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INTRODUCAO

Os carcinomas da tiredide representam 1 a 1,5% de todos os cancros nos EUA, pais
onde surgem dezassete mil novos casos e ha mil e duzentas mortes por ano devido a
estes tumores (o que perfaz cerca de 60% do numero total de mortes provocadas por
tumores enddcrinos malignos). Os carcinomas da tireéide sfo as neoplasias malignas
enddcrinas mais frequentes (cerca de 90% do total) e tém uma incidéncia anual de 0,5 a
10 casos por cem mil habitantes no mundo.! Tal como a patologia da tiredide em geral,
os carcinomas desta glandula sio, também, mais frequentes em mulheres. O prognéstico
dos carcinomas bem diferenciados do epitélio folicular da tiredide - papilares e
foliculares — é excelente: a sobrevida aos 5 anos ¢ de 94% em mulheres € 90% em
homens ;' aos 10 anos a sobrevida mantém-se em cerca de 90%.2 Pelo contrério, o
prognostico dos carcinomas indiferenciados (anaplasicos) ¢ muito mau: geralmente os
doentes tém uma sobrevida inferior a um ano. O prognostico dos carcinomas pouco
diferenciados estd “entre” o dos carcinomas bem diferenciados e o dos carcinomas
anaplasicos.

Na glandula tiredide existem, também, os carcinomas medulares, cujo prognéstico €
bom, se bem que ndo tanto como o dos carcinomas bem diferenciados do epitélio
folicular. Estes tumores tém origem nas células C, que sdo as células neuroendocrinas
produtoras de calcitonina, e, por isso, pertencem a um grupo de tumores diferente dos
acima referidos.

Os carcinomas papilares (CP) sdo os mais frequentes da tiredide. Segundo a hteratura,
representam valores entre 54% e 80% do niimero total de carcinomas desta glandula
Sdo também a neoplasm maligna da tire6ide mais frequente em todas as idades.’ Os CP
sd0 3 a 4 vezes mais frequentes em mulheres do que em homens e, apesar de poderem
surgir em qualquer 1dade geralmente aparecem antes dos 40 anos. H4, também, casos
raros de CP congenlto

Os CP metastizam habitualmente por via linfatica. Mais raramente, no entanto, podem
também ter invasdo vascular venosa e, consequentemente, metastases a distdncia. O seu
tamanho pode variar de poucos milimetros até um tumor que ocupa toda a glindula e
estendendo-se para os tecidos envolventes. Apesar de o comportamento dos CP ser,
geralmente, indolente, alguns tumores sdo mais agressivos, originando metastases a
distancia ou invadindo estruturas adjacentes no pescogo, p. €X. a traqueia, podendo ser
fatais.

Segundo a Organiza¢do Mundial de Saude (OMS),%2 0 CP define-se como um “tumor
epitelial maligno da tiredide com caracteristicas nucleares proprias”. Estas sdo: nicleos
grandes, com forma ovoide, alongados e sobrepostos, clarificados, de aspecto
esvaziado, e apresentando contornos irregulares, com fendas e pseudo-inclusdes. A
grande maioria dos CP ¢ constituida por papilas e foliculos em quantidades variaveis:
cerca de 20-40% tém um predominio de papilas (incluindo 14% contendo apenas



papilas),” cerca de 45% tém quantidades idénticas de papilas e foliculos e 15-35% tém
um predominio de foliculos.®

A esclerose intra-tumoral é outra caracteristica muito util no diagnéstico de CP
(Isarankgul),” uma vez que esti frequentemente presente nestas neoplasias e ¢ rara no
carcinoma folicular.

Os corpos psamomatosos sio considerados praticamente patognomonicos de CP e sdo
calcificagdes concéntricas, lamelares. Os corpos psamomatosos ndo estdo presentes nos
carcinomas foliculares.

As areas de metaplasia pavimentosa, presentes em até 40% dos CP e a presenga de
infiltrado linfdide no estroma tumoral,® em cerca de 26% dos tumores, estio mais
associados a CP."

Para além dos nicleos, cujas caracteristicas condicionam o diagndstico, ha outros
aspectos morfologicos peculiares dos CP. Cerca de 60-70% dos CP sdo compostos
predominantemente por estruturas papilares revestidas por células com as caracteristicas
nucleares acima referidas. Estes s3o os carcinomas papilares ditos “classicos” (CPC).
Ha, no entanto CP formados predominantemente por outro tipo de estrutura (folicular,
trabecular ou solida), constituindo o grupo de “variantes” de CP. A OMS considera que
um determinado padréo arquitectural deve estar presente em pelo menos 75% de um CP
para poder ser considerado uma variante.’

S3o actualmente consideradas as seguintes variantes de CP:2

- Variante folicular do carcinoma papilar (VFCP): é a mais frequente, representando
percentagens que, de acordo com as diferentes séries, variam entre 9% e 41% da
totalidade dos CP.'%!1213141316 pyes tumores sio constituidos por “foliculos de
tamanho pequeno a médio, muitas vezes alongados e praticamente sem estruturas
papilares”.* A variante folicular difusa/multinodular, rara, faz parte deste grupo.' ™8
Cerca de 1/3 das VFCP sio encapsuladas. Uma razdo importante para a variagdo na
frequéncia da VFCP podera ser o uso de critérios diferentes para o diagnostico da
VFCP. Além disso, ha uma certa tendéncia para a percentagem ser mais elevada em
séries mais recentes, seja devido ao uso progressivamente mais correcto dos critérios de
diagnéstico, ou seja pelo contrario, devido ao uso excessivo de um diagnostico “em
voga”.

- Variante macrofolicular: é mais rara, correspondendo a 3,1% segundo Albores-
Saavedra et al. ou a 8-21% segundo Fadda et al.’**?! £ composta predominante ou
exclusivamente (mais de 50% de uma secg¢do histologica) por macrofoliculos — foliculos
com mais de 200um de didmetro. Esta variante é muitas vezes confundida com bdcio
coléide ou hiperplasico ou com o adenoma macrofolicular, o que torna 6bvia a
necessidade do seu reconhecimento pelo patologista.



- Variante de células altas: compreende cerca de 10% dos CP. Caracteriza-se pelo facto
de ser constituida predominantemente por células cuja altura é igual ou maior do que o
dobro da sua largura. Estas caracteristicas tém que estar presentes em pelo menos 50%
da totalidade do tumor. Esta variante tende a ocorrer em doentes mais idosos, do sexo
masculino e tem um comportamento clinico mais agressivo do que o CPC.

- Variante oncocitica e/ou de células claras: compreende de 1 a 11% dos CP. Os
tumores siio formados por células com citoplasma oxifilico (geralmente devido a
presencga de mitocondrias) ou clarificado.

- Variante tipo tumor de Warthin: surge num contexto de tireoidite de Hashimoto e
caracteriza-se pela presenca de abundante infiltrado linfo-plasmocitario no eixo das
papilas.

- Variante esclerosante difusa: surge predominantemente em doentes jovens. Em cerca
de metade dos casos, ndo ha formagdo de nédulo bem definido, pelo que se pode
confundir clinicamente com bocio ou tireoidite. E uma das formas agressivas de CP. A
percentagem de doentes com metastizagdo pulmonar ¢ relativamente alta — 25%.

- Variante de células colunares: afecta geralmente individuos idosos. Apesar de ter
arquitectura papilar, nio se assemelha aos CPC. Pode apresentar um aspecto
morfologico semelhante ao endométrio secretor, e a maior parte dos niicleos sdo
hipercromaticos e ndo esvaziados. O seu comportamento clinico é mais agressivo do
que o dos CPC.2%

- Variante solida: € mais frequente em criangas ¢ em doentes com exposi¢do prévia a
radiagdo.

- Variante cribriforme-morular: é uma variante pouco comum, que aparece mais
frequentemente associada a Polipose Adenomatosa Familiar.

Existem, ainda, outras variantes mais raras, cuja analise esta fora do ambito desta breve
revisio.

E de referir, finalmente, que os CP com lcm ou menos de maior dimensdio —
microcarcinomas - sdo considerados um grupo a parte, independentemente do seu
padrio arquitectural. O seu prognostico é ainda methor do que o dos CP, em geral.

A presente dissertagfo centra-se na analise de diversos pardmetros da VFCP, pelo que a
revisdo bibliografica que se segue procura restringir-se aos aspectos particulares desta
variante.



NOTA HISTORICA

A existéncia de CP com um padréo de crescimento folicular foi referida pela primeira
vez em 1953 por Crile e Hazard com a designagdo de “variante alveolar de carcinoma
papilar” ** Estes autores observaram nucleos com caracteristicas idénticas aos das
células das papilas dos CP, mas em células que se dispunham em estruturas foliculares
ou alveolares. Crile e Hazard voltaram a descrever este achado dois anos depois, desta
vez ilustrando-0.”> Em 1958 Chesky et al. e em 1959 Welch et al. descreveram a
“variante folicular de papiloma” (sendo “papiloma” a designagio de CP),** constituida
por quantidades variaveis de estruturas foliculares, tubulares, trabeculares e papilares.
Na mesma altura, Frazell e Foote fizeram referéncia a coexisténcia de um componente
folicular no CP que poderia ser, ou ndo, predominante.® Ainda em 1959, Beahrs e
Woolner realgaram a variedade de padrdes histologicos existentes nos CP, alguns quase
exclusivamente constituidos por papilas e outros com estruturas predominantemente
foliculares, com escassas papilas.**

Em 1960, Lindsay propés o nome de “Variante Folicular do Carcinoma Papilar”
(VFCP),”” apesar de ainda o ter incluido no grupo dos carcinomas foliculares. Em 1961,
Woolner enfatizou a ideia de o CP poder ter um padrdo folicular, assim como outros
padrdes “ndo-papilares”. Em 1964, foi novamente Lindsay que sugeriu a possibilidade
de agrupar a VFCP com os CP tipicos.”® Em 1971 Franssila descreveu
pormenorizadamente a morfologia dos carcinomas bem diferenciados da tiredide, tendo
referido que alguns CP sdo compostos, predominantemente, por foliculos.?*

Em 1974, a Organizagio Mundial de Saide aceitou este padrdo na classificagio das
neoplasias da tiredide.’* Finalmente, em 1977, Chen e Rosai defenderam o uso da
terminologia proposta por Lindsay: carcinoma papilar, variante folicular.?®

E particularmente importante notar que o fasciculo de 1969 do AFIP sobre tumores da
tiredide sugeria a classificagdo de qualquer carcinoma da tiredide constituido por pelo
menos 50% de foliculos como carcinoma folicular, sem atender as caracteristicas
nucleares.”” Dado os fasciculos do AFIP serem usados por muitos patologistas, por um
lado, e serem uma espécie de classificagdo “paralela” a da OMS, por outro, pode ter
surgido daqui parte da confusido em torno da VFCP.
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HISTOLOGIA

Definicio e controvérsias actuais

A necessidade de um diagnostico anatomo-patologico correcto de VFCP reside em dois
niveis diferentes. O primeiro, ¢ logicamente mais importante, ¢ a distingdo entre uma
lesio benigna e uma neoplasia maligna. S3o multiplas as patologias benignas que
entram neste diagnostico diferencial, nomeadamente nédulos de boécio, nodulos
adenomatosos e adenomas foliculares, bem como alguns casos de tireoidite linfocitica e
lesdes com células de Hiirthle. Sendo o CP uma lesdo maligna, ha necessidade de um
tratamento cirurgico extenso, a tireoidectomia sub-total ou total. Ora o tratamento de
uma les3o benigna nio é tio agressivo como o de um carcinoma: nio se administra iodo
radiactivo e, geralmente, a cirurgia é menos extensa, pode até nem ser necessario o
tratamento cirargico. E fundamental ter a nogdo de que o diagnostico diferencial de
todas estas lesdes benignas ¢ a VFCP e ndio o CP “classico”, na esmagadora maioria das
vezes. Recordo nesta altura que o CP e, de uma maneira geral, todas as lesdes da
tiredide (diria mesmo todas as lesdes em patologia), tém duas caracteristicas anatomo-
patologicas importantes: o padrdo arquitectural e as caracteristicas citologicas. Se a
arquitectura papilar € quase exclusiva dos CP — mas nfio totalmente, pois ha lesSes
hiperplasicas e adenomatosas com arquitectura papilar — ja o padrdo arquitectural
folicular é quase universal. Aliss, o foliculo é a unidade fundamental da glandula
tireoideia. Portanto, numa lesdo com arquitectura folicular as caracteristicas citologicas,
nomeadamente as nucleares, sdo fundamentais no diagnostico diferencial. Todas as
lesdes benignas acima referidas possuem uma arquitectura predominantemente
folicular, mas os nucleos das suas células nfio tém as caracteristicas tipicas de CP,
mesmo nas areas papilares, ao invés do que se verifica na VFCP.

O segundo nivel de importancia é o da disting@o entre CP e carcinoma folicular. Se bem
que o tratamento seja semelhante, o comportamento biolégico e, em menor grau, o
prognostico destes dois carcinomas sdo diferentes, pelo que a individualizagdo de cada
um deles é crucial. Na distingio entre VFCP e carcinoma folicular surge o mesmo
problema de semelhanga arquitectural e, novamente, sio as caracteristicas nucleares que
decidem o diagnostico.

Ha, ainda, outras lesdes da tiredide com caracteristicas que podem simular as do CP:
alguns casos de doenga de Graves, tumor trabecular hialinizante, restos
ultimobranquiais, alteragdes poOs-biopsia aspirativa e artefactos de fixagdo e
processamento.

Em suma, o CP ¢ o unico tumor da tiredide que pode ser diagnosticado apenas pelas
suas caracteristicas nucleares.

O aspecto peculiar — esvaziamento e clarificagdo - do niicleo das células dos CP tem a
“alcunha” de aspecto em “olhos de Orphan Annie”. Nancy Warner, a primeira pessoa a
aplicar esta expressdo aos niicleos de CP, refere que Nathan Friedman tinha sugerido a
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expressao “hot eyes” dada a semelhanga desse aspecto com os olhos de uma actriz de
cinema.’® Este aspecto esvaziado é devido & marginagdo da cromatina junto & membrana
nuclear, e pensa-se que seja um aspecto artefactual apenas visto em algumas condigdes
técnicas do exame histolégico. No entanto, este aspecto foi, também, observado em
exame citologico. Para além de uma distribuigio diferente da cromatina e das
ribonucleoproteinas, ha também deposi¢dio peri-nuclear de vimentina e desmina que
contribui para a aparéncia nuclear.

Os niicleos de CP podem ser, também, alongados ou ovais, possuir fendas paralelas ao
maior eixo nuclear e pseudo-inclusdes nucleares de citoplasma. Estas duas estruturas
sdo formadas por invaginagdes da membrana nuclear. Em microscopia electrénica
confirma-se a presenga de escassa heterocromatina, em pequenos grupos, de uma
membrana nuclear com muitas invaginagbes e das pseudo-inclusdes. Observam-se,
também, escassos poros nucleares.

No recentissimo volume da Organiza¢io Mundial de Safide sobre a classificagdo dos
tumores da tiredide, a definicdo de VFCP espec1ﬁca que quase ndo se encontram
papilas: “...with virtually no papillary structures”. No entanto, no paragrafo anterior do
mesmo texto é referido que os tumores devem conter pelo menos 75% de uma
determinada caracteristica - padrio arquitectural (é este o caso da VFCP), tipo celular
ou reac¢do estromal - para serem incluidos numa variante histologica especifica.

A controvérsia sobre a defini¢do exacta da VFCP ja vem de longe e assenta em dois
problemas especificos (desenvolvidos adiante). O primeiro tem que ver com o numero
de papilas permitido numa VFCP. O segundo, talvez mais complexo, diz respeito aos
ntcleos. Aqui se incluem aspectos qualitativos (quais sdo as caracteristicas nucleares
minimas que permitem classificar um tumor como CP?) e, novamente, aspectos
quantitativos (quantos nucleos com caracteristicas de CP € necessario encontrar num
nédulo para o englobar nessa categoria?). Espera-se que, desta vez, os critérios de
consenso comecem a ser aplicados de uma maneira mais generalizada. ..

1° - Tendo este tumor uma arquitectura folicular, hi uma razoavel variedade de opinides
sobre qual a proporgdo de papilas que podem estar presentes sem que tal o classifique
como um CPC. H4 autores para quem a VFCP n#o tem nenhuma papila, 273132 apenas
estruturas foliculares, podendo ter capsula ou ndo. Para De Micco, a VFCP tem
arquitectura totalmente fohcular ¢ mais de 50% das células devem ter todas as
caracteristicas nucleares de CP.*® Baloch considera que o diagnéstico de VFCP se deve
fazer num tumor constituido por foliculos, cujas células tém niicleos com caracteristicas
de CP,** nio referindo especificamente a presenga ou auséncia de papilas. Para outros
este é um tumor “quase s6” constituido por foliculos e geralmente com capsula Para
outros, ainda,”®!>>® a VFCP é constituida s6 ou quase s6 por foliculos. Goodell et al.
referem que o tumor deve possuir as caracteristicas nucleares de CPC, ser constituido so
ou quase so por foliculos, € ndo apresentar papllas Para Evans existem raras papilas
na VFCP,* ¢ nenhum dos tumores da sua série tem capsula Bell et al. definem a VFCP
pela negativa:'> s6 efectuam este diagnostico na auséncia de papilas bem formadas
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encontradas facilmente; além disso consideram suficiente a presenga de um foco com
caracteristicas nucleares tipicas de CP para fazer o diagnoéstico.

Alguns autores atrevem-se a quantificar a quantidade maxima de papilas que podem
estar presentes nas VFCP: para Mesonero et al., Tielens et al. ¢ Zidan et al. deve haver
pelo menos 80% de foliculos, 1216 6 que unphca que possam estar presentes até 20% de
papilas. Além disso, para Tielens et al. ¢ para Zidan et al. devem estar presentes pelo
menos duas das seguintes caracteristicas nucleares tipicas de CP: nucleos em “ground
glass”, esvaziados; nicleos com cromatina fina; sobreposi¢do nuclear; e micleos com
fendas. Gallagher et al. sdo menos exigentes em relagio & quantidade de fohculos
necessaria: as VFCP da sua série tém pelo menos 2/3 de foliculos na sua composig¢do.**
No mesmo artigo ¢ feita referéncia a uma série da clinica Mayo, cujos tumores serdo
constituidos por pelo menos 70% de foliculos. Para Fulc1n1t1 et al. o padrio folicular
deve estar presente em pelo menos 70-80% do tumor.” Estes autores referem que se
observa arquitectura folicular em cerca de 1/3 dos CP, em geral.

Baloch et al. introduzem, em 1999, uma “nuance” na definigdo: para além de
considerarem VFCP apenas os tumores com padrio de crescimento exclusivamente
folicular, referem uma VFCP “multifocal” constituida por 50 a 90% dos nicleos com
caracteristicas tipicas de CP,* sendo um pouco diferente da VFCP habitual “difusa” em
que cerca de 100% dos nucleos teriam estas caracteristicas. Para estes autores, um
tumor com uma quantidade menor de nucleos tipicos seria, evidentemente, mais dificil
de diagnosticar. A este propoésito, Rosai et al. tinham proposto - no fasciculo do AFIP
sobre tumores da tiredide, em 1992 — que, se num tumor de arquitectura folicular se
observassem focalmente nticleos tipicos de CP e o resto do tumor fosse semelhante, este
deveria ser classificado como VFCP.*®

A defini¢do da variante macrofolicular do CP ¢ particularmente curiosa: tumores
capsulados parcial ou totalmente, constituidos em mais de 50% da sua massa por
macrofoliculos — foliculos com mais de 200um de didmetro — estando presentes no resto
do tumor focos de VFCP “convencional”.’” E importante salientar que os
macrofoliculos podem, ou nio, ter caracteristicas citologicas de VFCP.

2° - Hoje em dia o problema no diagnostico da VFCP reside, essencialmente, numa
discussdo qualitativa e quantitativa, isto ¢, ja ndio ¢ anormal chamar CP a um tumor sem
papilas, porque o ponto-chave passou a ser as caracteristicas nucleares. Ha, no entanto,
dificuldades em definir, de um ponto de vista quantitativo, a importincia das alteragdes
nucleares: qual a intensidade de clarificacdo a partir da qual o nucleo pode ser
considerado como de CP? Apenas algum nivel de hipocromasia ¢ suficiente, ou ¢
necessario o aspecto esvaziado? Qual o tamanho e qual a irregularidade nucleares a
partir dos quais se pode diagnosticar CP? E necessario que existam fendas em muitos
nucleos, e vincadas, ou basta em alguns? De um ponto de vista qualitativo, qual a
alteragdo mais importante: o esvaziamento, o aumento de tamanho, as fendas, as
pseudo-inclusdes? Quantas destas caracteristicas ¢ necessario estarem presentes? E
ainda do ponto de vista quantitativo: ¢ suficiente que um ou poucos nucleos tenham
fendas ou pseudo-inclusdes para fazer o diagnostico de VFCP, ou as alteragOes

13



nucleares devem ser vistas uniformemente em todo o nédulo? De tudo isto resulta que
nfo existem critérios minimos seguros para o diagnostico de VFCP, tal como Renshaw
e Gould afirmaram recentemente,*' e que esta entidade permaneca controversa.
Renshaw e Gould sugerem que ha uma escala continua de alteragdes nucleares entre
benignidade e CP sem haver uma separag8o clara e, por isso, ndo € possivel definir ou
aplicar um limiar minimo de diagnostico para a VFCP. Como possiveis solugdes para
este problema sdo referidos: a realizagdo de um estudo documentando a variabilidade
inter-observador, uma conferéncia de consenso que defina critérios minimos de
diagnostico reprodutiveis e, também, o uso de uma categoria de “indeterminado” nos
casos em que ndo pareca haver uma distingdo clara benigno/CP. Esta ultima soluggo,
que Renshaw e Gould consideram 1til e pragmatica, ja tinha sido proposta, em 2000,
pelo grupo internacional de “patologistas de Chernobyl”, liderado pelo Prof. D.
Williams, com a cria¢do da categoria “tumor bem diferenciado de potencial maligno
incerto”,*? que incluiria tumores de arquitectura folicular, encapsulados, com alteragdes
nucleares minor do tipo das observadas no CP tipico.

Caracteristicas clinico-patoligicas

A média de idades dos doentes com VFCP € de 44 a 47 anos, semelhante a dos CPC,
em que se situa entre 39 e 44 anos. Nos carcinomas foliculares os doentes séo, em
média, um pouco mais velhos — 41 a 55 anos. Além disso os CP podem surgir em
qualquer idade, enquanto qzue os carcinomas foliculares aparecem predominantemente a
partir da 5* década de vida.

A proporgdo relativa entre mulheres ¢ homens com VFCP, ¢ idéntica a dos CPC,
variando de 2,8 a 4/1, havendo até um trabalho japonés que descreve uma relagdo de
7/1."* Nos carcinomas foliculares a desproporgfio é menor: 1 a 2/1.

A metastizagdo ganglionar regional ¢ muito caracteristica dos CP em geral (VFCP e
CPC). Esta presente em cerca de 40-60% dos doentes na maioria das séries, elevando-se
até cerca de 80% no trabalho japonés acima referido.!’ No entanto, alguns estudos
apontam para uma percentagem menor na VFCP (0 a 22% segundo Baloch et al. e
Tielens et al.).'>** A metastizacio ganglionar regional é muito rara nos carcinomas
foliculares (0 a 5% na série descrita por Franssila).”

A metastizagdo a distincia (geralmente considerada por via sanguinea) ocorre em cerca
de 7,1 a 25% dos doentes com VFCP e apenas em cerca de 2,7 a 10% nos CPC.1043
Contudo, aqui hd alguma variabilidade entre estudos: alguns mostram percentagens
semelhantes entre estes dois grupos de tumores, enquanto outros demonstram uma
maior percentagem nas VFCP, o que as “aproximaria” um pouco dos carcinomas
foliculares. No entanto, é de salientar que a percentagem de carcinomas foliculares com
metastases a distancia é bastante mais alta, chegando aos 72% numa série.”
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A sobrevida é idéntica na VFCP e no CPC: acima de 90% aos 5 anos. Alguns autores
referem uma sobrevida (actuarial) aos 21 anos de 86 e 82%, respectivamente para as
VFCP e os CPC.!° Nos carcinomas foliculares a sobrevida parece ser menor: hd alguns
estudos que apontam para valores de 85% aos 5 anos, enquanto outros apontam para
cerca de 60% ou menos de sobrevida ao fim de 5 anos.” A discrepancia entre estes
ntiimeros esta relacionada com o tipo de carcinoma folicular considerado (minimamente
ou extensamente invasor).

A multicentricidade/multifocalidade €, também, uma caracteristica dos CP: cerca de
21,4% a 46% nas VFCP e 14,4% a 46% nos CPC."** Pelo contrario, ¢ muito rara nos
carcinomas foliculares, a rondar a inexisténcia. 7

O tamanho tumoral &, nas VFCP, de cerca de 1,2 a 3,5cm em média, sendo que cerca de
25% destes tumores tém menos de lcm de maior dimensdo.'® O tamanho dos CPC é
ligeiramente maior ou semelhante, conforme os autores: 1,6 a 3,2cm; 7 a 10% destes
tumores tém menos de lecm de maior dimensdo. Os carcinomas foliculares sdo em
média, bastante maiores: 3,2 a 5 cm de maior dimens3o.’

A extensdio extra-tireoideia por contiguidade ¢ relativamente frequente em CP: 14,2% a
16% nas VFCP e cerca de 5% a 34% nos CPC.'” Neste caso também ha uma certa
aproximagdo das VFCP ao carcinoma folicular, na medida em que neste tumor a
invasdo extra-tireoideia ¢ mais rara.”

A invasiio vascular nfo € muito frequente nos CP: 7,1% a 8% nas VFCP e 5 a 14% nos
CPC.!%* No entanto, h4 estudos que apontam para uma percentagem mais elevada nas
VFCP, voltando a aproxima-las dos carcinomas foliculares.** Nestes, a frequéncia de
invasdo vascular é elevada (cerca de 68%),” sendo um dos critérios de diagnéstico.

Sdo poucos os CP completamente encapsulados: cerca de 10% a 30% nas VFCP ¢ 10 a
22% nos CPC.>'? J4 os carcinomas foliculares s&o encapsulados, por definiggo.

Ha algumas VFCP com um comportamento “hibrido” entre o CP e o carcinoma
folicular.*> Baloch et al. descreveram 5 casos de tumores pequenos (<l1,5cm),
completamente encapsulados, sem metastases ganglionares, nos quais foram
descobertas metastases a distdncia (sseas e/ou pulmonares) anos depois.* Estes casos
foram todos observados em mulheres, com uma média de idades de 61,2 anos, tendo 3
deles sido, inicialmente, diagnosticados como adenomas foliculares.

As duas variantes referidas a seguir tém caracteristicas bastante diferentes uma da outra.
A variante macrofolicular apresenta baixa agressividade, sendo raros os casos com
metastiza¢do ganglionar ¢ extensdo extra-tireoideia.'® Alias, este tumor tem um aspecto
microscopico muito parecido com o de bocio ou adenoma macrofolicular, € constituido
predominantemente por macrofoliculos e ¢ encapsulado. Ja a variante
difusa/multinodular (um sub-tipo de VFCP) tem um comportamento bioldgico mais
agressivo, com percentagens de metastizagdo ganglionar, extensdo extra-tireoideia,
multicentricidade, invasfio vascular e de metastizagdo a distdncia muito elevadas.'”'®
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Além disso aparece em doentes mais jovens: mulheres com uma média de idades de
26,8 anos.

Globalmente, o prognostico do CP ¢ pior em doentes com mais de 40-60 anos (embora
este valor de “cutoff” varie de autor para autor). Em criangas, o prognéstico é melhor,
apesar de terem uma frequéncia mais elevada de metastases ganglionares e a distancia.'®
Caracteristicas como a presenca de metastases a disténcia, a extensdo extra-tireoideia do
tumor primério, ou didmetro tumoral superior a 4cm (o valor de “cutoff” do didmetro
varia entre séries), também estdo associados a pior prognostico. Em termos globais, ndo
ha diferengas significativas de prognoéstico entre o CPC ¢ a VFCP.!%162847 parece,
ainda, haver um pior prognéstico nos homens, mas nem todos os estudos 0 mostram.
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CITOLOGIA

A colheita de material para avaliagdo citologica ¢ feita por biopsia aspirativa com
agulha fina (BAAF), sem necessidade de recurso a cirurgia. Assim, sendo o exame
citolégico realizado antes do tratamento (¢ o exame que leva ao diagnéstico inicial), €
com base no seu resultado que se decide sobre se se opera e que tipo de tratamento —
cirargico e/ou médico — se vai fazer. Portanto a questdo fundamental em citologia ¢
diferente da colocada na histologia: a resposta mais importante a dar, nesta altura, € se 0
nédulo tireoideu é benigno (tumoral ou ndo) ou maligno e, se for tumoral, a qual dos
dois grandes grupos de tumores da tiredide pertence: CP ou “tumor folicular”. Os
diagnésticos diferenciais do “tumor folicular” sio a VFCP, o adenoma folicular/nédulo
adenomatoso e o carcinoma folicular. Convém salientar, neste momento, que no exame
citolégico nfio se consegue distinguir adenoma de carcinoma folicular, dado que o
diagnéstico diferencial entre estas duas lesdes s6 pode ser feito mediante a observagéo
da presenca (ou auséncia) de invasdo da capsula ou invasdo vascular e, obviamente, o
exame citologico nfio permite observar a capsula e a relagdo desta com o tumor. Em
citologia, ndo ¢ fundamental efectuar um dlagnostlco de VFCP, mas sim de CP, uma
vez que a decisdo terapéutica imediata € a mesma.>* E ainda bem que assim &, V1sto que
neste tipo de exame ndo é fécil fazer a distingfio entre as variantes de CP.*® Para o
diagnéstico de VFCP, tal como na histologia, as caracteristicas nucleares assumem uma
importancia decisiva, devendo ser de CP, enquanto que a sua arquitectura devera ser
predominantemente folicular. Tal como acontece com a histologia, ndo sdo pacificos os
critérios de diagnostico de “alguns casos” de CP. De forma resumida, salientaremos
algumas das caracteristicas nos paragrafos seguintes.

Numa das primeiras descrigBes citologicas da VFCP ndo se fez este diagnostico em
nenhum dos trés casos estudados: em dois foi feito o diagndstico de CPC e no 3° caso o
diagnostico efectuado foi de tumor “folicular”. * Estes casos demonstram a
possibilidade de um erro de amostragem: podem ser aspiradas as poucas papilas que
existam nestes tumores. Este ¢ um problema que pode surgir na citologia € que resulta
de se estar a observar uma quantidade de células tumorais muito menor do que na
histologia. O terceiro caso ilustra outro aspecto do problema de amostragem,
relacionado com o anterior: a possibilidade de nem todas as células terem caracteristicas
nucleares em qualidade e quantidade suficientes para que se possa fazer um diagnostico
de VFCP. No entanto, é importante reconhecer que nos trés casos os diagndsticos feitos
foram suficientes para que os doentes fossem submetidos a exérese da lesdo, isto €,
todos foram reconhecidos como sendo tumores; é este o objectivo principal do exame
citologico.

Em algumas séries mais recentes manteve-se a dificuldade no diagnéstico da VFCP e
mesmo de CP,' tendo esta dificuldade sido ainda maior nas variantes macrofoliculares,
pela sua grande semelhanca com lesdes benignas. Também aqui, o diagnostico
“minimo” de “tumor folicular” permitiu que o doente fosse operado, ainda que ndo com
o diagnostico “exacto”.>”**! Ainda nfio se consegue separar completamente a categoria
das VFCP dos restantes “tumores foliculares™, apesar do cuidado especifico colocado na
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tentativa de efectuar essa separagdo aquando do diagnostico citol()f,{ico.5 051 Estes
autores pensam que isto podera ser devido a distribuigdo multifocal das caracteristicas
nucleares de CP, em alguns tumores.

As caracteristicas nucleares sfo, obviamente, as mais importantes para o diagndstico. A
presen¢a de pseudo-inclusdes citoplasmaticas e, principalmente, de fendas nucleares,
ocorre em quase todos os casos (75-93% para as fendas) e num nimero elevado de
células.**®°>3 A quantidade de células com estas caracteristicas nucleares &
importante, porque pode haver fendas e pseudo-inclusdes em casos de nédulos coloides
(6-17%), hiperplasicos/adenomatosos ¢ também em adenomas (3-40%) € carcinomas
foliculares (com ou sem células de Hiirthle). Em todos estes casos elas sdo apenas
focais.!>45%2

As grandes dimensdes e a forma ovoide ou alongada dos nicleos, o tamanho pequeno
do nucléolo e a hipocromasia sdo, também, caracteristicas importantes no diagndstico
de VFCP, tal como no CPC.>? 73954 0 quadro citologico ¢, normalmente, hiper-celular,
com sobreposi¢do de nucleos. As estruturas predominantes sdo foliculares, sendo estas
menos abundantes no CPC. H4, também, algumas estruturas roset(')ides,13 tubulares e
trabeculares. O coldide, qluando presente, forma massas arredondadas, densas, dentro
dos foliculos ou “soltas”.”> No CPC o coléide ¢ mais escasso e tem um aspecto em
“pastilha elastica”, menos uniforme.">** Na variante macrofolicular o coldide é mais
abundante e pode ser fino ou espesso; as outras caracteristicas sdo idénticas as da VFCP
“comum”.>*>>***7 No entanto, alguns autores consideram mais dificil o diagnéstico da
variante macrofolicular devido a escassez dos aspectos tipicos de CP.>!

E importante sublinhar, de novo, que as caracteristicas nucleares de CP sdo de tal
maneira especificas que, em exames citologicos onde estejam presentes, ainda que
focalmente, a percentagem de casos em que a histologia confirma o diagnostico de CP é
alta: 75% segundo Logani et al.’® Renshaw et al. demonstraram até que a presenca de
caracteristicas nucleares de CP em menos de 20 células (1), na citologia, se associa a
uma percentagem de VFCP de 54% na histologia.**

A presenga de corpos psamomatosos ¢ mais frequente no CPC do que na VFC
Estas estruturas, no entanto, estdo frequentemente ausentes no exame citol()gico.13 ST A
presenga de células tumorais isoladas (mais no CPC), em agregados sinciciais € em
folhetos, bem como de células gigantes multinucleadas de tipo histiocitico, pode ser
observada em todas as variantes, com frequéncia variavel.'*?%%0 As células gigantes
multinucleadas também podem estar presentes em patologia tireoideia néo-tumoral, p.
ex., nas tireoidites de Hashimoto e granulomatosa, mas ndo sdo observadas em
adenomas foliculares.®’ Os vaciiolos marginais estio presentes em 44-50% das VFCP e
ndo parecem estar presentes nos CPC. Néo sfo especificos, no entanto, pois a sua
presencga é comum também em lesdes foliculares benignas.>

P.55’58

O diagnoéstico de VFCP num nédulo hiperfuncionante é extremamente dificil, porque
neste pode haver aspectos semelhantes aos do CP, nomeadamente clarifica¢do focal da
cromatina, alongamento nuclear e presenca focal de fendas. No entanto estes nddulos
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sdo raros (0,9 a 9% do total da patologia tireoideia), sendo mais raro ainda que um
nodulo hiperfuncionante corresponda a um carcinoma.

A precisio diagnostica da BAAF no reconhecimento “especifico” da VFCP ndo € total,
como foi referido acima. A utilizagio complementar do exame extemporaneo pode
aumentar o grau de precisdo diagndstica. Ndo ha, no entanto, unanimidade quanto a este
ponto. Tielens et al. estudaram doentes com diagnostico histolégico confirmado de
VFCP que foram submetidos a BAAF e, posteriormente, a exame extemporineo
histol6gico. A boa sensibilidade da BAAF no diagnostico de VFCP — cerca de 75% -
baixou muito, para apenas 27% no exame extemporaneo." 2 A justificagio para esta
diferenga residira, por um lado, na perda da nitidez das caracteristicas nucleares devida
aos artefactos inerentes a congelagio do tecido durante o exame extemporaneo. Por
outro lado, a presenga frequente de capsula fibrosa e a estrutura folicular do tumor
também contribuirdo para esta menor sensibilidade, pela semelhanga com o adenoma €
o carcinoma folicular. Convém, no entanto, salientar que Tielens et al. consideraram os
diagnosticos citologicos de “suspeito de VFCP” como verdadeiros positivos, o que
contribuiu seguramente para o aumento da “boa sensibilidade” verificada por estes
autores. Ja Lin et al. consideraram a Penas os casos com diagndstico citologico seguro de
VFCP como verdadeiros positivos, = tendo obtido baixa sensibilidade na identificagéo
da VFCP quer com a BAAF, quer com o exame extempordneo histologico - 25% e
29%, respectivamente. Pelo contrario, no CPC estes valores foram de 74% e 87%. Nair
et al. obtiveram ainda menor sensibilidade na identificacio de VFCP em biopsia
aspirativa: apenas 13,6%.*

Uma maneira de evitar o possivel erro de diagnostico devido a perda da nitidez das
caracteristicas nucleares resultante da congelacdo necessaria ao exame extemporaneo
histologico € o uso simultineo do exame extemporaneo citologico, utilizando “imprint”
ou raspado do nddulo tumoral. 63 Este procedimento duplo tem a vantagem da
preservagdo das caracteristicas nucleares e arquitecturais fundamentais para a distingéo
do CP, principalmente em lesGes de padréo folicular.
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IMUNOHISTOQUIMICA

Como corolario do que foi discutido nos capitulos anteriores, pode-se dizer que o
diagnostico morfolégico da VFCP é, por vezes, pouco preciso ou mesmo subjectivo.
Em consequéncia disso houve - € ha — necessidade de encontrar métodos e marcadores
mais objectivos que permitam uma maior seguranca no diagndstico. A
imunohistoquimica é o meio auxiliar que despertou mais interesse, muito
provavelmente pela facilidade com que pode ser usada pelo patologista. De facto, ha
muitos trabalhos publicados em que se procurou encontrar “marcadores”
imunohistoquimicos que, isoladamente ou de forma combinada, permitam reconhecer a
VFCP. Nas péaginas seguintes resumiremos alguns dos dados mais relevantes das
publicagdes nesta area.

Citoqueratinas

As citoqueratinas (CKs) normalmente presentes no epitélio folicular da tiredide normal
sio as CKs 7,8 e 18 — citoqueratinas de baixo peso molecular, ditas de “epitélios
simples e glandulares”. Estas citoqueratinas estdo também presentes em todas as lesoes
papilares e foliculares da tiredide.

A CK19 é uma queratina com peso molecular baixo — 40 KDa — e estd presente na
maior parte dos epitélios simples, com excep¢do do figado e dos tibulos renais (e
respectivos carcinomas). Em epitélios complexos e estratificados a sua expressédo € focal
ou restringida as células basais. No epitélio folicular da tiredide normal, a expressdo de
CK 19 ¢ ténue ou esta ausente. A sua marcagio ¢ citoplasmatica, por vezes com refor¢co
junto & membrana celular. O aumento da sua expressdo ndo ¢ especifico de malignidade.
No entanto, todos os trabalhos efectuados com a CK19 apontam para a sua relativa
especificidade no “reconhecimento” do CP.

Schelfhout et al. descreveram marcagdo com a CK19 em mais de 95% das células nos
12 CPC que estudaram.** Nao ¢ claro se alguns destes casos foram VFCP. Em
carcinomas e adenomas foliculares, nédulos coloides e tiredide normal a marcagéo foi
sempre em menos de 50% das células.

Miettinen et al. observaram expressdo forte e difusa da CK19 em quase todos os CP
(137) que estudaram, enquanto que os casos de hiperplasia papilifera mostraram apenas
expressdo esporadica, em escassas células.®® Neste estudo ndo foi individualizado o
grupo das VFCP. Na maioria dos adenomas foliculares foi detectada expressdo de
CK19, mas geralmente em menos de 10% das células, e com intensidade menor que a
dos CP. Quase metade dos carcinomas foliculares apresentou expressdo forte em, pelo
menos, 50% das células. A positividade observada em todos os casos de bdcio e,
também, de tireoidite linfocitica, foi varidvel de focal a multifocal, concentrada em
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areas “atréficas” e de metaplasia pavimentosa. Nos tumores de células de Hiirthle a
marcacdo foi, também, varidvel e semelhante para os casos benignos € malignos. O
estudo efectuado com outras citoqueratinas (CKs 5/6, 10, 16 e 17) foi negativo nestes
tumores. E de referir, a este propésito, que nas lesdes de células de Hiirthle € necessario
cuidado na leitura da marcagfio imunohistoquimica devido ao artefacto resultante da
avidez pela avidina, provavelmente devida a quantidade de biotina endogena.

Baloch et al. obtiveram resultados idénticos no grupo de CP mas nas VFCP (26 casos) a
intensidade foi menor em 4reas sem mucleos tipicos de CP.* Estes autores descreveram
expressio focal de CK19 no parénquima imediatamente adjacente a quase todas as
VFCP e auséncia de expressdo nos foliculos mais afastados. Nenhuma das outras lesdes
estudadas (carcinomas e adenomas foliculares/nédulos adenomatosos) teve expressdo de
CK19. Estes autores observaram, ainda, expressdo focal de citoqueratina 19 em
parénquima tireoideu “normal” em casos de CP com focos de tireoidite linfocitica. Foi,
também, observada positividade em areas de metaplasia pavimentosa € em restos
ultimobranquiais. Nesta série foi também estudada a expressdo de CK20, que € uma CK
de baixo peso molecular presente em alguns epitélios simples. Foi observada
imunorreactividade para a CK20 nos CP (incluindo as VFCP), mas em menos casos,
menos difusamente e com menor intensidade do que a CK 19.

Sahoo et al. observaram expressdo de CK19 nos 15 CP (incluindo 10 VFCP) que
estudaram.%® Apenas um caso de VFCP teve menos de 25% das células positivas; em
todos os outros foram positivas mais de 75% das células. Todos os adenomas foliculares
foram, também, positivos, variando a quantidade de células imunorreactivas entre
menos de 5% até 75% do total das células. A marcagio para CK19 nos adenomas
foliculares foi menos intensa do que nos CP. Tal como Baloch et al.,* estes autores
observaram positividade para a CK19 no parénquima adjacente aos tumores, nos dois

grupos.

Fonseca et al. também observaram marcagdo para CK19 nos 41 CP que estudaram
(incluindo 9 VFCP).%” Esta marcagio foi difusa em todos os casos, excepto num, em
que foi multifocal. Estes autores também observaram positividade nos 10 carcinomas
foliculares estudados, um pouco menos intensa e difusa. Na tire6ide normal em casos de
tireoidite linfocitica a marcagdo foi ainda mais ténue, ligeiramente mais intensa na
tireoidite.

Cheung et al. estudaram 138 CP e encontraram positividade difusa para a CK19 em
80% (43/54) dos CPC estudados,®® e em 57% (48/84) das VFCP. Em 20% dos nédulos
hiperplasicos observaram marcagio focal para CK19 e em 17% dos adenomas
foliculares observaram positividade focal ou, raramente, difusa.

Cerilli et al. detectaram expressdo forte ¢ difusa de CK19 em todos os casos de CP (30,
incluindo 12 VFCP) que estudaram.”’ Apenas num CPC a expressio foi forte e
multifocal (i.e., ndo difusa), e numa VFCP foi negativa. Na maioria dos casos de
adenoma e carcinoma folicular (incluindo de Hiirthle) a CK19 também foi positiva, mas
geralmente mais fraca e focal.
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Beesley et al. observaram expressio de CK19 em todos os casos (26) de CP da sua
série.”’ Na maioria dos casos (incluindo as 4 VFCP) a marcagdo foi forte e difusa.
Alguns casos de bocio, de adenoma e de carcinoma folicular foram também
imunorreactivos, com marcagdo por vezes forte e difusa. As areas de hiperplasia
papilifera presentes em adenomas foliculares e nddulos de bocio foram negativas para a
CK19.

Os resultados obtidos por Raphael et al. com a citoqueratina 19 sdo idénticos:”' 16 de 18
CP (incluindo 2 VFCP) tiveram marcagdio difusa, enquanto que quase todas as outras
lesdes (adenomas e carcinomas foliculares e nodulos hiperpléasicos) ndo. Note-se, no
entanto, que este estudo foi feito em material congelado, ao contrério dos anteriores.

As citoqueratinas de epitélios estratificados (CKs 5/6, 16 ¢ 17) tém sido detectadas
focalmente em CP, nomeadamente em células localizadas em estroma desmoplésico e
em areas de metaplasia pavimentosa. Geralmente estdo ausentes nas outras lesdes € em
tire6ide normal.**% Portanto elas sio especificas, mas pouco sensiveis.

Raphael et al., no estudo acima citado,”! encontraram expressdo difusa de citoqueratinas
de alto peso molecular (CKs 1, 5, 10 ¢ 11) em 17 de 21 CP (incluindo 2 VFCP),
enquanto que nenhuma outra lesdo teve mais do que 33% das células positivas; estes
resultados sdo um pouco diferentes dos acima referidos por outros autores. Note-se,
mais uma vez, que este estudo foi feito em material congelado, ao contrario dos
anteriores.

Fonseca et al., no estudo acima referido,’’ também estudaram a expressdo de CK de
epitélios estratificados. Estes autores verificaram que as CK 5/6 ¢ 13 foram expressas
em 27 e 14 casos de CP (de 41), respectivamente. Ndo se observou positividade para
estas CK em nenhuma das outras lesdes estudadas nem em tiredide normal.

CD10

O CD10 (ou endopeptidase neutra 24.11) é uma metaloproteinase ligada & membrana
celular que regula a actividade biologica de substratos peptidicos (p. ex. peptideos
opidides, angiotensina I e II, bradicinina, substincia P, factor auricular natriurético) ao
reduzir a sua concentragio e, consequentemente, a sua bio-disponibilidade. A expressdo
de CD10, tal como a de outros membros da familia das metaloproteinases, pode ser
induzida por factores soliveis (p. ex. TNF e GM-CSF). Outros elementos da familia do
CD10 (proteinas integrais de membrana do tipo II) sdo a enzima conversora da
endotelina e a proteina do grupo sanguineo Kell. A sua expressdo em células do sistema
hematopoiético € 1til no diagndstico de algumas leucemias e linfomas. O CD10 €, desde
ha longo tempo, usado como marcador do antigénio comum da leucemia linfoblastica
aguda (CALLA - ¢ sin6nimo).”” As células da “bordadura em escova” do intestino
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delgado, as microvilosidades dos tibulos renais, as células mioepiteliais da mama,
granulocitos, precursores linfoéides precoces, e alguns linfécitos dos centros
germinativos de foliculos linféides também expressam o CD10. Nas células do sistema
hematopoiético o CD10 é um marcador de diferenciagdo e parece estar envolvido,
também, na regulagio da linfopoiese B, activagio T e na regulagdo de resposta
inflamatéria mediada por peptideos. A sua fungdo na superficie do epitélio dos tabulos
renais proximais e do intestino delgado € a participagdo na fase final da hidrélise de
peptideos.”” No pulmiio o CD10 é expresso durante a vida fetal. Em adultos com
carcinomas de células pequenas a sua expressdo estd diminuida, concomitantemente
com o aumento da expressio de peptideos de tipo bombesina. Estes peptideos sdo
degradados pelo CD10. Pensa-se, ainda, que o CD10 também regula a prolifera¢do
celular.” Pode também observar-se expressio de CD10 em tumores nio hematologicos:
carcinoma hepatocelular, carcinoma renal, carcinoma da mama, adenocarcinomas
gastricos e colo-rectais e em sarcomas do estroma endometrial. Na tiredide, a presenga
de CD10 tinha sido descrita apenas em linfomas. No entanto, Tomoda et al. observaram,
em 2003, expressdao de CD10 em 7/9 VFCP e em 8/10 carcinomas foliculares, com
intensidade variavel, mais intensa e mais frequente na periferia e na frente invasora dos
tumores.” Em contraste, nos CPC, adenomas foliculares e bocios adenomatosos niio foi
observada expressdo de CD10. O parénquima normal também n3o mostrou marcagio
em nenhum caso.

Galectina-3

A galectina-3 (GBP35, L-35 ou Mac-2) é uma proteina de cerca de 30 kDa de peso, da
familia das lectinas com afinidade para P-galactosideos. Esta proteina é expressa
predominantemente no citoplasma, mas também no nicleo e na superficie celular, quer
em células epiteliais quer em células do sistema imunologico, nomeadamente
polimorfonucleares e macréfagos. Pode também estar presente em células endoteliais.
Para além do seu papel na embriogénese, as galectinas estdo envolvidas em interacgdes
célula-a-célula, célula-matriz e na regulagdo do crescimento, transformagdo e
metastizagio em alguns tumores (p. ex. mamarios e colo-rectais). Apesar de ainda se
desconhecer o seu papel exacto, sabe-se que as galectinas também estdo envolvidas em
processos inflamatorios e de apoptose. Num modelo de carcinoma da mama a sobre-
expressdo de galectina-3 protege as células da apoptose induzida pela perda de
ancoragem. A sua sobre-expressdo também esta associada a invasdo e metastizagfo.
Dado que a expressdo da galectina-3 parece ser diferente em lesGes benignas e malignas
da tiredide e outros 6rgédos, tais como mama, célon, estdmago e glandulas salivares, ela
poderda ser mais um marcador util na distingdo benigno/maligno. A marcacgio
imunohistoquimica da galectina-3 ¢ citoplasmatica, embora por vezes também se
observe reactividade nuclear. Esta molécula ndo € expressa em tiredide normal.

Fernandez et al. observaram marcagdo para a galectina-3 em 18 CP (incluindo 2
VFCP),75 habitualmente difusa, mas focal e intensa numa das VFCP. Observaram,
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também, positividade em 4/8 carcinomas foliculares, 2/3 carcinomas pouco
diferenciados, 5/5 carcinomas anaplasicos e 3/6 carcinomas medulares. Todas as lesdes
benignas (8 adenomas foliculares e 8 nédulos hiperplésicos) e a tiredide normal foram
negativas. Em 4reas de inflamagio cronica foi observada positividade focal. Neste
estudo o anticorpo usado foi policlonal. E de referir que a positividade para a laminina —
o ligando da galectina-3 — ndo se correlacionou com a distribui¢dio da galectina-3. Os
autores observaram, ainda, positividade para a galectina-3 noutras células da tire6ide:
endoteliais (como referido acima), musculares lisas, nervosas e inflamatorias (PMN e
macréfagos). Cvejic et al. descreveram positividade moderada a forte para galectina-3
em 18 de 20 CP.”® Os carcinomas foliculares foram mais fracamente ou menos
frequentemente positivos. De 14 adenomas foliculares, cinco tiveram expressdo de
galectina-3, sendo moderada a forte em alguns.

Num estudo multicéntrico, publicado em 2001, Bartolazzi et al. estudaram a expressdo
de galectina-3 retrospectiva e prospectivamente.77 Neste trabalho o grupo das VFCP néo
foi individualizado. No brago retrospectivo do estudo, apenas 7 de 287 pecas de
ressec¢iio de patologia benigna tiveram expressdo de galectina-3, das quais 5 foram
adenomas foliculares onde se observou positividade em menos de 20% das células. Nos
outros dois casos a marcagio foi detectada em associagdo com tireoidite linfocitica. Dos
311 casos com diagndstico histologico de malignidade estudados retrospectivamente
(por imunohistoquimica em cortes histologicos), 94,2% foram positivos para a
galectina-3. Entre os casos negativos contaram-se: 7/20 carcinomas pouco
diferenciados, 6/201 CP e 3/40 carcinomas foliculares minimamente invasores. Os
valores de sensibilidade e de especificidade foram ligeiramente menores, quando o
estudo imunohistoquimico foi foi feito em “cell-block”, retrospectivamente. No ramo
prospectivo foram estudadas biopsias aspirativas de 226 doentes submetidos
posteriormente a cirurgia. Em 136 doentes o diagndstico foi feito apenas com o exame
citolégico, incluindo 10/12 CP. Nos outros 90 o resultado do exame citologico néo foi
conclusivo. Contudo, complementando este exame com a galectina-3, foram detectados
todos os carcinomas deste grupo, incluindo 5 carcinomas foliculares minimamente
invasores. Apenas 3 de 192 casos com diagnostico histolégico de benignidade tiveram
expressdo de galectina-3 no exame citologico. Neste ramo do estudo, a sensibilidade da
galectina-3 na detec¢fio de malignidade foi de 100%, a especificidade foi de 98%, o
valor preditivo positivo foi de 92%, o valor preditivo negativo foi de 100% e a precisdo
foi de 99%.

Herrmann et al. encontraram expressdo fraca a moderada de galectina-3 em 5/15 casos
de VFCP, tendo os outros 10 sido negativos.”® A marcaciio foi forte na maior parte dos
restantes CP e focal/fraca a forte em alguns carcinomas de células de Hiirthle. Em
varios tumores com expressio de galectina-3, esta foi mais forte na “frente invasora” do
que na regifo central do tumor. Em adenomas e carcinomas foliculares a expressdo de
galectina-3 foi negativa a focal/fraca. Nos casos de bdcio ndo se observou reactividade.
Foi observada marcagdo focal e fraca em epitélio folicular reactivo, p. ex., em relagio
com focos de tireoidite linfocitica cronica. Neste estudo, Herrmann et al. usaram um
anticorpo monoclonal comercial “contra” a galectina-3 humana. Em quase todos os
trabalhos anteriores, tinham sido usados anticorpos de baixo titulo, ndo comercializados,
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que reagem com a galectina-3 nfio humana, estes anticorpos t€m reac¢fo cruzada com a
galectina-3 humana.”**®*' Num trabatho, foi utilizado um anticorpo policlonal contra a
proteina humana.” Herrmann et al. usaram, também, um sistema de detec¢do da imuno-
reactividade com digoxigenina,”® paralelamente ao sistema habitual, com biotina, para
ver a importancia da reactividade endoégena de tipo biotina que surge em varias lesdes
tireoideias. Assim, nos controlos negativos, a digoxigenina nio mostrou “marcac¢do”,
enquanto que a biotina (mesmo com pré-tratamento com avidina e biotina) “marcou”
alguns CP, células de Hiirthle reactivas e todos os tumores de células de Hiirthle
fortemente, os autores sugerem o uso de outro sistema de detecgio da imuno-
reactividade para evitar falsos-positivos.

Beesley et al. (2002) observaram positividade forte e difusa para a galectina-3 na
maioria dos CP da sua série (26), que incluiu 3 VFCP positivos.”’ Quatro casos,
incluindo uma VFCP, foram negativos. Todos os carcinomas foliculares foram
positivos, também com marcagio difusa moderada e, focalmente, forte. A expressio de
galectina-3 foi também mais intensa na “frente” invasora. Os 2 adenomas foliculares
positivos para galectina-3 foram-no focalmente, um deles fraca e o outro fortemente.
Dos 3 bocios multinodulares positivos para galectina-3, um foi-o difusa e fortemente, os
outros dois foram moderadamente positivos. E importante referir que as reas de
hiperplasia papilifera observadas quer em adenomas foliculares quer em bocios foram
negativas para galectina-3. Na tiredide normal adjacente aos nodulos, presente em 61
casos, ndo se observou positividade para a galectina-3, ou foram observadas apenas
raras células positivas. Os resultados obtidos por Beesley et al. revelam algumas
diferengas em relagdo aos estudos anteriormente citados, nomeadamente o facto de,
neste trabalho, a expressdo de galectina-3 em CP n#o ter sido tdo intensa nem tdo
consistente como em descri¢gdes anteriores. Outra diferenga reside no facto de até aqui
ndo ter sido descrita positividade em tiredide normal — agora é descrita em células raras.
Ja nos carcinomas foliculares hd uma maior semelhanga com varios dados anteriores
que apontavam no sentido de uma expressdo intensa e em quase todos os casos. Os
resultados observados em adenomas foliculares sdo também semelhantes aos
anteriormente descritos.

HBME-1

O HBME-1 (Hector Battifora Mesothelial Antigen) ¢ um anticorpo monoclonal que
reage com um epitopo desconhecido na superficie microvilositaria das células
mesoteliais. Na tiredide, o HBME-1 ¢é relativamente selectivo para carcinomas,
incluindo o carcinoma folicular e o CP. A positividade para este anticorpo em lesdes
malignas do epitélio folicular varia entre 50 e 100%, segundo os diferentes trabalhos
publicados. Num estudo de Miettinen et al. todos os casos de CP (145) e todos os casos
de carcinoma folicular (27) foram positivos para o HBME-1.*2 A positividade foi
encontrada na maioria das células, em ambos os grupos. Os casos de VFCP ndo foram
individualizados, mas foi referido que o seu padrio de marcagio € idéntico ao dos CPC.
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Em cerca de 33% dos casos de bocio nodular observou-se marcaggo focal; em 6% dos
casos a marcagiio foi difusa. Na tireoidite linfocitica cronica, detectou-se marcagio na
maior parte dos casos; esta foi moderada em quase 33% dos casos. No grupo dos
adenomas foliculares apenas 28% tiveram expressdo de HBME-1; destes, cerca de
metade tiveram expressdo multifocal ou difusa. A tiredide normal foi negativa. Sack et
al. verificaram que 5/7 CP, um carcinoma folicular ¢ 1/4 tumores “hibridos” estudados
foram difusamente positivos para HBME-1 (em citologia ¢ hjstologiat).83 Cinco de 10
casos benignos foram focalmente positivos na histologia, por vezes em relagdo com
areas de tireoidite linfocitica. Num outro estudo em biopsia aspirativa, foi observada
uma sensibilidade do HBME-1 no diagnéstico de CP de 100% (21/21 casos).** Neste
trabalho ndo foi feita referéncia a VFCP. A intensidade de marcagfio foi varidvel,
predominantemente difusa. A especificidade foi de 76%: 4/18 adenomas foliculares e
5/20 bocios também foram focalmente positivos para HBME-1. E importante referir que
o HBME-1, a semelhanga da citoqueratina 19, quase ndio é expresso na hiperplasia
papilifera e ¢ muito frequentemente observado nos CP. Por tal motivo, Cheung et al.,
sugeriram o seu uso conjunto no diagnéstico de CP.% Neste estudo, todos os adenomas
foliculares e todas as hiperplasias nodulares foram negativas para 0o HBME-1. Cerca de
metade (54%) dos carcinomas expressaram HBME-1. Dos 138 CP, 76 (55%) foram
positivos. No sub-grupo das VFCP 38/84 casos (45%) expressaram o HBME-]. Este
valor foi ligeiramente maior nos CPC 38 casos (70%) positivos. Dos 4 carcinomas
foliculares, 2 expressaram HBME-1. Portanto este marcador foi especifico no
diagnéstico de malignidade, mas ndio totalmente sensivel. Recentemente, Rigau et al.
referiram positividade focal para HBME-1 em adenomas foliculares e bocios nodulares,
contrariando sugestdes anteriores de que este antigénio ndo seria expresso em lesdes
benignas da tiredide.®

Proteina S100

Num estudo de McLaren et al., foi estudada a expressdo da proteina S100 e de EMA 26
Observou-se imunorreactividade intensa em todos os carcinomas papilares (14) —
incluindo as 5 VFCP — difusa na maioria dos casos. Nas hiperplasias papiliferas, a
expressdo da proteina S100 esteve quase sempre ausente; quando presente foi focal €
fraca. Em trés de cinco adenomas foliculares a proteina S100 foi positiva com
intensidade variavel — e apesar de a sua expressdo ter sido mais fraca que nas VFCP, a
sobreposigdo dos resultados ndo permitiu uma separagdo clara entre os dois tipos de
tumor. No parénquima normal observou-se expressdo fraca e focal deste antigénio.
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EMA

No estudo acima referido, McLaren et al. estudaram também a expressao de EMA
(Epithelial Membrane Antigen)‘86 Nos CP, o EMA teve um padrdo de expressdo
semelhante & proteina S-100, s6 que com uma maior variabilidade na intensidade de
expressio. Nas hiperplasias papiliferas, a expressio de EMA foi fraca e multifocal. No
parénquima restante, em todos estes casos, houve expressdo deste antigénio; no entanto
a sua variabilidade nio permitiu a definigdo de um padrdo “norma ” de marcag@o. No
estudo de Raphael et al. ndo houve diferengas na expressio de EMA entre CP e lesdes
benignas (adenomas e carcinomas foliculares € hiperplasias nodulares).”" Em todos os
grupos a marcagdo foi focal.

Bcl-2 e Bax

Manetto et al. estudaram a expressdo de Bcl-2 e Bax — proteinas anti e pré-apoptética,
respectivamente - em tumores da tire6ide.’” Todos os tumores diferenciados (incluindo
duas VFCP), apresentaram expressdo de Bcl-2. A percentagem de células marcadas com
este anticorpo nas VFCP foi de 80 e 90%, idéntica a dos CPC. Ao invés, os carcinomas
anaplasicos foram negativos para este anticorpo. Na tiredide normal observou-se
marcagdo universal para Bcl-2, com localizagéo no citoplasma das células foliculares. Ja
a marcagio com o anticorpo para o Bax foi quase inversa: positiva em quase todas as
células dos carcinomas anaplasicos, decrescendo em niimero de células positivas e
intensidade de marcagio com a maior diferenciagdo dos tumores. Nas duas VFCP
estudadas, observou-se positividade em escassas células, resultado idéntico ao obtido
com os CPC. Na tiredide normal a marcag¢io para Bax foi observada apenas em raras
células foliculares e para-foliculares, e com um padrdo finamente granular, na regido
apical das células. Bell et al. ndo observaram diferencas significativas entre nodulos
benignos e VFCP, usando “marcadores de apoptose” (Bcl-2 e Caspase-3)."

CD57

O CD 57 (HNK-1) é um oligossacarideo identificado, pela primeira vez, em linfocitos
NK normais, € que esta também presente em células neuroepiteliais durante a
embriogénese. Foi também observada expressdo de CD57 em tumores epiteliais de
varios orgdos, em tumores neuroectodérmicos e das bainhas nervosas, em lesdes
epiteliais benignas, (hiperplasia prostatica) e, raramente, em epitelios normais. O
anticorpo (nomeadamente o clone leu-7, que € 0 mais utilizado) liga-se especificamente
a glicoproteina associada & mielina nas células das bainhas nervosas, as células NK e a
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glicoproteinas da superficie de outras células. O epitopo antigénico glicidico parece ser
comum a todos estes tipos celulares.

Khan et al. estudaram a expressdo de CD 57 em lesdes da tire6ide.*”® No grupo dos
carcinomas (sendo a grande maioria, 71, CP), 95% foram positivos; 30 das 31 VFCP
expressaram CD 57 (marcagéo forte em 26 e fraca em 4). E de referir que o padrdo de
positividade observado nos CPC e VFCP foi semelhante. No que respeita as leses
benignas, 27% dos adenomas foliculares e 10% dos nédulos coldides foram positivos,
todos eles fracamente. Nio foi observada expressdo de CD 57 na tireéide normal. A
presenca de expressdo de CD 57 foi, portanto, significativamente mais frequente em
carcinomas (incluindo em VFCP), relativamente a tire6ide normal e a lesdes benignas.

Ciclinas, p27 e Ki67/Mibl

As ciclinas sdo proteinas essenciais para a progressdo do ciclo celular. Ao formarem um
complexo com as cinases dependentes das ciclinas (CDK), estas sdio activadas e
fosforilam substratos (outras proteinas) permitindo a continuagio do ciclo celular. A
p27, pelo contrario, ¢ inibidora das CDK, regulando negativamente o ciclo celular.
Duma maneira geral, as neoplasias podem ter uma sobre-expressdo das ciclinas (os
reguladores positivos) ou uma sub expressio da p27 (ou de outros reguladores
negativos). A p27 controla a transi¢io das células de um estado de quiescéncia para um
estado de proliferagdo. Juntamente com a p21 e a p57, ela inibe a actividade cinasica
das ciclinas pré-activadas da fase G1: ciclinaE/CDK2, CiclinaD/CDK4-6 ¢ outras. E
importante referir que as células em repouso tém um nivel alto de p27, que desce
aquando da entrada no ciclo celular; sendo estes niveis controlados, em parte, por vias
proteossoma-ubiquitina. O Ki-67/Mibl é uma proteina ndo-histénica que € expressa
apenas em células em proliferagdo, atingindo a sua expressdo maxima nas fases G2 e M.
Funciona, portanto, como um marcador de proliferacéo.

O estudo de Wang et al. tentou elucidar qual o estado de expressdo imunohistoquimica
da p27 e das ciclinas D1 ¢ E em tumores da tiredide.¥ Nao foram detectadas diferengas
significativas na expressdo das ciclinas D1 e E entre as VFCP e adenomas foliculares.
Por outro lado, houve diferenga significativa no grau de expressio da p27: foi
significativamente mais alta nos adenomas foliculares do que nas VFCP. Ndo se
observou imunorreactividade para as ciclinas D1 e E na tiredide normal de todos os
casos de ambos os grupos. Observou-se, no entanto, positividade forte para p27 em
mais de 50% das células tireoideias normais em todos os casos. Estes resultados sdo
compativeis com o estado quiescente da tire6ide normal. Ao contrario do referido por
Wang et al., Resnick et al. verificaram, num grupo de 87 tumores da tire6ide, que a
maraca¢do para a p27 ndo conseguia distinguir a VFCP do adenoma folicular e,
portanto, a sua detecg¢fo ndo teria grande importincia no diagnéstico de tumores da
tiredide.”® Num estudo efectuado em biopsias aspirativas, Troncone et al. verificaram
que a expressdo de p27 em hiperplasia nodulares tinha valores significativamente mais
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altos do que em CP ou “tumores foliculares”, apesar de haver alguma sobreposi¢do de
91
valores.

Tallini et al. estudaram a expressdo imunohistoquimica da p27 ¢ do Ki67/Mibl em
tumores da tiredide.”* Estes foram divididos em trés grupos, que teriam progndsticos
diferentes, tendo em conta as caracteristicas clinico-morfoldgicas. Foi observada uma
correlagio significativa entre esta divisio em trés grupos e a expressdo de p27 e Ki67,
com uma tendéncia para uma expressdo mais baixa de p27 e mais alta de Ki67 se
verificarem nos grupos 2 e 3, os de pior prognostico (os 17 casos de VFCP foram
incluidos no grupo 1). Bell et al. constataram que o Ki67 teve valores significativamente
mais elevados nas VFCP,"> quando comparados com nédulos benignos. Dentro do
“grande grupo” dos CP, Ivanova et al. nfo encontraram diferencas significativas de
expressdo do Mibl1 entre trés sub-grupos: classico, VFCP ¢ VFCP difusa."

CD44

O CD44 ¢ uma glicoproteina transmembranar que contém sulfato de heparano e que tem
um papel importante na adesfo célula-a-célula e célula-matriz. O seu gene localiza-se
em 11p13, tem pelo menos 20 exdes, 10 dos quais com “splicing” alternativo (V1-V10);
a proteina sofre, também, alteragSes pods-tradugfio. A forma “standard” (s) € a que
predomina nos tecidos normais (€ o receptor do acido hialurénico) € néo tem nenhum
produto de splicing alternativo; as variantes diferem entre si na regidio média da
molécula, que tem localiza¢do extra-celular. Nos epitélios normais a expressdo de CD44
¢é “especifica de tecido”: é fortemente positiva em epitélios pavimentosos € ¢ menos
positiva em epitélios colunares. O CD44 parece ter um papel importante na agregacéo,
motilidade e comportamento metastitico das células malignas. Na transformagéo
maligna tanto pode haver perda como ganho da expressdo desta molécula. Niveis mais
elevados que o normal da variante 6 — CD44v6 — estdo associados a comportamento
agressivo em varios carcinomas, p. €x., do colo do utero e em linfomas ndo-Hodgkin.
Por outro lado, niveis do mesmo CD44v6 mais baixos que o normal, estdo associados a
pior progndstico em carcinomas epidermoéides pouco diferenciados, carcinomas
superficiais da bexiga e carcinomas da prostata. Em relagio ao CD44v3: expressdo
reduzida estaria associada a progressdo do carcinoma do colo uterino; expressdo
aumentada estaria associada a pior progndstico no carcinoma colo-rectal. Segundo
Bo6hm et al., 0 CD44s, 0 CD44v3 e o CD44v6 sdo expressos em tecido tireoideu normal
e neoplésico.93 B6hm et al. estudaram a expressdo destas trés formas de CD44 em
doentes com carcinomas bem diferenciados da tiredide. Observaram positividade forte
para CD44s e¢ v6, e menos intensa para a isoforma v3. Os CP (ndo foram
individualizadas as VFCP) tiveram mais frequentemente expresséo alta de CD44s e v6
do que os carcinomas foliculares. Portanto, os CP mantiveram niveis de expresséo de
CD44s e¢ v6 semelhantes aos da tiredide normal, enquanto que nos carcinomas
foliculares a sua expressdo foi mais baixa. O CD44v3 foi expresso equilibradamente
entre os dois grupos de tumores, mas num nivel muito mais baixo do que as outras duas
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formas. A perda de expressdo de CD44s correlacionou-se significativamente com idade
acima dos 60 anos, metéastases & distdncia, pTNM avangado, recidiva tumoral e
mortalidade relacionada com o tumor.

Bartolazzi et al. também estudaram a expressdo de CD44v6, para além da galectina-3
(referida acima).”” O CD44v6 foi menos sensivel ¢ menos especifico na detecgio de
malignidade do que a galectina-3. Os resultados obtidos com este marcador foram
idénticos aos referidos por outros autores.

Caderinas/Cateninas

A o-catenina pertence a um conjunto de moléculas fundamentais na adesdo entre as
células epiteliais: 0 complexo caderina-cateninas. A fungio da a-catenina € a ligagdo da
rede actinica do citoesqueleto as outras duas cateninas, que sdo a 3 € a y. Estas, por sua
vez, ligam-se directamente ao dominio citoplasmatico da E-caderina, proteina que
estabelece a ligagdo com as células vizinhas através do seu dominio extra-celular. Uma
alteragdo na fungdo de qualquer uma destas proteinas podera, portanto, prejudicar a
funcdo do complexo e, consequentemente, da adesdo celular. Para além da manutengio
das jungdes intercelulares, a E-caderina é, também, importante na diferenciagio e
polarizagdo das células epiteliais. A diminuigdo da expressdo membranar da E-caderina
e das cateninas e/ou o aumento da sua expressdo citoplasmatica foram observados em
alguns tumores e correlacionados com comportamento tumoral mais agressivo. Baloch
et al. estudaram a expressdo imunohistoquimica de o-catenina em lesdes da tireoide.”*
Nos adenomas foliculares e em tiredide adjacente as varias lesdes, observaram
reactividade membranar focal, moderada a forte, na auséncia de reactividade
citoplasmatica. Os carcinomas foliculares apresentam igualmente expressdo membranar
forte, para além possuirem também expressdo citoplasmatica. Estes autores observaram,
ainda, expressdo citoplasmatica de a-catenina em 5 de 8 VFCP, num dos casos em
simultineo com expressio membranar. Em relagdio aos CPC, foi observada expressio
citoplasmatica em 14 de 18 casos. A expressio membranar da a-catenina nos CP
passou, assim, a ser mais fraca e a ser observada no citoplasma. A expressdo
citoplasmatica da a-catenina foi mais frequente nas lesSes malignas e mais frequente
nos CPC do que nas VFCP.

Sialyl Lewis X, Lewis X e Sialyl Lewis A

Os antigénios do grupo sanguineo Lewis sdo hidratos de carbono complexos expressos
na superficie celular. Foram descritas alteragdes no seu padrdo de expressdo em varios
orgdos, em associagdo com lesdes pré-malignas e malignas, entre os quais a tire6ide.”
Pensa-se que, durante a evolugdo do processo neoplasico, alguns destes antigénios
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(sialyl] Lewis x e silalyl Lewis a) poderio estar associados a invasividade e
metastizagdo, por meio de adesdo ao endotélio vascular e a matriz extracelular.”® Além
disso, estes antigénios poderdo também modular a resposta imunolégica do hospedeiro.
O sialyl Lewis x (sLex) e o Lewis x (Lex) sdo antigénios Lewis tipo 2; o sialyl Lewis a
(sLea) é um antigénio Lewis tipo 1. Os diferentes tipos correspondem a diferentes
estruturas glicidicas na composigio de cada antigénio.

No trabalho efectuado pelo nosso grupo (Fonseca et al.) observou-se expressdo forte e
difusa de sLex antigénio nos 27 CP (dos quais 5 VFCP) estudados. ° Onze de 12
carcinomas foliculares também mostraram expressdo. As lesdes benignas (adenomas
foliculares € bdcios/hiperplasias papiliferas) foram bastante menos frequentemente
positivas (15-20%) e a tiredide normal foi negativa. Os resultados obtidos por Bryne et
al. foram idénticos aos atras referidos no que respeita aos CP e lesdes benignas, mas nédo
em relagdo aos carcinomas foliculares, que para estes autores foram negativos.97 Em
relagdo ao Lex que corresponde ao CD15 e ao LeuM1 utlilizados em alguns trabalhos,
Fonseca et al. obtiveram resultados semelhantes aos obtidos com o sLex.*>*® Com o
sLea (CA19-9 nalguns artigos) os resultados foram um pouco diferentes, ja que este
antigénio nio foi detectado em tiredide normal nem nas lesdes benignas, € foi detectado
apenas em 67% dos CP. Fonseca et al. verificaram também que em 14 nodulos
tireoideus com aspecto histoldgico adenomatoso, mas com areas de VFCP, o sLex foi
quase sempre positivo apenas nestas areas, tendo sido negativo nas 4reas adenomatosas.

Ivanova et al. estudaram a expressdo de sLex, Lex (e Mib1) em trés grupos de CP: CPC,
VFCP difusa e VFCP.'® O sLex foi significativamente mais expresso nas VF difusas do
que nas VFCP. Nio se observou diferenga significativa de expressdo do sLex
relativamente aos CPC. O Lex foi significativamente menos expresso nas VFCP e nas
VF difusas do que nos CPC. Considerando a totalidade dos carcinomas, Ivanova et al.
verificaram uma associagdo significativa entre a expressio de sLex e
multicentricidade/disseminagfo intra-tircoideia e invasfio extra-tireoideia, o que apoia
dados anteriores sobre um papel deste antigénio na capacidade invasiva das células
tumorais.'®

O CD15 ¢ o CA19-9 foram identificados em varios tipos de tumores, entre os quais o
CP. Num dos trabalhos atras referidos, em que também foi estudada a expressédo de
HBME-1, Van Hoeven et al., observaram menor sensibilidade do CD15 e do CA19-9
relativamente ao HBME-1, no diagnéstico de CP, ja que apenas marcaram 15/21 (71%)
e 13/21 (62%), respectivamente, enquanto que a expressio de HBME-1 foi detectada
em 21/21 casos (100%).2* No entanto, estes anticorpos tiveram especificidades de 95 e
97%, respectivamente, no diagnostico de CP. Apenas 2 nddulos benignos (1 adenoma
folicular e 1 bdcio) foram positivos para CD15. Com o CA 19-9 apenas um caso de
bacio foi positivo. No estudo de Miettinen et al. (referido acima), em que foi igualmente
estudada a expressdo de HBME-1, todos os casos de CP (excepto um) também foram
positivos para CD15 (Leu-M1), mas a quantidade de células positivas foi menor.*
Cerca de 2/3 dos carcinomas foliculares foram positivos para CD15, com intensidade
variavel. Dos casos benignos, 17% dos bdcios nodulares e 13% dos adenomas
foliculares tiveram marcagéo varidvel para o CD15.
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Ret

A importincia do Ret em diagndstico resulta da sua aparente especificidade para CP
(ver descrigdo no proximo capitulo). No entanto deve referir-se que o valor da detecgéo
do Ret por imunohistoquimica ndo é fiavel, uma vez que alguns tumores com reatrranjos
demonstrados ndo mostram expressdo imunohistoquimica. Também a marcagdo ndo
especifica ou artefactual e a inconsisténcia entre os resultados imunohistoquimicos e de
imunoblot s3o apontados como prova desta falta de fiabilidade. Como explicagdes para
esta discrepancia sfo referidas a qualidade muito variavel, por vezes fraca, dos
anticorpos disponiveis, o pior reconhecimento da proteina quimérica por anticorpos
“pan-Ret”, os niveis variaveis de expressdo da proteina e a expressdo do Ret “wild-
type”. Cerilli et al. usaram anticorpos monoclonais para o Ret em vérios grupos de
lesdes da tire6ide.* A maior parte dos CP mostrou positividade para o Ret (20/30,
incluindo 7/12 VFCP). Dois adenomas foliculares tiveram marcacfo fraca e focal, e
todos os adenomas e carcinomas de células de Hiirthle tiveram marcagfo forte e difusa
com o anticorpo Ret. A positividade foi variavel nos CP (incluindo VFCP), tendo vérios
casos sido negativos. Todos os carcinomas foliculares foram negativos. A positividade
para o Ret, nas lesdes de células de Hiirthle (ndo papilares), foi comprovada usando RT-
PCR para detectar o ARNm do dominio tirosina-cinase do Ret em 6 lesdes de células de
Hiirthle (3 adenomas e 3 carcinomas) — todos foram positivos. Note-se que, devido a
estratégia utilizada, ndo se sabe se houve rearranjo, ou se houve indugio da expressdo
do Ret “wild-type” ou se existiu qualquer outro problema. A detec¢do do Ret por
imunohistoquimica é menos sensivel e especifica do que a da citoqueratina 19 no
diagnostico de CP.

Num estudo de Cheung et al. foram estudados 138 CP, o Ret foi positivo por
imunohistoquimica em 78% (42/54) dos CPC e em 63% (53/84) das VFCP estudadas.®®
No entanto ndo foi totalmente especifico para CP, dado que também foi positivo em
alguns casos de carcinoma de células de Hiirthle e insular.

Met

O Met € um receptor de membrana com actividade tirosina-cinase, cujo ligando é o
HGF (Hepatocyte Growth Factor). Na tiredide, esta proteina ¢ expressa
predominantemente em CP, incluindo VFCP. Num estudo em que foi observada
expressio do Met em material de citologia, 8/11 casos de VFCP (72,7%) foram
positivos.” Neste estudo também se observou positividade em 12/14 CPC, 7/25
carcinomas foliculares e em 5/5 adenomas “atipicos”; nenhuma outra lesdo benigna foi
positiva. No entanto, as lesdes benignas (adenomas foliculares ¢ nédulos de bocio)
podem expressar a proteina Met, ainda que mais fracamente.
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Retinoblastoma

Num estudo sobre a presenca da proteina do Retinoblastoma, Anwar et al. observaram
positividade em mais de 10% das células em todos os adenomas foliculares e em 89%
das hiperplasias nodulares.'® Todos os CP e quase todos os carcinomas foliculares
foram negativos. A maior parte dos tumores de Hiirthle foram negativos. Todos os
carcinomas anaplasicos foram positivos.

PAXS-PPARY1

No estudo de Kroll et al. sobre a translocagdo PAX8-PPARyl, 7 de 8 carcinomas
foliculares tiveram expressdo forte e difusa do anticorpo para o PPARyl. Essa
expressdo foi, apenas, focal nos restantes casos: 20 adenomas foliculares, 10 CP e 10
hiperplasias nodulares.™’

Estudos combinados

Numa tentativa de aumentar a sensibilidade e a especificidade no diagnostico dos
carcinomas da tiredide, foi estudado o uso combinado de varios anticorpos. Mai et al.
observaram uma sensibilidade de 95% e uma especificidade de 90% no diagnostico de
CP com uma combinagdo do HBME-1 com citoqueratinas de alto peso molecular ou
com o CD57 ou com o CD15.'% A positividade foi definida como a presenca de mais de
10% das células com marcagio. Os autores referiram a presenga de caracteristicas mais
ténues de CP nos tumores positivos para 0 HBME-1, sugerindo a hipotese de estes
tumores ocuparem uma posi¢do intermédia entre as lesSes benignas e os CP. Num
estudo de Cheung et al.®® todos os adenomas foliculares e todas as hiperplasias
nodulares foram negativas para o HBME-1 e para o Ret; alguns destes tumores
expressaram citoqueratina 19, mas os autores consideraram este padrio de expressdo
relacionado com a biopsia aspirativa. O HBME-1 foi positivo em 54% dos carcinomas
de origem folicular: 76/138 CP, 2/4 carcinomas foliculares, 1/2 carcinomas anaplasicos.
Dentro do grupo das VFCP, 45% expressaram HBME-1, 57% expressaram
citoqueratina 19 e 63% expressaram o Ret. Apenas 8% das VFCP (7 casos) € 6,5% de
todos os CP (9 casos) foram negativos para os trés marcadores. Como 3/6 carcinomas
insulares foram positivos para a citoqueratina 19 e para o Ret os autores sugeriram a sua
origem a partir de CP. De igual modo, como 29% dos carcinomas de células de Hiirthle
foram positivos para a citoqueratina 19 e 57% para o Ret, os autores sugeriram serem
estes tumores variantes de células de Hurthle de CP. Finalmente, os carcinomas
foliculares e os carcinomas anaplasicos foram negativos para o Ret e a citoqueratina 19.
Em conclusio, a expressdo dos 3 marcadores foi considerada muito especifica de CP, a
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positividade apenas para o HBME-1 foi considerada indicadora de malignidade ¢ a
expressdo do Ret ¢/ou de citoqueratina 19 (difusa) favoreceu o diagnostico de CP.

34



BIOLOGIA MOLECULAR

As alteragdes genéticas mais frequentes no CP sdo as associadas aos genes RET, BRAF
e NTRK. Ao adenoma e ao carcinoma folicular estdo associadas as muta¢des do gene
RAS e a presenga da translocagio PAX8-PPARyl. Ao carcinoma anaplasico estio
associadas mutagdes do gene P53. As mutagBes no 7SH-r e na proteina G surgem em
nédulos “quentes” benignos (adenomas) e, menos frequentemente, em carcinomas
foliculares; sdo muito raras em CP.

RET

O gene RET localiza-se no cromossoma 10q11.2 e codifica um receptor dos factores de
crescimento da familia GDNF: o proprio GDNF, a neurturina, a artemina, a enovina e a
persefina. Este receptor, que possui actividade tirosina-cinase, realiza a transdugfio
intra-celular de sinais externos em conjunto com os receptores de membrana dos
ligandos da familia do GDNF (GFRo).'® Além do dominio tirosina-cinase
citoplasmatico, o RET possui um dominio extra-celular com uma regidio justa-
membranar rica em cisteina e um dominio que apresenta homologia com as caderinas.
Este gene ¢ importante no desenvolvimento embrionario do sistema nervoso entérico e
do rim, sendo expresso nestes orgdos e em células neuronais e dos tecidos neuro-
endocrinos. As mutagdes pontuais germinativas do gene RET ddo origem uma activagio
constitutiva do gene RET e estdo presentes em sindromes tumorais familiares; MEN2A,
MEN2B e carcinoma medular familiar da tiredide (CMFT). As mutagdes pontuais
somaticas deste gene ocorrem em carcinomas medulares esporadicos e
feocromocitomas. Ocorrem, também, mutagdes pontuais inactivantes, associadas a
doenga de Hirschprung. Ha, finalmente, alteragdes resultantes de rearranjos (inversdes e
translocagdes), que aparecem em CP da tiredide. O gene RET activado, rearranjado, foi
isolado pela primeira vez em células de uma linha celular da tiredide — NIH-3T3 — que
tinham sido transfectadas com ADN de um linfoma T. Os rearranjos do gene RET
consistem na fusdo do dominio tirosina-cinase (TK) intracelular deste gene com
diferentes fragmentos 5° (de outros genes), passando a haver expressdo constitutiva,
inapropriada, do dominio TK truncado — esta expressdo acontece em todos os rearranjos
do gene RET. Todas as alteragBes sdo equilibradas e quase todas envolvem o intrdo 11
do RET, situado entre os dominios transmembranar ¢ TK do gene RET. Portanto, o
fragmento truncado deste gene perde o dominio transmembranar e localiza-se no
citosol. E importante referir que os “parceiros” de fus@io do gene RET sdo expressos
ubiquitariamente — inclusive nas células foliculares da tiredide, sendo essa a razdo que
leva a4 expressio do gene RET quando rearranjado com esses genes. Os genes
“parceiros” codificam proteinas com motivos de dimerizagio e estimulam, assim, a
actividade cinasica do RET. Esta activagio determina a estimulagio cronica da
transdugdo de sinais, independentemente da presenca do ligando, favorecendo a
possibilidade de surgir uma neoplasia. A expressdo do dominio tirosina-cinase do RET
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normalmente ndo ¢é detectavel no epitélio folicular da tiredide. E, contudo, expresso nas
células C, que constituem cerca de 1% da populag@o celular da tiredide normal.

A prevaléncia dos rearranjos do gene RET no CP da tiredide varia de acordo com a
idade do doente, com a sua exposi¢io prévia a radiagdo, com a area geografica de
proveniéncia do doente, com o tipo de CP em estudo e, finalmente, com os métodos
usados para a sua detecgdo. O rearranjo RET/PTC1 esta presente em cerca de 40% e o
RET/PTC3 em cerca de 15% dos CP esporadicos, ndo associados a radiaggo.'
Seguem-se, por ordem de frequéncia, 0o RET/PTC2 € o0 4. Os rearranjos RET/PTC 1,2 e
3 e o rearranjo ELKS/RET foram identificados, primeiro, em CP ndo associados a
radiagdo mas, posteriormente, foram também detectados nos CP associados a radiagdo.
A maior §>arte dos restantes rearranjos foi identificada, apenas, em tumores associados a
radiagdo.'® Nos CP associados a radiagfio a prevaléncia de rearranjos do RET é mais
elevada do que nos esporadicos, podendo chegar a perto de 80% dos casos."'%

As caracteristicas histologicas e moleculares dos CP esporadicos, na populagio geral,
sdo um pouco diferentes das caracteristicas dos CP associados a (ou induzidos por)
radia¢do. Nos ultimos anos houve grandes avangos nesta area devido ao acidente com
um reactor nuclear na central de Chernobyl. As populagdes que, na altura do acidente,
viviam nas regides mais atingidas pela radiagdo tém sido seguidas muito atentamente,
do ponto de vista médico. E sabido que que os CP ndo relacionados com exposigio a
radiagdo sdo raros em criangas. No entanto, apos o acidente na central nuclear de
Chernobyl, na regido atingida pela radiagdo houve um aumento de até cem vezes na
incidéncia anual de carcinoma da tire6ide em idade pediatrica, fundamentalmente de CP
— a incidéncia de carcinoma da tiredide neste periodo da vida € cerca de 0,3-1,3 casos
por milhdio de pessoas por ano.'®!% Nao foi estabelecida qualquer relagdo entre
carcinoma folicular e radiagdo.'”® O aumento do CP verificou-se na Bielorrussia,
Ucrania e Oeste da Russia, surgiu num periodo de tempo curto e foi mais notério a
partir de 1992. A relacio entre CP e radiacfo ndo € novidade, sendo desde ha muito
sabido que ele € o tumor so6lido mais frequentemente associado a radiagdo. De facto,
quer num contexto de radiagdo terapéutica, quer em exposi¢do apos a explosdo de armas
nucleares — Japdo na 2* Guerra Mundial, testes nucleares nas Ilhas Marshall — houve um
aumento na incidéncia deste tumor. E interessante referir que se conseguiu induzir, “in
Vitro”, o rearranjo ret/PTC1 através de irradiago com doses elevadas de raios-X .'%

Nos CP pediatricos “pos-Chernobyl” ha um predominio de variantes solidas e VFCP,
“em detrimento” dos CPC, respectivamente 37, 29 e 18-26%.'%%1% pelo contrario, nos
CP pediatricos esporadicos, as frequéncias relativas dos diferentes subtipos s#o
semelhantes as de adultos, respectivamente 4, 17 ¢ 70%.1%4

Parece haver uma maior prevaléncia de rearranjos do RET nos dois grupos de CP
pediatricos (44 a 77% nos “p6s-Chernobyl” e 65% nos esporadicos), em relagdo ao
grupo de adultos com CP (varia entre 2,5 e 40%, consoante a arca g':-:ograiﬁca).104’105 106
Nos CP pediatricos “p6s-Chernobyl” ha um predominio do rearranjo RET/PTC3
(RET/PTC3 vs RET/PTC1: 34-58% vs 16-20%).'%*!% No grupo dos CP esporadicos a
distribui¢do dos diferentes rearranjos ¢ semelhante a dos CP esporadicos em adultos
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(RET/PTC3 vs RET/PTC1: 18% vs 47%).'% Portanto, a idade parece ser um factor
importante na frequéncia global, mas ndo na propor¢do relativa de rearranjos do gene
RET: em doentes com menos de trinta anos de idade e sem histdria de exposi¢do a
radiagOes a sua frequéncia é mais alta do que em doentes mais velhos.

Considerando as diferentes variantes morfologicas de CP (neste caso juntando tumores
esporadicos com tumores associados a radiagfio) verifica-se um predominio claro do
rearranjo RET/PTC3, nas variantes solidas (79%); apenas 7% destas t€ém o rearranjo
RET/PTC]1 (estatisticamente significativo). Nas VFCP, 45% tém o rearranjo RET/PTC3
e 18% o RET/PTC1 (sem significado estatistico).'®*'” Nos CPC, 38 a 41% possuem o
rearranjo RET/PTC1, 18 a 19% tém o RET/PTC3 e 5% tém o RET/PTC2
(estatisticamente significativo).

A associacdio entre as diferentes variantes morfologicas e os diferentes tipos de
rearranjos do gene RET é interessante. H4 uma associagdo muito forte do rearranjo
RET/PTC3 a variante sélida (solido-folicular,'®'% para alguns autores) e uma
associa¢io menos forte do rearranjo RET/PTC1 a forma cléssica,'0410%-106

No que respeita a relagio entre sexo feminino e masculino, os resultados sdo
discrepantes. Com efeito, no trabalho de Nikiforov et al. a propor¢do entre sexos foi
significativamente diferente: no grupo dos CP associados a radiagdo a relagfo
feminino/masculino foi equilibrada — 0,9:1 — enquanto que no grupo dos esporadicos foi
de 6,6:1.104 Thomas et al. encontraram um valor de 2,7:1 no gruspo dos CP associados a
radiagdo, um valor mais préximo do habitual nos CP em geral.'®

Nos casos de CP no contexto de Chernobyl, o rearranjo RET/PTCI1 esta associado com
um periodo de laténcia maior e com doentes mais velhos. O rearranjo RET/PTC3 esta
associado a um periodo de laténcia menor, niveis mais altos de radioactividade ¢ a
tumores mais agressivos, com extensdo extra-tircoideia ¢ tamanho maior.

Também em alguns CP esporadicos parece haver uma correlagdo entre o
comportamento do tumor e o tipo de rearranjo presente. Basolo et al. observaram a
presenga do rearranjo RET/PTC3 em CP de células altas: em 39 casos de variante de
células altas estudados, os 14 casos com rearranjo do RET (35,8%) tiveram todos o
mesmo rearranjo: RET/PTC3."® Esta variante de CP é mais agressiva e tem pior
progndstico que o CPC e a VFCP: tem mais frequentemente extensdo extra-tireoideia e
metastases a distincia, tem também maior mortalidade, cerca de 20-30%. Basolo et al.
sugeriram que o rearranjo RET/PTC3 poderia estar associado & maior agressividade das
variantes de células altas. De facto, numa linha celular, o rearranjo RET/PTC3 teve um
efeito mitogénico mais potente € uma maior activagdo da via das MAPK, do que o
RET/PTC1.'® Portanto, podera existir uma correlagdio entre rearranjos especificos do
gene RET e a agressividade dos CP, que podera depender da eficiéncia com que cada
tipo de rearranjo transmite os sinais mitogénicos as células. No entanto, no mesmo
estudo estes autores descreveram rearranjos do gene RET em 3 de 12 casos de VFCP
(25%), tendo num deles sido o RET/PTC1 e nos outros dois o RET/PTC3. Estes
numeros foram semelhantes aos dos 39 casos de CPC da mesma série: 11 destes
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(27,5%) tiveram rearranjos do RET — 5 com RET/PTC1 e 6 com RET/PTC3. Néo sdo
fornecidos dados sobre se estes casos de VFCP ¢ CPC com rearranjo RET/PTC3 séo
mais agressivos. Num trabalho recente, Zhu et al.encontraram apenas 1/30 casos de
VFCP com rearranjo RET/PTC (o RET/PTC3).** Em contrapartida, nos restantes 46 CP
(incluindo 43 CPC) foram observados 13 (28%) com rearranjo (9 RET/PTCI1 ¢ 4
RET/PTC3).

O papel do rearranjo do gene RET na carcinogénese papilar na tiredide € apoiado pelos
resultados de experiéncias de transformagfio de células tireoideias em cultura pelo gene
de fusfio RET/PTC e pelo aparecimento de CP da tiredide em ratos transgénicos com os
rearranjos RET/PTC1 e RET/PTC3.!® Foi demonstrado que os diferentes rearranjos do
RET — nomeadamente o RET/PTC1 e o RET/PTC3 - estdo associados a diferentes
fendtipos: em glandulas tiredides de ratos foi induzida a expressdo dos dois tipos de
rearranjos € os tumores resultantes tiveram fendtipos diferentes: papilar com o
RET/PTC1, solido com o RET/PTC3 (idéntico ao ser humano). A razéo desta diferenga
ndo é conhecida; o fragmento de RET presente é idéntico nos dois rearranjos € ndo
parece haver diferencas na activagio da fungfio tirosina-cinase. A explicagdo podera
residir nas fungdes diferentes dos diferentes genes “parceiros”.

Portanto, em CP relacionados, ou nfio, com radiacdo ha uma associagfio preferencial de
determinados rearranjos com determinados padrdes morfologicos e caracteristicas
clinico-patologicas. Alguns rearranjos t€m alta frequéncia em carcinomas pequenos,
clinicamente silenciosos (principalmente o rearranjo RET/PTC1),'® outros estio
presentes preferencialmente em tumores mais a%ressivos, nomeadamente o RET/PTC3
em variantes sélidas (até 79%) e de células altas.'*®

Curiosamente a frequéncia dos rearranjos RET/PTC ¢ maior nos micro-carcinomas do
que nos carcinomas clinicamente evidentes. Os rearranjos podem ser um acontecimento
precoce na carcinogénese do CP e ndo parecem ser importantes na sua progresséo: a sua
frequéncia ¢ baixa em carcinomas pouco diferenciados, cerca de 20%:' estes tumores
tém, regra geral, um componente bem diferenciado. Até 95% dos doentes com tireoidite
de Hashimoto, sem sinais de CP no exame histolégico, podem ter expressdo elevada de
RET/PTCI1 e 3."'° Este ¢ mais um dado a favor da precocidade destes rearranjos na
carcinogénese papilar. Fusco et al. demonstraram a presenga de activagdo do RET em
nodulos da tiredide com caracteristicas morfolégicas incompletas de CP: a sua presenca
foi vista, apenas, em células com caracteristicas nucleares de CP."" Os autores sugerem
que estes focos poderdo preceder o aparecimento de CP “invasor”.

NTRK1

O gene NTRKI (ou TRKA) também codifica um receptor transmembranar com
actividade tirosina-cinase, localiza-se no cromossoma 1g22 e o seu ligando é o NGF. A
sua expressdo estd limitada ao sistema nervoso periférico. Na tiredide o NTRKI ¢
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activado por rearranjos (inversdes ¢ translocagdes) em que se da a fusdo do seu dominio
tirosina-cinase com a regido terminal 5" de genes heterologos: um processo idéntico ao
que sucede com o RET. A proteina quimérica também possui actividade tirosina-cinase
constitutiva, os mecanismos moleculares responsaveis pela activagio do NTRK! sdo
idénticos aos do RET.

Tal como no RET, os rearranjos do NTRK! parecem ser especificos do CP, mas com
uma menor prevaléncia do que os rearranjos do RET — cerca de 10% dos casos (0-
11%).'"> No entanto, os rearranjos do gene NTRKI sdo raros nos CP “pos-
Chernobyl”.'®?

MET

O gene MET codifica um receptor de membrana de 190 kDa com actividade tirosina-
cinase, constituido por duas sub-unidades, sendo o seu ligando o HGF/SF. O HGF/SF
tem um efeito mitogénico importante nas células epiteliais, incluindo na tiredide. A
sobre-expressio do gene MET esta associada sobretudo a CP.!"* O seu papel na
estimulagdo paracrina do crescimento tumoral € evidenciado pelo facto de as células
estromais da tiredide produzirem HGF. A relagdo da sua sobre-expressio com as
caracteristicas dos tumores ndo estd bem explicada. Em alguns estudos, parece estar
relacionada com estadio avangado e com sub-tipos tumorais de pior prognostico.
Noutros, contudo, verificou-se menor expressio do MET nos tumores menos
diferenciados e uma correlagdo inversa com a presen¢a de invasdo vascular e de
metastases a distancia.

RAS

As mutagGes do oncogene RAS sdo, de entre todos os oncogenes, as mais frequentes em
cancro no ser humano.'”® Os 3 genes RAS - H-RAS, K-RAS e N-RAS - sintetizam
proteinas da mesma familia, com 21 k-Da de peso. Estas proteinas encontram-se ligadas
a face interna da membrana citoplasmatica e possuem actividade GTP-ase. Na forma
inactiva, a proteina Ras esta ligada ao GDP, enquanto que na forma activa tem afinidade
para e pode hidrolizar o GTP. A proteina Ras transmite sinais provenientes dos
receptores membranares com actividade tirosina-cinase a uma cascata de fosfo-cinases
activadas por mitogénios (as MAPK), que activam a transcrigdo de genes envolvidos na
proliferagdo celular. A activagdo oncogénica do gene RAS resulta de mutagdes pontuais
que afectam o dominio de ligagdo ao GTP, situado no exdo 1 - coddes 12 ou 13 — ou 0
seu dominio GTP-asico, situado no ex@o 2 - coddo 61. A proteina fica, assim,
“bloqueada” na forma activa. Nos carcinomas da tiredide estdo descritas mutagdes nos 3
genes RAS. O papel do RAS na progressdo tumoral ndo é muito claro: podera ser um
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acontecimento precoce, j4 que aparece tanto em adenomas como em carcinomas
foliculares. Por outro lado, algumas mutagdes especificas, p. ex. no coddo 61 do N-RAS,
parecem estar associadas a progressdo tumoral e comportamento clinico agressivo. Quer
a frequéncia, quer o tipo de mutagdo sdo muito variaveis de estudo para estudo. Nos
carcinomas foliculares foram descritas frequéncias de mutagio até 80%, e nos
carcinomas indiferenciados até 60%. As muta¢des do RAS também estdo presentes em
adenomas foliculares (24-53%).** Estas mutacdes parecem ser mais comuns em éreas
com deficiéncia em iodo."” Os dados relativos a frequéncia de mutacdes do RAS em CP
sdo dispares. As mutacSes do RAS poderdo estar presentes em até 62% dos CP
esporadicos. Néo se identificaram mutagdes do gene RAS nos tumores associados com
radiagdo (Santoro).'® Os resultados obtidos recentemente por Zhu et al. contribuiram
para aumentar a controvérsia sobre muta¢des do R4S e CP.** Com efeito, estes autores
mostraram que as mutagdes deste gene ndo sé sdo bastante frequentes, como sio a
principal alteracio génica em VFCP. De facto, 13/30 (43%) casos de VFCP
apresentaram muta¢des pontuais do RAS (69% das quais no coddo 61 do N-RAS),
enquanto que em nenhum dos restantes 46 CP (incluindo 43 CPC) foi encontrada
qualquer mutagéo.

BRAF

Recentemente foram descritas alteragdes de um gene que codifica uma proteina da via
MAPK (acima mencionada), o BRAF. Estas sio mutagdes pontuais e localizam-se,
principalmente, no segmento de activagdo do dominio cindsico, aumentando a sua
actividade cinasica basal e tendo como consequéncia a activagio de outra cinase a
jusante, a ERK. As mutagdes deste gene foram observadas, em primeiro lugar, em
nevos ¢ melanomas e, também, em alguns carcinomas. Em 2003, Soares et al.
detectaram uma mutagdo do BRAF em CP da tiredide, localizada no coddo 599 (esta
mutagdo perfaz 80% do total das mutag¢bes do BRAF).114 De facto, Soares et al.
observaram esta mutagdo em 23/50 (46%) CP e em 3/4 linhas celulares de CP. A
mutag@o ndo foi observada em carcinomas foliculares nem em bocios nodulares. Em
1/51 adenomas foliculares observou-se uma mutagio diferente do BRAF, localizada no
coddo 600. Soares et al. verificaram, ainda, que os CP com mutagio do BRAF ndo
tinham rearranjo RET/PTC (nem muta¢des do RAS) e vice-versa. Estes autores
sugeriram, pois, que estes dois eventos seriam alternativos na oncogénese do CP, que
passaria pela via MAPK, em ambos os casos. Além disso, sobressai a alta frequéncia de
mutagdes do BRAF no CP. Num estudo acabado de publicar, do mesmo grupo,
Trovisco et al. voltaram a observar uma frequéncia elevada de muta¢es do BRAF em
CP: 45/124 (36%).!"° No entanto a prevaléncia foi muito diferente, consoante o subtipo
de CP. Assim, 18/53 CPC (53%) tiveram a mutag¢do, enquanto que nenhuma das 32
VFCP a teve (3 VFCP tiveram mutagdo do BRAF no coddo 600). Ha, portanto, uma
associagdo entre mutagdo no coddo 599 e arquitectura papilar, 6/8 CP de tipo tumor de
Warthin também tiveram esta mutagfo. Até a data, as mutagbes do BRAF parecem ser
exclusivas dos CP da tiredide.
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p-catenina

A B-catenina € uma proteina com fungdes quer na adesdo celular quer na transdugéo de
sinais, regulando o desenvolvimento e a diferenciagdo celular durante a embriogénese.
Normalmente a -catenina localiza-se em complexos juncionais, na membrana celular e
0 seu nivel citoplasmatico € baixo, devido a sua degradagdo rapida pelo complexo
ubiquitina-proteosoma. Se houver mutagdes activantes do gene da B-catenina esta nio é
degradada e dirige-se ao nucleo, ligando-se a factores de transcrigio e estimulando a
transcrig@io de genes alvo: c-myc, ciclina D1, c-Jun e Fra-1. Os factores de transcrigo c-
myc e c-Jun activam varios genes que estdo envolvidos no crescimento e diferencia¢do
celular. Na tiredide, alguns autores detectaram muta¢es activantes e/ou localizagio
nuclear anormal da B-catenina em carcinomas pouco diferenciados e indiferenciados,
mas nio em CP.'°

Receptor da TSH

O receptor da TSH desempenha um papel central na fisiologia da célula tireoideia,
nomeadamente o do metabolismo das hormonas tireoideias. Além disso, a sua
estimulag@o parece também levar a proliferagéo celular, sendo, no entanto esta resposta
limitada em tiredide normal. As células foliculares da tiredide dividem-se cerca de 5
vezes ao longo da vida do individuo. A resposta celular 4 TSH ¢é mediada pelo AMPc e
pela proteina G. Em adenomas e nodulos hiperplasicos pode haver uma activagio da via
do AMPc independentemente da estimulagido pela TSH. Isto deve-se a ocorréncia de
mutagdes somaticas dos genes do receptor da TSH ou da subunidade a da proteina G.
Como resultado, ha uma activagio constitutiva de uma destas proteinas e consequente
aumento dos niveis de AMPc intra-celular e sintese hormonal continua. Por esta razio
estes nodulos s3o, normalmente, “quentes” e, frequentemente provocam
hipertireoidismo. A frequéncia destas mutagdes nestas lesdes € varidvel, consoante os
estudos. Como valores “médios” pode-se considerar que cerca de 50% dos adenomas
toxicos tém mutagdes do receptor da TSH e cerca de 5% tém mutagdes da subunidade o
da proteina G.'® Também estdo descritas mutagdes do receptor da TSH em carcinomas
foliculares e pouco diferenciados, mas apenas em rarissimos casos.

PAX-8/PPARy1

Em carcinomas foliculares e em alguns adenomas foliculares foi descrita a translocagio
PAX-8/PPARy1."" Esta alteragio estrutural resulta da fusdo do gene PAX-8, localizado
em 2q13 com o gene PPARyl, localizado em 3p25. O PAX-8 é um factor de transcri¢do
essencial na génese do epitélio folicular da tiredide e na regulagdo da expressio de
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genes especificos da tiredide. O PPARy1 é um receptor hormonal nuclear cujos ligandos
inibem o crescimento ¢ promovem a diferenciagdo de linhas celulares malignas. O
PPARy1 possui um dominio de ligagdio ao ADN e um dominio no terminal carboxilico
que € responsavel pela dimerizagdo, pela ligagdo aos ligandos e pela activagdo
transcricional.'® Em consequéncia da transloca¢io da-se uma fusdo do exfio 7, 8 ou 9
do PAX-8 com o ex@io 1 do PPARyl. A proteina de fusdo possui o dominio de ligagdo ao
ADN do PAX-8 com todos os dominios do receptor nuclear PPARy1. Em 2003, Zhu et
al. vieram reforcar a “exclusividade” desta translocagdo nos adenomas e carcinomas
foliculares: ndo a encontraram em 30 VFCP nem em 46 outros CP.*

Inibidores das CDK

Como discutido anteriormente a progressdo no ciclo celular é comandada pelas ciclinas,
ligadas as CDK ¢ ¢ frenada pelos inibidores das CDK: p21, p27, pl15 e p16. A p21
funciona com efectora da p53 na paragem do ciclo celular em G1. Os tumores com
mutacdes da p53 t€ém uma redugdo na quantidade de p21. Na tireéide normal e
hiperplasica, a p21 nfo ¢ expressa significativamente, mas os carcinomas podem
expressar a p21. Por outro lado, estdo descritas delecgdes raras do gene da p21 em CP,
mas ndo em adenomas ou carcinomas foliculares. Nos tumores em que ha muta¢Ges do
gene da p21 ndo ha alteragdes no gene da p53 nem no gene do Retinoblastoma. A
diminucio da expressdo da p27, observada em 10-20% dos CP, correlaciona-se com
perda de diferenciacfio e fendtipos tumorais agressivos.”> A p15 e a p16 raramente estio
mutadas em tumores da tiredide.

Retinoblastoma

O gene do Retinoblastoma (Rb) codifica uma fosfo-proteina nuclear; o seu papel é ligar-
se ao factor de transcri¢do E2F, impedindo-o de promover a progressdo do ciclo celular.
Por ac¢do do complexo CDK/ciclina, a proteina Rb passa ao estado hiper-fosforilado e
liberta o E2F, permitindo a passagem da célula pela transicio GI1/S e,
consequentemente, a proliferagéio. Na tireéide ndo se encontraram alteragdes deste gene
em nenhum tipo de lesdo.

P53

O gene P53 codifica uma fosfo-proteina nuclear que actua como factor de transcrigio e
regula o ciclo celular. A paragem do ciclo celular causada pela p53 pode suceder em G1
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ou G2 e permite a reparagdo de danos provocados no ADN. Se as alteragbes forem
suficientemente graves a p53 promove a apoptose. As mutagdes do gene da p53 sdo as
mais frequentes em cancro humano e normalmente acontecem tardiamente. A sua
presenca permite uma acumulacdo excessiva de alteragdes do ADN que ndo sfo
reparadas. A maior parte das muta¢des situam-se no dominio de ligagdo ao ADN, nos
ex0es 5 a 8. Na tiredide elas estdo presentes apenas nos carcinomas pouco diferenciados
e, principalmente, em indiferenciados.'®

PTEN

O gene PTEN (MMAC-I) codifica uma fosfatase que desfosforila fosfolipideos com
inositol, p.ex. o fosfatidilinositol trifosfato; portanto regula negativamente a via PI3-
cinase/Akt. Os doentes com mutagdes germinativas deste gene tém a sindrome de
Cowden, que se caracteriza pela presenca de hamartomas multiplos da pele, intestino,
mama e tiredide. Cerca de 60 a 70% dos doentes com sindrome de Cowden tém nodulos
da tiredide ou tireoidite, e cerca de 10% tém carcinomas da tiredide, principalmente
carcinomas foliculares. Foram identificadas muta¢gdes do PTEN, embora raramente, em
CP esporadicos.'” E importante referir que a diminui¢iio da expressdo do PTEN sem
mutagio do %ene parece ser bastante mais frequente: até 30 a 40% dos CP e carcinomas
foliculares.'®

Transportador de sédio-iodo

O transportador de sodio-iodo € outro alvo possivel para diagnostico e progndstico.
Num estudo com RT-PCR quantitativo mostrou uma diminugdo significativa da sua
expressdo em CP relativamente a tecido tireoideu normal.'"’

Com o advento do uso dos “chips” de ADN ¢é possivel identificar o perfil de expressdo
génica dos tumores. Nos CP, apesar da hetero%eneidade clinica, hd um conjunto mais ou
menos estavel de alteragdes moleculares:'>'"® em geral ha uma sobre-expressdo de
moléculas de ades@io e uma sub-expressdo de varios genes envolvidos na fungfo
tireoideia normal (p.ex. a tireo-peroxidase ¢ a deiodinase da iodotironina). Alguns dos
genes que se verificou, por esta técnica, estarem sobre-expressos ndo tinham sido
anteriormente associados com CP nem com nenhum outro tumor da tiredide.

3
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CITOGENETICA

Perissel et al. descreveram um caso de VFCP com alteragdes multi-clonais no
cromossoma 22: a alteragdo principal foi a monossomia, foi também observada uma
del(22)q(11) noutro clone, um idio(22) e uma der(17)t(?17;22) no quarto clone
anormal.'" A alteragiio do cromossoma 22 foi a tinica observada neste tumor. A regido
22q11-12 contém genes importantes — ber, NF 2 — e alteragdes desta regifio tém sido
vistas noutros tumores: meningiomas, neurinomas, ependimomas e leucemia mieldide
crénica. E importante salientar que nfio parecem existir alteracdes citogenéticas no
cromossoma 22 em CPC — estas alteragGes poderfio estar relacionadas com o “padrio
folicular”. No cromossoma 22 tém sido descritas alteragdes numéricas — mais
frequentemente perdas — associadas a hiperplasias, adenomas da tiredide; estas
alteragdes surgem quase sempre isoladas, ou em associa¢do com outras alteragées
numéricas.

Num estudo de Roque et al. foram analisados 94 CP, dos quais 19 VFCP.*® A moda do
numero de cromossomas foi quase-diploide ou pseudo-diploide em 34 dos 37 tumores
com alteragdes clonais. Em 3 VFCP foram encontradas as seguintes alteragdes: um caso
com del(11)(q13q13), outro com t(2,3)(q13;p25) e um caso com caridtipo hiperdiploide,
com polissomias dos cromossomas 3, 5, 7 9, 12, 14, 17 e 20. Estas altera¢bes sdo
encontradas frequentemente em adenomas foliculares e poderdo, por isso, estar
associadas a arquitectura folicular. Os adenomas foliculares e as lesdes hiperplasicas
podem apresentar trissomias dos cromossomas 5, 7, 9, 12, 14 e 16. Os carcinomas
foliculares apresentam, por vezes, rearranjos no bra¢o curto do cromossoma 3, com
provével perda de material.'"’



OBJECTIVOS

Tendo em consideragio a importincia do diagnostico da VFCP, nomeadamente o
diagnostico diferencial desta variante do CP com lesdes tireoideias benignas, por um
lado, e com o carcinoma folicular, por outro, foram os seguintes os objectivos que nos
propusemos alcangar neste trabalho:

1 — Caracterizagio anatomo-patologica detalhada duma série de casos de VFCP
arquivados no Registo Oncologico do Servigo de Anatomia Patologica do Hospital de
Sdo Jodo, com vista a melhorar a capacidade de reconhecimento morfologico desta
variante.

2 — Contributo para uma maior eficicia no diagnostico da VFCP mediante recurso a
técnicas complementares (imunohistoquimica) utilizando “marcadores” com alguma

utilidade ja reconhecida.

3 — Comparagio dos resultados obtidos com os descritos na literatura no sentido de
testar a utilidade pratica dos ditos marcadores.
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MATERIAL E METODOS

Foram estudados retrospectivamente todos os casos (57) de VFCP registados no Servico
de Anatomia Patoldogica do Hospital de Sdo Jo%o entre Junho de 1998 e Junho de 2002.
Em todos os casos foram revistas as l1aminas histologicas coradas com Hematoxilina &
Eosina arquivadas no Registo Oncoldgico do Servigo, ou obtidos novos cortes de todos
os blocos dos casos de que nio foram encontradas 1dminas. Foram registados os dados
clinico-patologicos referentes a cada caso, a partir do respectivo relatério existente em
arquivo no Servico, ou mediante a observagdo microscopica das laminas. Os dados
recolhidos, para cada doente, foram: sexo, idade e tipo de cirurgia efectuada. Foram
avaliadas as seguintes caracteristicas da neoplasia: dimensdes, presenga de capsula,
extensdo extra-tireoideia, padrio de crescimento predominante (folicular, sdlido,
trabecular, papilar), caracteristicas nucleares e percentagem de nucleos tipicos de CP,
presenga de invasfio vascular, infiltrado linfoide intra-tumoral, metastases e
multicentricidade/multifocalidade. Foram analisadas também outras lesdes coexistentes
no parénquima restante.

Foi realizado estudo imunohistoquimico em apenas 53 dos 57 casos, por ndo ter sido
possivel obter os blocos de parafina dos restantes 4 casos. No estudo
imunohistoquimico foram usados anticorpos “para” sialyl Lewis x, CD10, galectina-3,
HBME-1 e CK 19. A proveniéncia dos anticorpos e respectivas diluigées constam no
Quadro 1. Para todos os casos foram feitos cortes de 2um a partir do material fixado em
formol tamponado e incluido em parafina. Para a realiza¢do da técnica procedeu-se a
hidrata¢do em solugdes com concentragdes decrescentes de etanol, até a lavagem em
agua corrente. Depois de uma lavagem em PBS (phosphate buffered saline) procedeu-
se, para os anticorpos que assim o exigem, a um pré-tratamento: para a galectina-3 e
CD10 foi usada uma solugio de recuperagdo antigénica comercial (DAKO®, Dinamarca)
numa concentragcdo a 10% (diluico em agua destilada) em banho-maria, a 98°C,
durante 20 minutos. Para a CK19 usou-se uma solugéo de pepsina 0,4% em 1% de HCl,
durante 20 minutos a 37°C. Para os anticorpos HBME-1 e sialyl Lewis x ndo foi
endogena com uma solugdo de H202 3% em metanol. A duragéo deste passo foi de 20
minutos para a galectina-3 e de 10 minutos para os restantes anticorpos. Com vista a
diminui¢do da ocorréncia de imunorreactividade inespecifica procedeu-se, em todas as
laminas, a uma incubagfo em soro de bloqueio proteico (UltraVisionblock — LabVision
Corporation, Fremont, USA) durante 10 minutos a temperatura ambiente. Foi efectuada,
seguidamente, a incuba¢do com o anticorpo primario, nas dilui¢des referidas no Quadro
1. Com excepg¢do do anticorpo primario sialyl Lewis X, cuja incubagfio decorreu
“overnight” a 4°C, os restantes anticorpos tiveram uma incubag¢io de 30 minutos a
temperatura ambiente. Todos os anticorpos primarios foram diluidos com diluente
(Labvision Corporation, Fremont, USA). Em seguida foi feita a incubagfo, durante 10
minutos, com o soro secundario biotinilado de cabra (LabVision Corporation, Fremont,
USA). Seguiu-se uma incubagcdo com estreptavidina-peroxidase (LabVision
Corporation, Fremont, USA) durante 10 minutos. Finalmente, para a revela¢do da
reac¢do, efectuou-se uma incubagdo com diaminobenzidina (DAB substrate/DAB
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chromogen — LabVision Corporation, Fremont, USA) durante 10 minutos, apds o que se
procedeu a lavagem, contraste nuclear com Hematoxilina de Mayer e montagem das
laminas. Para todos os anticorpos foram usados simultaneamente controlos positivos €
negativos. Como controlos positivos foram utilizados casos com imunorreactividade
conhecida para cada um dos anticorpos, tendo os controlos negativos sido efectuados
com a utilizagio de um anticorpo monoclonal da mesma sub-classe do respectivo
anticorpo e em igual concentrag&o.

Galectina-3 Novocastra 9C4 1:500

CD190 Novocastra 56C6 1:150
Nio comercial

Sialyl Lewis x (cedéncia: Prof. Henrik | FH6 1:2
Clausen, Dinamarca)

CK19 Chemicon MAB3238 1:100

HBME-1 DAKO HBME-1 1:50

Quadro 1 - Anticorpos usados e respectivas dilui¢des

Os resultados do estudo imunohistoquimico foram avaliados em simultdneo por 2
patologistas. Foi feita uma avaliagdo semi-quantitativa segundo o seguinte esquema: —,
auséncia de células positivas; -/+, menos de 5% de células positivas; +, entre 5 e 25% de
células positivas; ++, entre 25 ¢ 50% de células positivas; +++, entre 50 e 75% de
células positivas; ++++, mais de 75% de células positivas. Foi também verificada a
localizagdo celular do marcador imunohistoquimico e, nos casos de marcagdo focal,
registou-se a respectiva localizagéo dentro do tumor. Para todos os casos foi avaliada a
intensidade da marcagio (forte, moderada ou fraca).
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RESULTADOS

Caracteristicas clinico-patolégicas

As caracteristicas clinico-patologicas estio descritas detalhadamente no Quadro 2. Dos
57 doentes por nés estudados, 52 foram do sexo feminino e 5 do sexo masculino, o que
corresponde a uma relagdo F:M de 10,4:1. A média de idades dos doentes foi de 47,4
anos, tendo 0 minimo € o maximo sido, respectivamente, 22 e 76 anos de idade. A
média dos valores da maior dimensio tumoral foi de 2,7cm, tendo o minimo e o
maximo sido, respectivamente, 0,5cm ¢ 9cm. Observamos invaséo vascular venosa em
8/57 casos, correspondendo a 14%. Observamos infiltrado linfoide intra-tumoral em
apenas 3 casos. Foi observada uma cépsula completa em 15/57, correspondendo a
26,3%. Em 25/57 (43,9%) a capsula era incompleta. Dezassete dos 57 casos (29,8%)
njo  tinham  capsula. A  presenga de  varios focos  de CP
(multifocalidade/multicentricidade) de arquitectura idéntica ou distinta foi detectada em
18/57, correspondendo a 31,6% dos casos. Identificimos extensdo extra-tireoideia focal
em 2/57 casos (3,5%). Foram isolados génglios linfaticos em 8 casos, tendo sido
observadas metastases em 3. Em relag@o ao padrio histoldgico, 37/57 casos tiveram o
padriio “habitual” destes tumores (figuras 1 e 2). Quatro casos tiveram um padréo de
tipo adenoma fetal (figura 3), 9 foram predominantemente de padrio
microfolicular/sélido, 2 foram macro-microfoliculares e 1 macrofolicular. Este ultimo
foi re-classificado como variante macrofolicular. Os restantes 4 casos foram VFCP
oxifilicas. Ndo se observaram alteragfes na tiredide restante em 18 casos. Nos outros
casos estavam presentes uma ou mais das seguintes leses: tireoidite linfocitica, bocio
multinodular (col6ide e/ou adenomatoso) e Histiocitose X (esta em apenas um caso).

Conseguimos identificar com seguranga caracteristicas nucleares tipicas de CP em todos
os casos, pelo que confirmamos o diagnostico prévio. Estas caracteristicas estavam
presentes de uma forma difusa em 46 dos 57 casos. Nos outros onze casos houve
diferentes tipos de dificuldade: em 6 casos os nucleos tipicos de CP so estavam
presentes em algumas 4reas, em grupos de foliculos, numa quantidade variavel de
células tumorais; as outras areas, por vezes predominantes, eram de tipo adenomatoso,
com nucleos mais pequenos, redondos e hipercromaticos. Quatro casos eram
constituidos predominantemente por células oxifilicas, pelo que os nicleos néo eram
clarificados e apresentavam nucléolo. Finalmente, num caso o problema foi o
diagnéstico diferencial com “carcinoma bem diferenciado, S.0.E” (figura 4).36

Nio tivemos acesso a informacio do exame citologico prévio em 17 casos. Nos casos
com essa informagio (todos os efectuados no nosso Servigo) foram os seguintes os
diagnésticos: carcinoma papilar — 8 casos (2 sugerindo VFCP); sugestivo de carcinoma
papilar — 13 casos (7 colocando o diagnostico diferencial de “tumor folicular”); “tumor
folicular” — 12 casos (4 sugerindo o diagndstico); “suspeito” de lesdo tumoral — 2 casos;
inconclusivo/material insuficiente — 5 casos (2 sugerindo “tumor folicular”).
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1 F 41 2.2 Nio Nio Sim 0/1

2 F 58 6.5 Nio Sim Nio Nio
3 F 54 2.6 Nio Nio Parcial Nio
4 F 29 2.0 Nio Nio Parcial Nio
5 F 45 4.8 Sim Nio Parcial Nio
6 F 50 1.5 Nio Nio Parcial Nio
7 F 65 5 Sim Nio Parcial Nio
8 F 67 2.7 Nio Nao Nio Nao
9 F 53 3.5 Nao Sim Nio Nio
10 F 50 1.1 Nio Nio Sim Nio
11 F 61 1.5 Nio Ndo Parcial Nio
12 F 53 2.6 Nio Sim Parcial Nio
13 F 26 2.1 Nio Nio Sim Nio
14 M 54 2 Nio Nio Parcial Nio
15 M 65 4 Nao Sim Nio 1/1

16 F 38 2.4 Nio Nio Parcial Néo
17 F 76 1 Sim Sim Nio Nido
18 F 61 1.6 Nio Nio Parcial Niao
19 F 34 2.8 Sim Sim Sim Nio
20 F 27 1.3 Nao Nao Sim Nio
21 F 57 1.5 Nio Nio Sim Nio
22 F 61 3 Nio Nio Parcial Nio
23 F 45 4.5 Nio Nio Sim Nio
24 F 55 2.1 Nio Nio Nio Nio
25 F 24 2 Nio Sim Parcial Nio
26 F 42 3 Nio Nio Sim Nio
27 F 62 3 Nio Nio Sim Nio
28 F 40 2.1 Nio Nio Parcial Nio
29 F 54 9 Sim Sim Parcial Nio
30 F 39 4.5 Nio Nio Parcial Nio
31 F 45 5 Néo Nio Sim Nio
32 F 44 2.7 Nio Nao Parcial Nio
33 F 36 1.2 Nio Sim Nio 6/15
34 F 49 5 Nio Nio Parcial Nio
35 F 56 2 Nio Nio Nao Nio
36 F 52 1.2 Sim Sim Nio Nio
37 M 34 2.8 Nio Nio Parcial Nio
38 F 44 1.2 Nio Nio Nio Nio
39 F 34 0.7 Nio Sim Nio 1/1

40 F 33 4 Sim Nio Sim 0/1

41 F 22 2 Nio Sim Sim Nio
42 F 61 1.3 Nio Nio Nio Nio
43 F 47 2.7 Nio Nao Parcial 0/1

44 M 49 4 Nio Sim Nio Nio
45 F 49 0.5 Nio Nio Nio 0/1

46 F 58 3.1 Nao Sim Nio Nio
47 F 48 2.2 Nio Sim Sim Nio
48 F 35 1.5 Nio Sim Parcial Niao
49 F 52 1 Nio Nio Parcial Nio
50 F 53 1.7 Nio Nio Parcial Nio
51 F 36 0.9 Nio Nio Sim Nio
52 F 45 3.5 Nio Sim Sim Nio
53 F 33 5 Nio Nio Parcial 0/2

54 F 36 3.5 Nio Nio Nio Nio
55 F 58 2 Nio Niéo Parcial Nio
56 F 47 2.5 Sim Sim Nio Nio
57 M 57 2.5 Nio Nio Parcial Néo

Idade-anos

Dimensdo-cm - do tumor clinicamente evidente ou, nos casos multifocais/multicéntricos, do maior tumor de arquitectura folicular

Quadro 2 — Caracteristicas clinico-patolégicas dos casos
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1 Ad. fetal Presenca difusa TI, TF vs CP
2 Habitual Presenca difusa SA TF

3 Habitual Presenca difusa SA TF (VEN
4 Mac/Mic Presenca focal SA Nio

5 Habitual Presenca difusa SA Nio

6 Ad. fetal Presenca difusa SA Nio

7 Habitual Presenca difusa B Col Sug tumor
8 Habitual Presenca difusa TN Nio

9 Habitual Presenca difusa TI.. B Col CP sug
10 Habitual Presenca difusa TIL, TF vs VF
11 Sol/Trab Presenca difusa B Col TF vs VF
12 Habitual Presenca difusa SA Ccp

13 Mic/Mac Presenca focal SA Nio

14 Sol/Trab __ Presenca difusa B Ad Insuf/Inc
15 Habitual Presenca difusa B Ad Nio

16 Mic/Sol Presenca difusa B Col. TI. CP

17 Sol/Mic Presenca difusa B Ad TF vs CP
18 Mic/Sol Presenca difusa SA Inc (TFD
19 Sol/Trab Presenca difusa B Col TF

20 Habitual Presenca focal TI. TF

21 Habitual Presenca difusa TI.. B Coal CP sug
22 Habitual Presenca difusa B Ad TF

23 Macro Presenca difusa SA CP sug
24 Habitual Presenca difusa B Col. TI. TF sug
25 Micro Presenca difusa TL.. NS Nio

26 Qxifilico Presenca difusa SA CP

27 Oxifilico Presenca difusa B Col Nio

28 Micro Presenca difusa B Col Nio

29 Sol/Mic Presenca difusa B Col TF vs CP
30 QOxifilico Presenca difusa TL. Nio

31 Habitual Presenca difusa SA Nio

32 Habitual Presenca difusa B Col Nio

33 Habitual Presenca difusa TL CP sug
34 Ad. fetal Presenca difusa SA TF sug
35 Habitual Presenca difusa TL. CP

36 Habitual Presenca difusa TL CP

37 Habitual Presenca difusa B Col TF

38 Habitual Presenca difusa B Ad TF

39 Habitual Presenca difusa TI. Nio

40 Habitual Presenca difusa SA Nio

41 Habitual Presenca focal B Col CP sug
42 Habitual Presenca focal B Col Nio

43 Habitual Presenca difusa B Ad. TI. VECP

44 Habitual Presenca difusa TI. Inc

45 Habitual Presenca difusa B Col Nio

46 Habitual Presenca difusa SA TF vs VF
47 Habitual Presenca focal B Col Nio

48 Habitual Presenca difusa SA TF

49 Habitual Presenca difusa B Col. TI. TFH sug
50 Oxifilico Presenca difusa SA CP(VEN
51 Habitual Presenca difusa B Col TF

52 Habitual Presenca focal B Ad CcP

53 Habitual Presenca difusa HX TF sug
54 Habitual Presenca difusa SA Sug tumor
55 Ad. fetal Presenca difusa B Col Ins (TF sug)
56 Habitual Presenca difusa SA Inc

57 Habitual Presenca difusa TI. CP sug

Padrio: Sol-sélido; Mic-microfolicular; Mac-macrofolicular; Trab-trabecular; Ad. fetal-adenoma fetal, NS-ninhos sélidos

Tiredide restante: SA-sem alteragdes; TL-tireoidite linfocitica; B Col-bocio coldide; B Ad-bécio adenomatoso, H X-histiocitose X.
Citologia: CP-carcinoma papilar; VF-variante folicular; TF-“tumor folicular”; sug-sugestivo de; Inc-inconclusivo; Ins-insuficiente.

Quadro 2 (continuagio)
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Figura 1 — VFCP, padréo habitual (HE-400x) Figura 2 — VFCP, padrio habitual (HE-200x)
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Figura 3 — VFCP, padrio de tipo adenoma fetal Figura 4 — VFCP (d.d. com carcinoma SOE)
(HE-400x) (HE-400x)
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Caracteristicas imunohistoquimicas

Os resultados obtidos no estudo imunohistoquimico estdo resumidos nos Quadros 3 e 4.

Sialyl Lewis X

Nio se observou expressio deste antigénio em 29 dos 53 casos estudados. Dos casos
positivos, 12 mostraram expressfio de sialyl Lewis x em menos de 5% das c€lulas
tumorais, 8 expressaram-no em 5 a 25% das células, 3 em 25 a 50% das células e um
caso em 50 a 75% (figura 5). Nenhum tumor teve expressdo de sialyl Lewis x em mais
de 75% das células. No parénquima tireoideu restante, incluindo o adjacente aos
tumores, ndo foi observada expressdo de sialyl Lewis x. Foram estudados 12 casos
multicéntricos. Em 6 deles houve uma variabilidade moderada na marcagdo dos
diferentes focos tumorais para este anticorpo: desde um caso que variou entre negativo e
menos de 25% de células positivas, até 2 casos que variaram entre 0 e 50-75% de
células positivas.

CD10

Quarenta e oito casos nfo mostraram expressdo deste antigénio. Dos restantes casos, 3
apresentaram expressdo de CD10 em menos de 5% das células tumorais, 1 expressou-o
em 5 a 25% das células e outro caso teve expressdo de CD10 em 50 a 75% das células
(figura 6). No parénquima adjacente aos tumores foi observada apenas expressdo muito
focal de CD10. Nos casos multicéntricos ndo houve variabilidade assinalavel: apenas
entre negativo e menos de 5% das células positivas, em 3 casos. A marcagio para o
CD10 foi fraca em todos os casos positivos.

Galectina-3

Observou-se expressdo da galectina-3 em 27 casos, sempre com intensidade moderada a
forte. Quatro casos mostraram expressdo de galectina-3 em menos de 5% das células
tumorais, 10 casos expressaram-na em 5 a 25% das células, 2 casos em 25 a 50% das
células, 5 casos em 50 a 75% das células e 6 casos expressaram-na em mais de 75% das
células tumorais (figura 7). No parénquima adjacente aos tumores foi observada
expressio focal de galectina-3, em relagfio com focos de tireoidite linfocitica. Em 6 dos
12 casos multifocais houve variabilidade assinalavel, que foi desde negativo a 25 a 50%
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de células positivas num caso, e desde negativo a 75-100% de cclulas positivas em 2
casos. Os vinte e seis casos restantes nfio mostraram expressdo deste antigénio.

HBME-1

Foi detectada expressdo de HBME-1 em 42 casos, em todos eles com intensidade forte.
Cinco casos mostraram expressio de HBME-1 em menos de 5% das células tumorais, 4
casos expressaram-no em 5 a 25% das células, 7 casos em 25 a 50% das células, 6 casos
em 50 a 75% das células e 20 casos expressaram-no em mais de 75% das células (figura
8). No parénquima adjacente aos tumores foi observada expressdo focal de HBME-1 em
3 casos, em relagio com focos de tireoidite linfocitica. Quatro dos 12 casos multifocais
mostraram variabilidade assinalavel: um deles entre 25-50% e 75-100% de células
positivas, os outros trés entre negativo e 75-100% de células positivas. Nao se observou
expressdio de HBME-1 nos restantes onze casos.

Citoqueratina 19

Observou-se expressdo de CK19 em 48 casos, com intensidade de marcagdo forte.
Quatro casos tiveram expressdo de CK19 em menos de 5% das células tumorais, cinco
em 5 a 25% das células, 2 casos em 25 a 50% das células, 6 em 50 a 75% das células e
31 casos mostraram marcacdo em mais de 75% das células (figura 9). Na maioria dos
casos, no parénquima adjacente aos tumores observou-se marcagdo para CK 19 com
intensidade variavel, de fraca a intensa e com localizagdo também varidvel, ndo so
proximo como também afastada dos tumores. Nos casos multifocais, apenas se
observou variabilidade moderada em 2 casos: entre 25-50% e 75-100% de células
positivas num caso e entre menos de 25% e 75-100% de células positivas no outro. Em
3 casos houve uma variabilidade ligeira (de menos de 25% a 25-50% de células
positivas e de 50-75% a 75-100% de células positivas). Quatro casos foram negativos.
Num caso ndo se procedeu ao estudo devido a motivos de ordem técnica.
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Negativo -+ + ++ +++ 4+
Sialyl Lewis x 29 12 8 3 1 0
CD10 48 3 1 0 1 0
Galectina-3 26 4 10 2 5 6
HBME-1 11 5 4 7 6 20
Citoqueratina 19* 4 4 5 2 6 31

* _ Nio foi possivel graduar um caso

Quadro 3 — Resumo das caracteristicas imunohistoquimicas
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Multifocais Sialyl-Lewis X CD10 Galectina-3 HBME-1 Citoqueratina 19
[ Caso9 (fo)* | N RS N AR S A IS
[ Caso9(fol) [ -+ | TS IO = O N S A .~ =
Caso 9 (fol) -1+ - + +++ A+
 Caso 12(fol)* [ AN R SRR N NN ST T
[ Caso12(foh) | RN R U DU AT N e ]
| Caso12(fo) | oo RN VU n R N oSUNR BN L
Caso 12 (fol) - - - +++ ++++
| Caso 15 (fo)* | - b SRR L H -
Caso 15 (fol) - A - T “-““:l:']"-‘l:;""“-""-----—'F:!:'*_' ---------
| Caso17(fo* | ST SRR RN N it it
Caso 17 (fol) -+ - ST N ]
Caso25(fo)* } SN - SRR o e
[Caso25(pap) | ++ | R P RS B ]
Caso36(fo)* | T 4 I i -+ -
Caso36.cfol) [ AT el B S xS ]
[Caso36 (fol) |- T e T e ]
Caso 36 (pap) -+ A i =+ T ]
| Caso39 (fol)* | ST I T : - t
| Caso39 (pap) | .. AN SO D = A I N e
Caso 39 (pap) + - i ToTUTTTTOTTT T 4+ ]
| Casodd4 (fo)* | ST R S S T SRR N -
Caso 44 (fol) - - +++ -+ 4+
| Caso46 (fo)* | to ) - + A +
| Casod6 (o) [+ ] N T O i O = =
Caso 46 (fol) N R TR i+
| Caso 47 (fol)* { t o - - + A
Casod7(fol) | o4 TITTTT ST FE i Nao ]
| Casod8(fo)* [ T - + e +
Caso 48 (fol) T T TR TR Y ¥
| Caso 56 (fo)* | . - - + -
Caso 56 (pap) A A —H+ T P I

* Foco tumoral principal (cujas caracteristicas clinico-patolégicas estdo descritas no Quadro 2)

Quadro 4 — Caracteristicas imunohistoquimicas dos casos multifocais
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Figura 5 — Sialyl Lewis x, caso 19

Figura 8 - HBME-1, caso 11
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Figura 6 — CD10, caso 30

Figura 9 — Citoqueratina 19, caso 13
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DISCUSSAO

A VFCP ¢ a variante mais comum de CP. O seu diagnéstico depende da presenga das
caracteristicas nucleares de CP num tumor de arquitectura folicular. Se bem que, de
uma maneira geral, o diagnéstico desta entidade ndo seja dificil, em alguns casos ¢-o,
seja porque o aspecto dos nicleos ndo é totalmente tipico de CP, ou porque os nucleos
tipicos estdo presentes em apenas algumas dreas da lesdo. Dado que as dificuldades
podem chegar ao ponto de quase impedir o diagnéstico diferencial entre a VFCP e uma
lesio benigna adenomatosa, a procura de marcadores (imunohistoquimicos, entre
outros) que permitam distinguir claramente estes dois tipos de lesdo tem sido um ponto
fulcral de muita investigagio em patologia tireoideia. O nosso trabalho pretendeu,
assim, alargar diversos estudos existentes que apontam alguns marcadores
imunohistoquimicos como tendo potencial utilidade pratica no diagnostico do CP.
Optamos pela VFCP como modelo de estudo porque € esta a entidade que mais
frequentemente ocasiona os referidos problemas de diagnéstico. A selecgdo dos
marcadores utilizados teve em conta experiéncias prévias do nosso € outros grupos (ver
detalhes na Introducfio). Nos pardgrafos que se seguem iremos, pois, comparar 0s
nossos resultados com os descritos na literatura, com especial incidéncia sobre os
resultados do estudo imunohistoquimico que efectudmos.

A média de idades dos doentes com VFCP que observamos na nossa série — cerca de 47
anos — ¢ idéntica a descrita na literatura.!"*® J4 a relagfio F:M est4 muito desviada, com
uma proporgdo de cerca de 10 mulheres para cada homem. Apesar de na patologia
tireoideia em geral, haver um predominio de mulheres, nos doentes com VFCP a
relagio F:M ¢, de acordo com os relatos existentes, de 2,8 a 4/1. Mesmo Mizukami et
al., que encontraram uma relagdo superior ao habitual numa populagdo japonesa - 7/1 -
niio observaram um valor tdo elevado.'' Ivanova et al., numa série de 18 casos, em que
10 foram VFCP difusas, foram quem mais se aproximou dos nossos valores.'® Estes
autores encontraram uma relagio F:M de 8,5:1 (9:1 em VFCP difusas, e os 8 casos de
VFCP foram todos em mulheres). Nos ndo encontramos qualquer explicagdo para este
predominio “excessivo” de mulheres com VFCP na nossa série.

Em relagio 4 maior dimensdo do tumor, a média dos valores foi, na nossa série, de
2,7cm, valor que ndo difere do que é referido em grande parte das séries publicadas. No
entanto, Tielens et al. referiram 1,2cm de média e Carcangiu et al. referiram que 25%
dos casos da sua série tinham menos de l1cm de didmetro.'®'> Na nossa série apenas 3
casos tinham dimensdes inferiores a 1cm. Observamos invasdo vascular venosa em 14%
dos casos da nossa série. Este valor é semelhante ao referido na literatura. Também a
presenga de capsula completa em 26,3% dos nossos casos estd apenas ligeiramente
abaixo do valor que ¢ referido, por exemplo, no livro da OMS,” onde se pode ler que
cerca de um terco dos casos de VFCP sdo encapsulados. A percentagem de casos com
multiplos focos de CP, que foi de 31,6% na nossa série, € também idéntica ao referido
por outros. ' >1%% A frequéncia de extensdo extra-tireoideia é muito baixa, na nossa série,
apenas 2/57 casos (3,5%). Este valor ¢ inferior ao referido na maior parte das séries
estudadas e podera indicar um “viés” dos casos por nds estudados no sentido de uma
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menor agressividade, traduzida num estadio pouco avangado da neoplasia nos doentes
operados no nosso Hospital. No entanto, o tempo de seguimento dos doentes €, ainda,
muito curto para confirmar (ou infirmar) esta hipétese. Considerando os casos com
metastizagio ganglionar é de salientar, em primeiro lugar, que o valor deste parametro
foi prejudicado pelo numero relativamente baixo de doentes a quem que foram retirados
ganglios linfiticos — 8 casos. Isto sucedeu devido a ndo ser, hoje em dia, pratica corrente
a execugdo de esvaziamento ganglionar aquando da cirurgia, a nfio ser quando se
detectam ganglios aumentados de tamanho. Mesmo nos doentes a quem foi feita
linfadenectomia, s6 a um doente foram retirados mais de 2 ganglios. Dos 8 doentes, 3
tiveram metéstases ganglionares. Este valor é compativel com o referido na literatura
havendo, no entanto, a dizer que os valores de outros estudos séo muito variaveis — de 0
a 86%.1%%% Isto reflecte, provavelmente, a extenso da dissecgfio ganglionar cirargica.

Sobre a identificagdio das caracteristicas nucleares, ¢ importante referir que ela ndo foi
dificil na maioria dos casos. A observagio de um elevado nimero de casos de VFCP em
pouco tempo contribuiu seguramente para a melhoria da nossa acuidade de diagnéstico,
sendo muito provavelmente a razio para uma relativa facilidade na identificagdo das
caracteristicas nucleares de CP em tumores com arquitectura folicular. No entanto, 11
casos foram mais dificeis de reconhecer. O problema com que mais frequentemente nos
confrontamos foi o da multifocalidade das caracteristicas nucleares de CP: os tumores
tiveram um aspecto de nédulo col6ide ou de adenoma folicular em pequena ampliagéo e
apenas com uma observagdo mais cuidadosa foi possivel identificar claramente varias
4reas contendo foliculos com nticleos tipicos. No nosso estudo consideramos VFCP a
totalidade do tumor e ndio apenas estas areas. Esta ¢ a soluglio mais pratica, ¢ a
defendida por Baloch et al. e Rosai et al.,3*3® em detrimento da outra possibilidade, que
¢ a de considerar como CP apenas os focos tipicos podendo, assim, haver multiplos
carcinomas de reduzidas dimensdes. Este problema nfo estd, contudo, solucionado e
levanta questdes sérias ao cirurgifio no que respeita a extenso da tireoidectomia e/ou 4
terapéutica complementar a utilizar. Os 4 casos que considerdmos como VFCP de
células oxifilicas constiuiram outro problema de diagnostico. Convém salientar, antes
do mais, que a tltima edigdo do livro da OMS sobre a classificagdo dos tumores da
tiredide ndo individualiza os carcinomas de células oxifilicas,” considerando que estes
podem pertencer ao grupo dos CP ou ao grupo dos carcinomas foliculares. Nos nossos
casos, apesar de os niicleos terem uma cromatina mais densa e nucléolo, dificultando o
diagnéstico, a presen¢a de irregularidade nuclear marcada, fendas e pseudo-inclusdes
foi suficiente para efectuarmos o diagnostico de CP (VFCP, devido ao padréo) de
células oxifilicas. O caso em que se colocou como diagndstico diferencial o “carcinoma
bem diferenciado S.O.E.” é paradigmatico do problema das caracteristicas nucleares.*®
Em primeiro lugar, classificimo-lo como carcinoma devido a existéncia de invasdo
capsular. O problema foi a dificuldade em considerar as suas caracteristicas nucleares
suficientes para efectuar um diagnostico de CP: os niicleos eram grandes e clarificados,
mas sem muita irregularidade nem presenca habitual de fendas. Achamos, no entanto,
que as caracteristicas nucleares “tendiam” mais para o CP do que para o carcinoma
folicular, pelo que optamos pelo diagndstico de VFCP. O facto de este doente ter um
outro foco de CP foi ttil na ponderagfio do diagndstico.
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Em relagdo ao diagnéstico citolégico, este foi de CP em 8/40 casos (20%), sugerindo
VFCP em 2 destes casos. No entanto, se se considerar também os 13 casos em que o
diagnéstico foi de “sugestivo de carcinoma papilar” essa percentagem sobe para 52,5%
de diagnosticos correctos na citologia. Esta baixa sensibilidade do exame citolégico no
diagnostico de CP (e especificamente de VFCP) € referida quase constantemente na
literatura.*'>'* Tielens et al. obtiveram um valor de 75% de sensibilidade na detec¢do
de VFCP porque incluiram os casos “sugestivo de CP (ou de VFCP)” nos verdadeiros
positivos.'? Se esses casos forem excluidos, a diferenga em relagfio aos nossos valores
diminui: a sensibilidade no diagnostico seguro de VFCP passa para 31%, enquanto que
nos obtivemos um valor de 20%. Lin et al. obtiveram uma sensibilidade de 25%,'* ao
passo que Nair et al. observaram um valor ainda menor: 13,6%.* E de referir, ainda, que
na nossa série foi efectuado o diagnéstico de “tumor folicular” (ou sugestivo de “tumor
folicular”) em 12 casos (30%). Mais uma vez interessa salientar que este diagndstico, se
bem que seja uma “infra-estimagio”, levou a uma tratamento cirirgico da lesdo.
Finalmente, os casos inconclusivos ou com material insuficiente foram 5 (12,5%). Este
valor é inferior ao obtido por Nair et al. (31,8%), sendo semelhante ao geralmente
referido na literatura. No entanto, é de assinalar que em dois destes cinco casos se
colocou a hipétese de se tratar de um “tumor folicular”.

Dos 53 casos que estudamos com o anticorpo para o sialyl Lewis x, 29 (55%) ndo
mostraram expressio do antigénio. Nos restantes, a positividade foi focal, tendo apenas
um caso mostrado expressio em mais de 50% das células. Doze casos tiveram
expressdo muito focal, em menos de 5% das células. Portanto, cerca de 75% dos casos
praticamente ndo tiveram expressio de sLex. Estes resultados sdo substancialmente
diferentes dos obtidos por outros autores, inclusive do nosso grupo.”>*® De facto,
Fonseca et al. observaram positividade difusa em 27 casos de CP, incluindo 5 VFCP.*
Além disso, estes autores voltaram a observar marcagfo franca para este antigénio,
noutro trabaltho. Aqui, novamente todos os casos de CP — 10 CPC e 14 CP dentro de
adenoma/bécio — foram positivos para sLex.”® Esta diferenca ndio ¢ facil de explicar: o
anticorpo é o mesmo, bem como os restantes procedimentos técnicos. O facto de o
anticorpo nfio ser comercial podera ajudar a explicar as diferengas, ja que ndo ha uma
homogeneidade tdo grande entre lotes diferentes. A exclusividade de VFCP no nosso
estudo, ao contrario de estudos anteriores, também nfo parece ser a justificagdo para a
diferenga nos resultados, ja que as 5 VFCP do 1° estudo de Fonseca et al. foram todas
difusamente positivas.” Poder-se-ia especular que os tumores da série em estudo que
nio expressam sLex seriam menos agressivos € menos invasivos do que os que o
expressam. No entanto, a comparagdo com os casos positivos deste e doutros trabalhos
fica prejudicada pelo tempo curto de seguimento. A possibilidade de o sLex ser um
marcador de malignidade em leses foliculares da tiredide com areas “suspeitas” de CP
ndo se confirma nesta série.

Os nossos resultados foram substancialmente diferentes dos apresentados naquele que €,
aparentemente, o unico artigo publicado até hoje sobre a expressdo de CD10 em
tumores do epitélio folicular da tiredide. Na nossa série, 48 casos (91%) foram
negativos. Dos restantes casos, 3 expressaram CD10 focalmente, em menos de 5% das
células, e um caso teve expressdo em 5 a 25% das células. No caso restante observamos
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positividade em 50 a 75% das células. Ndo houve casos com expressido de CD10 em 25
a 50% nem em mais de 75% das células. Ao invés, Tomoda et al. observaram expressdo
em 7 de 9 VFCP e em 8 de 10 carcinomas foliculares.” Todos os CPC, adenomas
foliculares e bocios adenomatosos estudados por estes autores foram negativos.
Intrigados com estes resultados, que parecem apontar claramente para a expressdo
preferencial de CD10 em tumores de arquitectura folicular (sejam CP ou foliculares),
decidimos estudar a expressdo deste anticorpo em 2 casos de CPC (ndo incluidos neste
estudo). Em ambos se observou positividade multifocal de forte intensidade, localizada
preferencialmente na superficie apical das células. O anticorpo que utilizdmos foi o
mesmo de Tomoda et al., tendo a dilui¢do sido de 1:150, ou seja, trés vezes maior do
que a utilizada por estes autores. No entanto, dada a positividade que observamos nos
CPC, néo nos parece que a diluigio menor usada por nods em relacdo a Tomoda et al.
seja explicagdo para a diferenga nos resultados obtidos nos nossos casos de VFCP. No
parénquima normal nfo observamos expressdo de CD10, tal como Tomoda et al. E
necessario estudar uma série maior de casos de varios tipos de lesdes da tire6ide para
tirar conclusGes quanto a utilidade do CD10 no diagnostico em patologia tireoideia.

Vinte e seis casos da nossa série (49%) nfio expressaram galectina-3. Este valor ¢ muito
mais alto do que o obtido por Bartolazzi et al. e Beesley et al. e aproxima-se da
percentagem de casos negativos obtida por Herrmann et al.’®""" s 27 casos positivos
da nossa série tiveram marcagdo varidvel: em 4 observou-se expressdo focal de
galectina-3, em menos de 5% das células, 10 casos tiveram expressdo em 5 a 25% das
células, e 2 casos em 25 a 50% das células. Cinco casos mostraram positividade em 50 a
75% das células e apenas seis casos em mais de 75% das células. Os resultados
descritos na literatura sdo um pouco dispares, 0 que podera ter que ver com os diferentes
anticorpos utilizados (policlonal ou monoclonal, este tltimo contra a proteina humana
ou contra a proteina murina) e com os sistemas de detecgfio utilizados (avidina-biotina
ou digoxigenina).”® Assim, nos primeiros trabalhos, a marcagio para galectina-3 foi
quase exclusiva de carcinomas, tendo sido negativa em praticamente todas as lesdes
benignas da tiredide. Nestes estudos foram usados anticorpos monoclonais dirigidos
contra a proteina murina, que tinham reactividade cruzada contra a galectina-3
humana.”®®**%! No trabalho em que foi usado um anticorpo policlonal contra a proteina
humana os resultados foram idénticos.” Neste estudo nenhuma lesdo benigna mostrou
expressdo de galectina-3. Todos os CP (incluindo 2 VFCP) foram positivos. Num
estudo multicéntrico (que é, de longe, o maior efectudo com a galectina-3) em que foi
utilizado um anticorpo monoclonal comercial contra a galectina-3, os resultados
voltaram a ser muito semelhantes, com uma correlagio quase perfeita entre
carcinomas/positividade e lesdes benignas/negatividade.”” No entanto, em 2 artigos de
2002 houve uma mudanga: Beesley et al. encontraram casos de CP negativos (4/26,
incluindo 1 VFCP).” Todos os carcinomas foliculares foram positivos. Além disso,
2/20 casos de adenoma folicular e 3/8 de bocio também foram positivos, chegando a
marcagdo a ser forte. No outro artigo de 2002, Herrmann et al. (com um anticorpo
monoclonal contra a proteina humana) usaram um sistema de detec¢do com
digoxigenina, pois consideraram que o sistema habitual, com biotina, tinha marcagio
inespecifica em varios casos, mesmo nos controlos negativos.”® Com o sistema de
detec¢do contendo digoxigenina, 10/15 VFCP foram negativas, assim como 2/14 casos
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de CPC e 4/11 casos de carcinoma folicular (3 deles de células de Hiirthle). Além disso,
3/8 casos de adenoma folicular (incluindo 2 de células de Hiirthle) foram positivos,
ainda que focalmente. Portanto, Herrmann et al. e Beesley et al. concluiram que a
galectina-3 é util na distingdo benigno/maligno, mas nfio é completamente especifica. A
percentagem de casos negativos - 49% - por nds observada € surpreendente, até porque
usamos o sistema convencional de detecgdo com biotina. Estes valores ndo sdo
coerentes com a hipotese de a galectina-3 ser um marcador (seja causando, seja como
consequéncia) da progressao bemgno/mahgno em VFCP, como foi sugerido na
progressdo adenoma/carcinoma folicular.”® E, no entanto, de referir que a progressao
para malignidade é diferente nos CP, pois ndo se encontrou uma lesdo benigna que seja
equivalente ao adenoma folicular. Em relagfio ao papel da galectina-3 na capacidade de
invasdo tumoral, ele ndo parece ser importante num numero significativo de casos da
nossa série. Novamente, e tal como referimos anteriormente para o sLex, o numero
elevado de casos com auséncia de expressio de galectina-3 levanta a possibilidade de os
casos da presente série serem menos agressivos clinicamente. Mais uma vez, no entanto,
o curto tempo de seguimento impede-nos de tecer consideragdes seguras a esse respeito.
Nos casos que estuddmos ndo observamos expressdo de galectina-3 em parénquima
tireoideu normal, tal como ¢é referido na generalidade dos trabalhos publicados, mas
encontramos células endoteliais positivas, igualmente como esperado.

Na nossa série, 42 casos (79%) foram positivos para HBME-1. A semelhanca dos
resultados obtidos por outros autores,®” a marcacdio foi varidvel, com predominio das
categorias de positividade mais difusa. Assim, a marcagio para HBME-1 foi de mais de
75% das células em 20 casos e de 50 a 75% das células em 6 casos. Sete casos foram
positivos em 25 a 50% das células, 4 casos foram positivos em 5 a 25% das células € 5
casos tiveram marca¢do focal, em menos de 5% das células. Os dados da literatura sdo
um pouco dispares: enquanto Miettinen et al. € van Hoeven et al. referem marcagéio para
HBME-1 em todos os CP e foliculares que estudaram,®*** Sack et al. referem 5/7 CP e 1
carcinoma folicular com marcaggdo, e Cheung et al. descrevem pouco mais de 50% de
casos positivos.®® Apenas Cheung et al. descrevem especificamente a VFCP: 38/84
casos (45%) positivos, pouco mais de metade do valor por nés observado. Nio ¢
possivel comparar a quantidade de células positivas nos nossos casos com os da série de
Cheung et al., ja que estes autores ndo fizeram essa semi-quantificagdo.®® Em relagdio a
marcagdo de lesdes benignas também ha disparidades, e bastante importantes: enquanto
que Cheung et al. ndo observaram marcagdo destas lesbes com o HBME-1, os outros
autores referem marcagdo focal em alguns casos. Apenas 11 casos da nossa série nfo
tiveram marcagdo para HBME-1, o que representa menos do que na série de Cheung et
al.,® embora sem atingir a sensibilidade de 100% descrita por Miettinen et al. e por van
Hoeven et al.¥% A discussdio do significado biolégico da expressio de HBME-1 ¢
muito prejudicada logo a partida pelo simples facto de ainda nfio se saber exactamente
qual o epitopo antigénico que ¢é reconhecido pelo anticorpo. No entanto parece claro
que, na tiredide, a positividade para este antigénio estd associada predominantemente
(mas nfo exclusivamente) a carcmomas No parénquima normal ndo observamos
marcagdo, tal como outros autores.’> Os nossos resultados apontam, assim, para a
utilidade do HBME-1 no diagndstico da VFCP.
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No que diz respeito 4 Citoqueratina 19, 48 casos (92%) foram positivos, tendo 31
casos (60%) tido mais de 75% das células positivas. Os resultados publicados até hoje
sobre a CK19 sfo bastante consistentes e concordantes com 0s nossos: a esmagadora
maioria dos CP é positiva. No nosso estudo encontramos valores um pouco mais
variaveis de expressio de CK19 do que o referido habitualmente para as VFCP: em 9
casos observamos marcacdo em menos de 25% das células, tendo 4 destes casos
apresentado marcagdo em escassas células. Os outros 8 casos expressaram CK19 em 25
a 75% das células. A intensidade de marcagdo foi moderada a intensa na grande maioria
dos casos. Nas séries referidas na literatura, foi descrito apenas um caso de VFCP
negativo para CK 19,% se exceptuarmos o estudo de Cheung et al.,’® em que 36 casos
(43%) foram negativos. No nosso estudo, 4 casos foram negativos, portanto um numero
bastante abaixo dos resultados de Cheung et al., embora mais elevado do que na maior
parte dos trabalhos. Na comparagiio entre VFCP e CPC a extensdo ¢ intensidade de
marca¢do foram idénticas, segundo alguns autores.’™%*™ QOutros observaram menor
intensidade em VFCP.* Foi, também, observado um numero ligeiramente maior de
casos de VFCP negativos.®*® A marcagfio nas VFCP foi normalmente intensa nos
estudos anteriores, mas menos intensa se comparada com o grupo dos CPC da série de
Baloch et al.*® Sahoo et al. encontraram um caso de VFCP com menos de 25% das
células positivas.® Com base em todos estes resultados, podemos concluir que a CK19
tem uma sensibilidade elevada no diagnéstico de CP, incluindo VFCP. No entanto, tal
como em relagio a outros marcadores, a sua especificidade ndo ¢ total
Independentemente das pequenas diferengas verificadas em relagdo a outros autores, 0s
nossos resultados fornecem suporte as observagdes anteriores, indicando a CK19 como
um marcador util no diagnéstico de CP ou, mais precisamente, da VFCP. E ainda de
referir que, tal como em estudos anteriores a tiredide normal também mostrou, ‘04667
na nossa série, marcagio varidvel para CK 19: ténue nalguns casos, mais intensa
noutros, e quer na proximidade quer afastada das lesSes. Igualmente de acordo com
resultados anteriores,**%” também observamos maior intensidade de marcagdo em areas
de tireoidite linfocitica.

Da analise dos nossos resultados imunohistoquimicos nos casos com multiplos focos de
carcinoma nfo pudemos retirar qualquer conclusfio sobre a possibilidade de os ditos
focos representarem o mesmo carcinoma (multifocalidade) ou outros carcinomas
(multicentricidade). Com efeito, se nalguns casos a marca¢do imunohistoquimica foi
semelhante (a sugerir multifocalidade), noutros o fendtipo imunohistoquimico foi
diferente nos varios noddulos (a sugerir multicentricidade). Esta questio -
multicentricidade vs multifocalidade — ndo é nova e tem suscitado muito interesse (e
discérdia). Alguns autores pensam que a presen¢a de multiplos focos de CP representa
dissemina¢io multifocal (ou metastizagfo intra-glandular) de um s6 tumor primario.*!
Mais recentemente, no entanto, Sugg et al. demonstraram que os diferentes focos intra-
glandulares de CP tinham rearranjos RET/PTC diferentes, na maior parte dos doentes
estudados. Este facto parece apontar para um predominio da existéncia de muiltiplos
focos independentes de CP, isto &, multicentricidade.'?!
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CONCLUSOES

O trabalho que efectudmos na nossa série de casos de VFCP permitiu-nos chegar as
seguintes conclusdes:

— As caracteristicas clinico-patologicas das VFCP por nés estudadas sdo idénticas as
descritas na generalidade dos estudos existentes, excepg¢do feita a propor¢do relativa
entre mulheres e homens: o predominio de mulheres na nossa série ¢ maior do que o
habitualmente descrito.

— Nos casos em que o diagnostico histologico de VFCP ¢ dificil, o recurso a marcadores
imunohistoquimicos, nomeadamente o HBME-1 e a citoqueratina 19, é util como
adjuvante no diagnostico. No entanto, a sensibilidade destes marcadores ndo € total,
uma vez que ha casos tipicos de carcinoma que sdo negativos. Por outro lado, pode ser
observada positividade (embora geralmente mais fraca e focal) em lesdes benignas.

— Os outros marcadores imunohistoquimicos que estudamos — sialyl Lewis x, CD10 ¢
galectina-3 — ndo parecem ser tdo uteis, dado o elevado niimero de casos de VFCP

negativos para estes marcadores. A este respeito fica, contudo, por explicar por
completo a disparidade entre o nosso e outros trabalhos.
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RESUMO

O carcinoma papilar é o tumor maligno mais frequente da tiredide ¢, também, do
sistema endécrino. A variante folicular do carcinoma papilar (VFCP) ¢ a variante mais
frequente do carcinoma papilar (CP) da tiredide. Apos tireoidectomia a VFCP tem, de
uma maneira geral, um bom prognostico, tal como acontece com os CP em geral. Os
pardmetros com mais influéncia no seu prognostico sdo: a idade do doente, a presencga
de metastases a distAncia, a presenga de extensdo extra-tireoideia e a dimensgo da les&o.

O diagnostico correcto da VFCP ¢ um dos problemas mais frequentes e mais dificeis em
patologia da tiredide e, também, de toda a patologia cirtirgica. Isto deve-se ao facto de
este tumor partilhar caracteristicas do CP — os micleos — e do adenoma ¢ carcinoma
folicular — a arquitectura folicular. Além disso, as caracteristicas nucleares de CP podem
ndo ser suficientemente vincadas ou ndo estar presentes difusamente no tumor, mas
antes em uma ou vdrias areas de dimensdes variaveis.

Numa tentativa de melhorar a capacidade de distinguir a VFCP de outras lesdes da
tiredide — benignas e/ou malignas — foram aplicadas, ao longo do tempo, técnicas
complementares moleculares de diagndstico, tais como a imunohistoquimica. Foram,
assim, usados variadissimos anticorpos que reagem com antigénios que parecem estar
mais associados a lesdes neoplasicas. O objectivo seria, entdo, encontrar “marcadores”
especificos de malignidade e, mais especificamente, de VFCP. Existem dados na
literatura cientifica que mostram serem alguns anticorpos mais promissores do que
outros. Entre estes contam-se o sialyl Lewis x, o CD10, a galectina-3, o HBME-1 ¢ a
citoqueratina 19.

Avaligmos a expressdo destes cinco marcadores numa série de 57 casos de VFCP
arquivados no Registo Oncolégico do Servico de Anatomia Patoldgica do Hospital de
Sdo Jodo, o que correspondeu a todos os casos diagnosticados no Servigo entre Junho de
1998 ¢ Junho de 2002. Foram, também, revistos os pardmetros clinico-patologicos e as
caracteristicas morfologicas dos cinquenta e sete tumores. O estudo imunohistoquimico
foi efectuado em cinquenta e trés casos. Realizdmos um estudo semi-quantitativo da
marcacdo imunohistoquimica “para” os cinco anticorpos acima referidos.

Obtivemos os seguintes resultados:

Sialyl Lewis x — 29/53 casos negativos; os restantes casos tiveram marcagdo variavel,
predominantemente focal.

CD10 — 48/53 casos negativos; Os restantes casos tiveram marcagdo variavel,
predominantemente focal.

Galectina-3 — 26/53 casos negativos; os restantes casos tiveram marcagéo variavel.
HBME-1 — 42/53 caso positivos, com marcagdo variavel, predominatemente multifocal
a difusa. Os restantes 11 casos foram negativos.

Citoqueratina 19 — 48/52 casos positivos, com marcagdo predominantemente difusa. Os
restantes 4 casos foram negativos.
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Em conclusdo, os nossos resultados sugerem que o estudo imunohistoquimico com
anticorpos para o HBME-1 ¢ a citoqueratina 19 podem auxiliar no diagnostico de

VFCP.
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SUMMARY

Papillary thyroid carcinoma (PTC) is the most common malignancy of the thyroid
gland. It is also the most frequent endocrine malignancy. The follicular variant of
papillary carcinoma (FVPC) is the most frequent variant of PTC. FVPC is usually
treated with thyroidectomy and has, in most cases, a good prognosis as do other PTC.
Its most important prognostic factors are: the age of the patient, the presence of distant
metastases, the presence of extra-thyroid extension and the size of the tumour.

The diagnosis of FVPC is one of the commonest and most difficult problems in thyroid
pathology and even in surgical pathology in general. This is due to the fact that this
tumour shares features of PTC - namely the nuclei - and also of follicular adenoma and
carcinoma — the architecture. Moreover the nuclear features of PTC may not be
sufficiently clear and/or they may be present in only one or several small areas of the
tumour, rather than diffusely.

Numerous auxiliary diagnostic techniques have been used over time, in order to
improve the capacity of the pathologist in distinguishing FVPC from other thyroid
lesions, both benign and malignant. Immunohistochemical techniques deserved special
attention: numerous antibodies were tested that reacted with antigens more frequently
associated with malignant tumours. The purpose would be to find specific “markers” of
malignancy, namely FVPC. Data on record in the scientific literature point towards
better results with some antibodies than others. Among the most promising antibodies
are sialyl Lewis x, CD10, galectin-3, HBME-1 and cytokeratin 19.

We evaluated the expression of these five markers in a series of 57 cases of FVPC that
were filed in the Oncology Registry of the Pathology Department of the Hospital de Sdo
Jodo, Porto, Portugal. These were all the cases diagnosed in our Service between June
1998 and June 2002. We also reviewed the clinicopathologic parameters and the
morphologic characteristics of all 57 cases. The immunohistochemical study was
performed in 53 cases and we performed a semi-quantitative study of the
immunohistochemical expression of the five antibodies mentioned above.

The results were as follows:

Sialyl Lewis x — 29/53 cases were negative. The remaining cases stained variably, with
predominantly focal staining.

CD10 — 48/53 cases were negative. The remaining cases stained variably, with
predominantly focal staining.

Galectin-3 — 26/53 cases were negative. The remaining cases stained variably.

HBME-1 — 42/53 cases were positive, the staining was variable, predominantly
multifocal to diffuse. The remaining 11 cases were negative.

Cytokeratin 19 — 48/52 cases were positive, the staining was predominantly diffuse. The
remaining 4 cases were negative.
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In conclusion: our results suggest that the immunohistochemical study with antibodies
for HBME-1 and cytokeratin 19 are helpful in the diagnosis of FVPC.
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