa 2012 — Incidéncia de Cancer no Brasil”. Rev. Bras. Cancerologia. v. 57,
n. 4, p. 557. Rio de Janeiro: INCA, 2011.

Folkman, J. “Anti-angiogenesis: New Concept for Therapy of Solid Tumors”. Annals of Surgery
175, no 3 (margo de 1972): 409-416.

Folkman, JMD. Tumor Angiogenesis: Therapeutic Implications. N Engl J Med 1971; 285:1182-
1186.

Fox, S B. “Tumour Angiogenesis and Prognosis”. Histopathology 30, n° 3 (marco de 1997): 294—
301.

Frederik A Verburg, Uwe Ma’derl, Markus Luster and Christoph Reiners Histology does not
influence prognosis in differentiated thyroid carcinoma when accounting for age, tumour diameter,
invasive growth and metastases.Department of Nuclear Medicine, Wu'rzburg University, Josef
Schneiderstrasse 2, Bau D5, 97080 Wu'rzburg, Germany and 1Tumour Centre, Wu'rzburg
University, Wu'rzburg, Germany, 2009

Garnis C, Buys TPH, Lam WL. Genetic alteration and gene expression modulation during cancer
progression. Mol cancer 2004; 3(9): 3-9

Gillland FD, Hunt WC, Morris DM, Key CR. Prognostic factors for thyroid carcinoma. A
population-based study of 15,698 cases from the Surveillance, Epidemiology and End Results
(SEER) program 1973-1991. Cancer 1997;79:564-73

Giusti, Francesca, Alberto Falchetti, Francesco Franceschelli, Francesca Marini, Annalisa Tanini,
e Maria Luisa Brandi. “Thyroid Cancer: Current Molecular Perspectives”. Journal of Oncology
2010 (2010): 351679. doi:10.1155/2010/351679.

Goémez Saez, José M. “Diagnostic and Prognostic Markers in Differentiated Thyroid Cancer”.
Current Genomics 12, n° 8 (dezembro de 2011): 597—608. doi:10.2174/138920211798120826.

52


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/11970755

28.
29.

30.

31.

32.

33.

34.

35.

36.

37.

38.

39.

40.

41.

Hanahan, D.; Weinberg, R.A. The hallmarks of cancer. Cell, n. 100, p. 57-100, 2000.

Hay ID, Bergstralh EJ, Goellner JR, Ebersold JR, Grant CS. Predicting outcome in papillary
thyroid carcinoma: development of a reliable prognostic scoring system in a cohort of 1779
patients surgically treated at one institution during 1940 through 1989. Surgery 1993;114:1050-8.
Horta, Bruno Arauljo Cautiero, Ana Carolina Renné Sodero, e Ricardo Bicca de Alencastro.
“Investigating the Differential Activation of Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF) Receptors”.
Journal of Molecular Graphics & Modelling 28, no 3 (outubro de 2009). 287-296.
doi:10.1016/j.jmgm.2009.08.007.

Hsueh, Chuen, Jen-Der Lin, I-Chin Wu, Tzu-Chieh Chao, Jau-Song Yu, Miaw-Jene Liou, e Chi-Ju
Yeh. “Vascular Endothelial Growth Factors and Angiopoietins in Presentations and Prognosis of
Papillary Thyroid Carcinoma”. Journal of Surgical Oncology 103, n° 5 (abril de 2011): 395-399.
doi:10.1002/js0.21844.

Hundahl SA, Fleming ID, Fremgen AM, Menck HR. A National Cancer Data Base report on 53,856
cases of thyroid carcinoma treated in the U.S., 1985-1995.Cancer 1998;83:2638-48.

Hung, Chung J, David G Ginzinger, Raza Zarnegar, Hajime Kanauchi, Mariwil G Wong, Electron
Kebebew, Orlo H Clark, e Quan-Yang Duh. “Expression of Vascular Endothelial Growth factor-C
in Benign and Malignant Thyroid Tumors”. The Journal of Clinical Endocrinology and Metabolism
88, no 8 (agosto de 2003): 3694-3699

Inda, Ana M., Marcela N.il.d.a. Garcia, Laura B.e.a.t.r.i.z. Andrini, Adriana L.a.u.r.a. Garcia,
Ayelen F.e.r.n.a.n.d.e.z. Blanco, Cecilia C.r.i.s.t.i.n.a. Furnus, Susana M.e.r.c.e.d.e.s. Galletti, et
al. “Evaluation of Angiogenesis with the Expression of VEGF-C and CD34 in Human Colon
Cancer”. Current Chemical Biology 3, no 3 (2009): 302—305. d0i:10.2174/187231309789054823.
Instituto Nacional de Céncer (Brasil). Acdes de enfermagem para o controle do céancer: uma
proposta de integracé@o ensino-servico. 3. ed. atual. amp. Rio de Janeiro: INCA, 2008a.

Instituto Nacional De Céncer. Sociedade Brasileira De Oncologia Pediatrica (SOBOPE). Céancer
na crianga e no adolescente no Brasil dados dos registros de base populacional e de mortalidade.
Rio de Janeiro, RJ, 2008b.

Ito Y, Kudo T, Takamura Y, Kobayashi K, Miya A, Miyauchi A. Prognostic factors of papillary
thyroid carcinoma vary according to sex and patient age. World J Surg. 2011; 35(12):2684-90.
Jeltsch M., Karpanen T., Strandin T., Aho K., Lankinen H., Alitalo K. Fator de crescimento
vascular endotelial (VEGF) / moléculas mosaico VEGF-C revelam determinantes de
especificidade e apresentam novos receptores de padrdes de ligacdo. J. Biol. Chem. 2006,
281:12187-12195.

Jiang, Han-Guo, Mei Gao, Wei-Ping Tang, Fei-Hong Li, e Qiong-Zhen Cai. “[Expression and
significance of VEGF, VEGF-C, and VEGF-D in papillary thyroid carcinoma]”. Ai zheng = Aizheng
= Chinese journal of cancer 24, n° 9 (setembro de 2005): 1136-1139.

Jui-Chieh Chen, Yi-Wen Chang, Chih-Chen Hong, Yang-Hao Yu, and Jen-Liang Su. The Role of
the VEGF-C/VEGFRs Axis in Tumor Progression and Therapy nt J Mol Sci. 2013; 14(1): 88—-107.
Published online 2012 December 20. doi: 10.3390/ijms14010088

Kajita S, Ruebel KH, Casey MB, Nakamura N, Lloyd RV. Papel da COX-2, a sintase do

tromboxano A2 e da prostaglandina E2 sintase em carcinoma papilar crescimento. Mod Pathol.

53


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Ito%20Y%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21953129
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Kudo%20T%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21953129
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Takamura%20Y%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21953129
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Kobayashi%20K%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21953129
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Miya%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21953129
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Miyauchi%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21953129
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/21953129
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Chen%20JC%5Bauth%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Chang%20YW%5Bauth%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Hong%20CC%5Bauth%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Yu%20YH%5Bauth%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Su%20JL%5Bauth%5D
http://dx.doi.org/10.3390%2Fijms14010088

42.

43.

44,

45.

46.

47.

48.

49.

50.

51.

52.

53.

54.

2005, 18:221-227. doi: 10.1038/modpathol.3800285.

Kent WD, et. al. Increased incidence of differentiated thyroid carcinoma and detection of
subclinical disease. CMAJ;177(11):1357-61, 2007 Nov 20

Kepal N. Patel, MD, and Bhuvanesh Singh, MD, Genetic Considerations in Thyroid Cancer
Submitted January 24, 2006; accepted March 21, 2006.

Kim, Tae Yong, Suck Joon Hong, Jung Min Kim, Won Gu Kim, Gyungyub Gong, Jin Sook Ryu,
Won Bae Kim, Sung-Cheol Yun, e Young Kee Shong. “Prognostic Parameters for Recurrence of
Papillary Thyroid Microcarcinoma”. BMC Cancer 8 (2008): 296. do0i:10.1186/1471-2407-8-296.
Knostman, K A B, S M Jhiang, e C C Capen. “Genetic Alterations in Thyroid Cancer: The Role of
Mouse Models”. Veterinary Pathology 44, n° 1 (janeiro de 2007): 1-14. doi:10.1354/vp.44-1-1.
Krawczyk-Rusiecka, Kinga e Andrzej Lewinski. “Cyclooxygenase-2 Expression and lts Association
with Thyroid Lesions”. Archives of Medical Science: AMS 6, n° 5 (outubro de 2011): 653-657.
doi:10.5114/aoms.2010.17076.

Krawczyk-Rusiecka K, Wojciechowska-Durczynska K, Cyniak-Magierska A, Adamczewski Z,
Gaftecka E, Lewinski A. COX-2 expression in papillary thyroid carcinoma (PTC) in cytological
material obtained by fine needle aspiration biopsy (FNAB). Thyroid Res. 2011 Jan 10; 4(1):3. doi:
10.1186/1756-6614-4-3.

Lee KJ, Jung YS, Kim WH, Yoon TI, Joo HJ, Soh EY. Ciclooxigenase-2 expressdo na doenca da
tiredide humana. J Endocrinol Invest. 2008; 31:111-118ine Regulations 39, no 3 (setembro de
2005): 73-83.

Liang, Huasheng, Yuhua Zhong, Zuojie Luo, Yu Huang, Huade Lin, Min Luo, Song Zhan, Kaiging
Xie, Yan Ma, e Qingdi Quentin Li. “Assessment of Biomarkers for Clinical Diagnosis of Papillary
Thyroid Carcinoma with Distant Metastasis”. The International Journal of Biological Markers 25, n°
1 (marco de 2010): 38—45.

Liska, J, V Altanerova, S Galbavy, S Stvrtina, e J Brtko. “Thyroid Tumors: Histological
Classification and Genetic Factors Involved in the Development of Thyroid Cancer’. Endocrine
Regulations 39, no 3 (setembro de 2005): 73-83.

Lo, Chung-Yau, Kin-Yin Lam, Pauline P Leung, e John M Luk. “High Prevalence of
Cyclooxygenase 2 Expression in Papillary Thyroid Carcinoma”. European Journal of
Endocrinology / European Federation of Endocrine Societies 152, n° 4 (abril de 2005): 545-550.
doi:10.1530/eje.1.01883.

Maciel RMB. Tumorigénese molecular tiroideana: implicacdes para a praticamédica. Arq Bras
EndocrinMetab. 2002; 46(4):381-90.

Mack, W J, S Preston-Martin, L Bernstein, D Qian, e M Xiang. “Reproductive and Hormonal Risk
Factors for Thyroid Cancer in Los Angeles County Females”. Cancer Epidemiology, Biomarkers &
Prevention: a Publication of the American Association for Cancer Research, Cosponsored by the
American Society of Preventive Oncology 8, no 11 (novembro de 1999): 991-997.

Mack, W J, S Preston-Martin, L Bernstein, D Qian, e M Xiang. “Reproductive and Hormonal Risk
Factors for Thyroid Cancer in Los Angeles County Females”. Cancer Epidemiology, Biomarkers &
Prevention: a Publication of the American Association for Cancer Research, Cosponsored by the

American Society of Preventive Oncology 8, n° 11 (novembro de 1999): 991-997.
54



55.

56.

57.

58.

59.

60.

61.

62.

63.

64.

65.

66.

67.

68.

Méric, Jean-Baptiste, Sylvie Rottey, Ken Olaussen, Jean-Charles Soria, David Khayat, Olivier
Rixe, e Jean-Philippe Spano. “Cyclooxygenase-2 as a Target for Anticancer Drug Development”.
Critical Reviews in Oncology/hematology 59, no 1 (julho de 2006): 51-64.
doi:10.1016/j.critrevonc.2006.01.003.

Miao, Ailin, Meizhen Wan, e Lei Cheng. “[Expression of COX-2 and VEGF-C in papillary thyroid
carcinoma and their relationship to cervical lymph metastases]’. Lin chuang er bi yan hou tou jing
wai ke za zhi = Journal of clinical otorhinolaryngology, head, and neck surgery 23, n° 19 (outubro
de 2009): 881-883.

Nakamoto RH, Uetake H, lida S, Kolev YV, Soumaoro YT, Yasuno M and Suguhara K 2007.
Correlations between Cyclooxygenase-2 Expression and Angiogenic Factors in Primary Tumours
and Liver Metastases in Colorectal Cancer. Jpn J Clin Oncol 37(9) 679-685.

Patel, Kepal N, e Bhuvanesh Singh. “Genetic Considerations in Thyroid Cancer”. Cancer Control:
Journal of the Moffitt Cancer Center 13, no 2 (abril de 2006): 111-118.

Pepper, M S. “Lymphangiogenesis and Tumor Metastasis: Myth or Reality?” Clinical Cancer
Research: An Official Journal of the American Association for Cancer Research 7, n° 3 (marco de
2001): 462-468.

Prodosmo, Andrea, Simona Giglio, Sonia Moretti, Francesca Mancini, Flavia Barbi, Nicola Avenia,
Giusy Di Conza, et al. “Analysis of Human MDM4 Variants in Papillary Thyroid Carcinomas
Reveals New Potential Markers of Cancer Properties”. Journal of Molecular Medicine (Berlin,
Germany) 86, n° 5 (maio de 2008): 585-596. doi:10.1007/s00109-008-0322-6.

Ramos HVL, Simoes MJ, Pontes PAL, Neves LR, Barbosa LHF, Biase NG, Oshima CTS.
Imunohistoquimica como método de estudo das fibras elasticas em prega vocal humana. Rev.
Bras. Otorrinolaringol. 71(4) 2005.

Reis, AAS, Silva, DM, Curado, MP, Cruz, AD. Polimorfismo nos carcinomas tiroideanos: Estudo
molecular e meta-analise. Etudos, Goiania, 37, n. 11/12, p. 851-867, nov/dez. 2010.

Reynolds, Rebecca M, Jennifer Weir, Diane L Stockton, David H Brewster, Thekkepat C Sandeep,
e Mark W J Strachan. “Changing Trends in Incidence and Mortality of Thyroid Cancer in
Scotland”. Clinical Endocrinology 62, no 2 (fevereiro de 2005): 156-162. do0i:10.1111/j.1365-
2265.2004.02187 .x.

Richardson, David B. “Exposure to lonizing Radiation in Adulthood and Thyroid Cancer
Incidence”. Epidemiology (Cambridge, Mass.) 20, no 2 (marco de 2009): 181-187.
doi:10.1097/EDE.Ob013e318196aclc.

Rizzo, Maria Teresa. “Cyclooxygenase-2 in Oncogenesis”. Clinica Chimica Acta; International
Journal of Clinical Chemistry 412, no 9-10 (11 de abril de 2011): 671-687.
doi:10.1016/j.cca.2010.12.026.

Robbins & Cotran. Patologia - Bases Patologicas das Doengas. 8, 2010.

Rocha JCC, Silva SN. Oncogenética. In: Coelho FRG, Kowalski LP. Bases da Oncologia. 2. ed.
S&o Paulo: TECMEDD; 2003: p. 423-32.

Rocha, JC; Ferreira, CG. Oncologia Molecular. Pag, 149 2° ed, [s.d.].

55



69.

70.

71.

72.

73.

74.

75.

76.

77.

78.

79.

80.

81.

Rodrigues, André Afonso Nimtz, Alcadipani, Fernando Antdnio Maria Claret, Antico Filho,
Armando, Suehara, Alexandre Baba, Casarim, André Luis Maion, Pinheiro, Thiago Cerizza.
Carcinoma medular de tiredide. Rev. Ciénc. Méd., Campinas, 19(1-6):91-97, jan./dez., 2010
ROSAI, J. Special techniques in surgical pathology. In: Ackerman’s. Surgical Pathology. 8 ed.
Nova York: Mosby-Year Book, 1996.

Samaan NA, Schultz PN, Hickey RC, Goepfert H, Haynie TP, Johnston DA & Ordonez NG 1992,
os resultados de varias modalidades de tratamento dos bem diferenciados carcinomas de
tiredide: uma revisdo retrospectiva de 1599 pacientes. Journal of Clinical Endocrinology and
Metabolism 75 714-720.

Schlumberger M, Tubiana M, De Vathaire F, Hill C, Gardet P, Travagli JP, et al. Long-term results
of treatment of 283 patients with lung and bone metastases from differentiated thyroid carcinoma.
J. Clin. Endocrinol Metab. 1986;63:960-7

Sciuto, R, L Romano, S Rea, F Marandino, | Sperduti, e C L Maini. “Natural History and Clinical
Outcome of Differentiated Thyroid Carcinoma: a Retrospective Analysis of 1503 Patients Treated
at a Single Institution”. Annals of Oncology: Official Journal of the European Society for Medical
Oncology / ESMO 20, no 10 (outubro de 2009): 1728-1735. doi:10.1093/annonc/mdp050.
Shushanov, S, M Bronstein, J Adélaide, L Jussila, T Tchipysheva, J Jacquemier, A Stavrovskaya,
D Birnbaum, e A Karamysheva. “VEGFc and VEGFR3 Expression in Human Thyroid
Pathologies”. International Journal of Cancer. Journal International Du Cancer 86, no 1 (1 de abril
de 2000): 47-52.

Siironen, Paivi, Ari Ristiméki, Kirsi Narko, Stig Nordling, Johanna Louhimo, Sture Andersson,
Reijo Haapiainen, e Caj Haglund. “VEGF-C and COX-2 Expression in Papillary Thyroid Cancer”.
Endocrine-related Cancer 13, no 2 (junho de 2006): 465-473. doi:10.1677/erc.1.01114.

Slough, Cristian M, e Gregory W Randolph. “Workup of Well-differentiated Thyroid Carcinoma”.
Cancer Control: Journal of the Moffitt Cancer Center 13, n° 2 (abril de 2006): 99-105.

Sturgis EM, Li G. “WVEGF-C and COX-2 Expression in Papillary Thyroid Cancer”. Endocrine-related
Cancer 13, no 2 (junho de 2006): 465—-473. doi:10.1677/erc.1.01114.

Sturgis, Erich M, e Guojun Li. “Molecular Epidemiology of Papillary Thyroid Cancer: In Search of
Common Genetic Associations”. Thyroid: Official Journal of the American Thyroid Association 19,
no 10 (outubro de 2009): 1031-1034. doi:10.1089/thy.2009.1597.

Talini C, Kaminski JH, Gama RR. Correlation between thyroid cancer and Hashimoto thyroiditis -
restrospective study. Rev. Bras. Cir. Cabeca Pescoco, 2012; 41(1), p. 12-18.

Tanaka, Katsuhiro, Hiroshi Sonoo, Junichi Kurebayashi, Tsunehisa Nomura, Sumiko Ohkubo,
Yutaka Yamamoto, e Shigeru Yamamoto. “Inhibition of Infiltration and Angiogenesis by
Thrombospondin-1 in Papillary Thyroid Carcinoma”. Clinical Cancer Research: An Official Journal
of the American Association for Cancer Research 8, no 5 (maio de 2002): 1125-1131.

Tomer, Yaron, Yoshiyuki Ban, Erlinda Concepcion, Giuseppe Barbesino, Ronald Villanueva, David
A Greenberg, e Terry F Davies. “Common and Unique Susceptibility Loci in Graves and Hashimoto
Diseases: Results of Whole-genome Screening in a Data Set of 102 Multiplex Families”. American
Journal of Human Genetics 73, n° 4 (outubro de 2003): 736—747. doi:10.1086/378588.

56



82.

83.

84.

85.

86.

87.

88.

89.

90.

91.

92.

93.

94.

Vartanian, José Guilherme. Diagnoéstico e Tratamento do Cancer de Tiredide. Onco&, margo/abril
2013.
Verburg, Frederik A, Uwe Mader, Markus Luster, e Christoph Reiners. “Histology Does Not
Influence Prognosis in Differentiated Thyroid Carcinoma When Accounting for Age, Tumour
Diameter, Invasive Growth and Metastases”. European Journal of Endocrinology / European
Federation of Endocrine Societies 160, no 4 (abril de 2009): 619-624. doi:10.1530/EJE-08-0805.
Vianna DM, Curionil OA, Franga LJL, Paiva DL, Pompeu BF, Dedivitis RA, Rapoport A. A raridade
histolégica no cancer da tireoide. Braz. j. otorhinolaryngol. 2012; 78(4).
Wang, Yagiu, Qingguan Hua. “[Clinical significance of HIF-1 alpha,VEGF and VEGF-C expression
in papillary thyroid carcinoma]”. Lin chuang er bi yan hou tou jing wai ke za zhi = Journal of clinical
otorhinolaryngology, head, and neck surgery 21, n° 5 (margo de 2007): 204-206, 208.
Ward, Laura S., e Ligia V. M. Assumpcgao. “Cancer diferenciado da tiréide: fatores prognosticos e
tratamento; Thyroid cancer: prognostic factors and treatment”. Arq. bras. endocrinol. metab 48, n°
1 (fevereiro de 2004): 126-136.
Wartofsky, Leonard. “Increasing World Incidence of Thyroid Cancer: Increased Detection or
Higher Radiation Exposure?” Hormones (Athens, Greece) 9, n° 2 (junho de 2010): 103-108.
Wong, Kai-Pun, e Brian Hung-Hin Lang. “New Molecular Targeted Therapy and Redifferentiation
Therapy for Radioiodine-refractory Advanced Papillary Thyroid Carcinoma: Literature Review”.
Journal of Thyroid Research 2012 (2012): 818204. doi:10.1155/2012/818204.
Werner, M. et al. Effect of formalin tissue fixation and processing on immunohistochemistry.
Am J Surg Pathol, v. 4, n. 7, p. 1016-9, 2000
Xiaoyan Shi, Ling Xi, Danhui Weng, Gang Chen, Xiaohong Song, Peng Wu, Beibei
Wang, Juncheng Wei,Shixuan Wang, Jianfeng Zhou, and Ding Ma 3614667.Clinicopathological
Significance of VEGF-C, VEGFR-3 and Cyclooxygenase-2 in Early-Stage Cervical Cancer. Int J
Biomed Sci. 2008 March; 4(1): 58-63.
Ying-Chun Zhao, Xiao-Jian Ni, Yong Li, Min Dai, Zhong-Xu Yuan, Yong-Yun Zhu, and Chuan-Yu
Luo Peritumoral lymphangiogenesis induced by vascular endothelial growth factor C and D
promotes lymph node metastasis in breast cancer patients Published online 2012 August
20. doi: 10.1186/1477-7819-10-165.
Yong Li,Ying-Chun Zhao, Xiao-Jian Ni, Min Dai, Zhong-Xu Yuan, Yon-Yun e Chuan-Yu Luo.
Peritumoral lymphangiogenesis induced by vascular endothelial growth factor C and D promotes
lymph node metastasis in breast cancer patients. World J Surg Oncol. 2012; 10: 165.Published
online 2012 August 20. doi: 10.1186/1477-7819-10-165.
Yu XM, Lo CY, Lam AK, Leung P., Luk JM Serum vascular endothelial growth factor c
correlaciona-se com metastases em linfonodos e perfis de tumores de alto risco em carcinoma
papilifero da tiredide. Ann. Surg. 2008; 247:483-489.
Yu, Xiao-Min, Chung-Yau Lo, Wai-Fan Chan, King-Yin Lam, Pauline Leung, e John M Luk.
“Increased Expression of Vascular Endothelial Growth Factor C in Papillary Thyroid Carcinoma
Correlates with Cervical Lymph Node Metastases”. Clinical Cancer Research: An Official Journal
of the American Association for Cancer Research 11, n° 22 (15 de novembro de 2005): 8063—
8069. doi:10.1158/1078-0432.CCR-05-0646.

57


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Shi%20X%5Bauth%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Xi%20L%5Bauth%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Weng%20D%5Bauth%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Chen%20G%5Bauth%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Song%20X%5Bauth%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Wu%20P%5Bauth%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Wang%20B%5Bauth%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Wang%20B%5Bauth%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Wang%20B%5Bauth%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Wei%20J%5Bauth%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Wang%20S%5Bauth%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Zhou%20J%5Bauth%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Ma%20D%5Bauth%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Zhao%20YC%5Bauth%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Ni%20XJ%5Bauth%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Li%20Y%5Bauth%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Dai%20M%5Bauth%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Yuan%20ZX%5Bauth%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Zhu%20YY%5Bauth%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Luo%20CY%5Bauth%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Luo%20CY%5Bauth%5D
http://dx.doi.org/10.1186%2F1477-7819-10-165
http://dx.doi.org/10.1186%2F1477-7819-10-165

95.

96.

97.

98.

Ward LS, Assumpcao LVM. Cancer Diferenciado da Tireoide: Fatores Prognésticos e Tratamento.
Arg Bras Endocrinol Metab. 2004; 48(1): 126-136

Touzopoulos P, Karanikas M, Zarogoulidis P, Mitrakas A, Porpodis K, Katsikogiannis N, Zervas V,
Kouroumichakis |, Constantinidis TC, Mikroulis D, Tsimogiannis KE. Current surgical status of
thyroid diseases. Journal of Multidisciplinary Healthcare. 2011; 4: 441-449

Coeli CM, Brito AS, Barbosa FS, Ribeiro MG, Sieiro APAV, Vaisman M. Incidéncia e mortalidade
por cancer de tiroide no Brasil. Arq Bras Endocrinol Metab. 2005; 49(4): 503-9.

Barra GB, Velasco LFR, Pessanha RP, Campos AM, Moura FN, Dias SMG, Polikarpov I, Ribeiro
RCJ, Simeoni LAA, Neves FAR. Mecanismo Molecular da Agdo do Hormoénio Tireoideano. Arq
Bras Endocrinol Metab. 2004; 48(1): 25-39.

58



ANEXOS

59



