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RESUMO

Infroducdo e Objetivos: Muitos estudos tém demonstrado possivel
relacdo entre a expressdo de oncogenes € a agressividade histoldgica
dos tumores ftiroidianos. O presente trabalho investiga as alteracdes
moleculares existentes nas variantes do carcinoma papilifero de tirdide
(CPT), através da andlise da expressdo de proteinas relacionadas a
fumorigénese, correlacionando-a com o progndstico. Metodologia: 32
casos estudados de CPT foram selecionados de pecas cirdrgicas, entre
1987 e 2000, sendo 5 homens e 27 mulheres com idades médias de 52,6
e 46,5 anos, respectivamente. Foram estudados anticorpos monoclonais
anti-MIB-1, p53, c-erb-B2, bcl-2 e receptores de TSH e TGF. Resultados:
Dos casos analisados, 11 foram considerados de melhor progndstico
(variantes microcarcinoma e encapsulado) e apresentaram elevada
expressdo de TSHR2 e TGFBR2 (100%), bcl-2 (81,8%), c-erb-B2 (90,9%) e
menor expressdo de pb3 e MIB-1 (18,2%). Nos 13 casos classificados
como de progndstico intermedidrio (variantes cldssica e folicular), a
expressdo de TSHR2 foi de 100%, TGFBR2 e bcl-2, 92,3%; c-erb-B2, 76,9%;
P53, 23,1% e MIB-1, 69,2%. Finalmente, os 8 casos de pior progndstico
(varintes de células altas e de células colunares) mostraram expresséio
de TSHR2, bcl-2, c-erbb-B2, em 100% dos casos, TGFBR2 em 87,5%, p53 em
75% e MIB-1 em 37,5%. Conclusdo: As neoplasias mostraram-se bem
diferenciadas em virtude da elevada expressdo de TSHR2, TGFBR2, e
baixa de p53. Em todos os grupos, a taxa proliferativa foi ausente ou
baixa (<1,5%), com positividade maior nos tumores de prognéstico inter-
medidrio, sendo mais elevada (>1,5%) nos carcinomas de pior prognds-
fico. Além disso, a positividade para a proteina bcl-2 foi progressiva-
mente maior com a piora do progndstico. (Arq Bras Endocrinol Metab
2003;47/3:237-242)

Descritores: Carcinoma papilifero; Imunoistoguimica; Tirdide; Progndsti-
co; Marcadores tumorais

ABSTRACT

Molecular Characterization of Variants of Thyroid Papillary Carcinoma.

Background and objectives: Studies investigating the molecular patho-
genesis of common thyroid neoplasms have shown some association
between oncogenes expression and histological aggressiveness of thy-
roid tumors. We have investigated molecular changes in variants of thy-
roid papillary carcinoma (TPC), by analyzing the expression of proteins
related to its tumorigenesis, and further, its own relationship to the prog-
nosis. Methods: We examined 32 surgical specimens of TPC obtained
from 5 males and 27 females (mean ages of 52.6 and 46.5 years, respec-
fively). Monoclonal antibodies anti-MIB-1, p53, c-erb-B2, TSH receptors,
TGFB receptors and bcl-2 were detected by immunohistochemistry.
Results: 11 of the 32 cases had a better prognosis (microcarcinoma and
encapsulated tumors), with high expression of TSHR2 and TGFBR2 (100%),
bcl-2 (81.8%). c-erb-B2 (90.9%) and lesser expression of pb3 and MIB-1
(18.2%). In the 13 cases with intermediate prognosis (classic and folicu-
lar), the expression of TSHR2 reached 100%; TGFBR2 and bcl-2, 92.3%; c-
erb-B2, 76.9%; 053, 23.1%; and MIB-1, 69.2%. The 8 cases with the worst
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prognosis (fall and columnar cells) expressed TSHR2,
bcl-2, c-erb-B2, in 100% of them; TGFRR2 in 87.5%; p53
in 75%,; and MIB-1 in 37.5%. Conclusions: These neo-
plasias have shown to be well differentfiated, due to
the high expression of TSH and TGFg receptors, and
low expression of P&3. In all groups, the proliferation
rate was absent or very low (<1.5%), with high posi-
fives in the group of infermediate prognosis. Prolifera-
fion rate was higher among the most aggressive vari-
ants. Furthermore, the positivity to bcl-2 was highly
related to the worsening of prognosis. (Arq Bras
Endocrinol Metab 2003;47/3:237-242)

Keywords: Papillary carcinoma; Immunohistochemis-
try; Thyroid cancer; Prognosis; Tumor markers

S TUMORES TIROIDIANOS tém sido pouco estuda-

dos do ponto de vista da expressio de oncogene,
¢ isto se deve provavelmente a baixa incidéncia ¢ mor-
talidade desta doenga (1). Por outro lado, as varieda-
des de carcinoma papilifero foram caracterizadas pura-
mente do ponto de vista morfolégico, e quando se
investiga fator prognéstico ou comportamento
biologico desta neoplasia, analisa-se o carcinoma como
um todo, nio especificando diferengas existentes no
nivel molecular de suas variedades. Nos tultimos anos,
as alteragdes em vdrios oncogenes, genes supressores
de tumores ¢ seus produtos correspondentes tém sido
estabelecidos como achados importantes do processo
neoplisico (2). Diversos relatos tém chamado a
atengdo para as alteragdes moleculares durante a
tumorigénese da tirbide (3), mas poucos estudos t€m
comprovado o valor progndstico de tais marcadores
nas varidveis clinicopatolégicas mais convencionais (3).
Entretanto, mais recentemente foram observadas
evidéncias de expressio aumentada ¢/ou alterada de
oncogenes, genes supressores de tumores e seus pro-
dutos nas neoplasias tiroidianas (5,6). Muitos estudos
tém investigado possivel relagdo entre a expressio do
oncogene e a agressividade histolégica dos tumores
tiroidianos, geralmente acompanhada por rpida pro-
liferagio celular (1) e, no decorrer destes altimos anos,
muito tem sido feito para elucidar o papel dos fatores
de crescimento e de oncogenes no desenvolvimento e
na manuteng¢io das neoplasias tiroidianas.

Ja foram analisados varios oncogenes e fatores de
crescimento em carcinomas papiliferos de tirdide.
Porém, esses trabalhos estudaram os carcinomas
papiliferos de um modo geral sem se preocupar em
investigar isoladamente a expressao dessas proteinas nas
diferentes variedades deste carcinoma. As proteinas que
jd foram estudadas sio p53, c-erbB-2, receptor do hor-
ménio estimulador da tiréide (TSHR2), fator de cresci-
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mento epidérmico (EGF), fator de crescimento e trans-
formagao f (TGE-p), o antigeno Ki-67 (MIB-1) e bcl-2.

A proteina p53 ¢ uma fosfoproteina que tem
papel na regula¢io da proliferagiao celular normal (7),
atuando no controle do ciclo celular, reparagio e sin-
tese de DNA, na diferenciagio celular, plasticidade
genomica ¢ na morte celular programada (8-10). Esta
proteina aumenta a medida que aumenta o dano
genomico, ¢ acredita-se que o curso clinico benigno
de tumores tiroidianos bem diferenciados (carcinoma
papilifero) esteja associado a fun¢do normal de p53
(11). A proteina tem papel importante na progressao
de carcinomas bem diferenciados para indiferenciados
(12) e ¢é rara em carcinomas bem diferenciados. Ha
correlagdo direta entre mutagio de p53 e pior
prognostico (13).

O oncogene c-erbB-2 é proto-oncogene que
codifica proteina transmembrana (pl85) que tem
atividade tirosinoquinase (14). Este produto de onco-
gene tem homologia ao receptor do fator de cresci-
mento epidérmico (15,16) e pode ser um importante
fator na inicia¢gio ou manuten¢io do fendtipo neo-
plasico em alguns carcinomas de tiréide (17). Tem
sido relatado o aumento da expressio de c-erb-B2 em
neoplasias malignas desta glandula (18,19) e, aproxi-
madamente 70 a 90% dos carcinomas papiliferos, ape-
sar da expressao fraca, sio c-erb-B2 imunopositivos
(18), sendo mais freqiientes em tumores de baixo grau
de malignidade (4).

O TSH ¢ o maior regulador da fun¢io e prolife-
ragao de tirécitos (20,21) e atua ligando aos receptores
nas membranas destas células (22). H4 relagio inversa
entre o nivel de receptor de TSH e a agressividade de
carcinomas de tirdide (23). Os carcinomas papiliferos
com baixa expressio de receptor de TSH possuem
tendéncia para serem encontrados em estigios avanga-
dos e estdo associados com pior prognoéstico (24).

O TGF-B ¢ normalmente expressado e secretado
pelas células foliculares e atua como inibidor do cresci-
mento das células da tiréide (25,26). A perda da regu-
lag3o da proliferagio celular através do TGFE-f esta cor-
relacionada com crescimento neopldsico, induzindo
células neoplasicas a escaparem do seu efeito inibidor,
passo importante na carcinogénese da tiréide (27).

A atividade proliferativa no tecido tiroidiano
normal e em carcinomas bem diferenciados de tiréide
¢ muito baixa (28) e é maior nos carcinomas papilife-
ros de alto grau (4), mostrando relagio entre o curso
clinico geral e atividade proliferativa em carcinoma
papilifero de tiréide (29). Os carcinomas bem diferen-
ciados de tirdide, papilifero e folicular, mostram taxas
de crescimento extremamente baixas, em rela¢do a car-
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cinomas de mesmo grau histolégico que ocorrem em
outros 6rgios, tais como mama, pulmio, c6lon ¢ est6-
mago (30,31). Questiona-se o modo pelo qual estes
tumores de tiréide crescem, e ja foi proposta a hipétese
de que a inibi¢ao da apoptose estivesse implicada no
desenvolvimento destas neoplasias, entretanto os estu-
dos sobre a expressio de bcl-2, proteina inibidora de
apoptose, em neoplasias de tirdide (32) nio mostram
resultados satisfatorios, inclusive em compara¢io com
tecidos tiroidianos nio neoplasicos (33) e normais
(31), nao havendo diferen¢a significativa entre as por-
centagens de positividade nas categorias estudadas.
Estes achados sugerem que bcl-2 nao deve ter papel
importante na patogenia destas lesdes.

A atividade proliferativa pode ser avaliada
imunoistoquimicamente usando o anticorpo mono-
clonal para o antigeno Ki-67 (MIB-1), que marca pro-
teina ndo histona presente no ndcleo das células em
ciclo (34). Assim sendo, o indice de proliferagao é
expresso pela porcentagem de células positivas para Ki-
67 em cada tumor. Em outros estudos, tem-se obser-
vado que quanto mais indiferenciado o carcinoma
tiroidiano, maior a porcentagem de células positivas
Ki-67 e, portanto, maior o indice proliferativo (16).

MATERIAL E METODOS

Selecdo de casos

Foram estudadas tiréides com carcinoma papilifero, no
periodo de 1987 a 2000, sendo 5 homens e 27 mu-
lheres com idade média de 52,6 ¢ 46,5 anos, respecti-
vamente, provenientes dos arquivos do Laboratério de
Anatomia Patolégica na Associagio de Combate ao
Céncer do Brasil Central, Uberaba, MG.

Os diagnosticos de carcinoma papilifero e suas
variedades foram fundamentados na morfologia his-
tologica classica de acordo com os critérios de Hedinger
e cols. (35) e modificados por Rosai e cols. (36).

Técnicas Imunoistoquimicas
Para anilise imunoistoquimica, foram utilizados os
seguintes anticorpos:

1) anticorpo monoclonal contra uma parte
recombinante do antigeno Ki-67 (MIB-1; Immunotech
SA, Marselha, Franga) a uma dilui¢do de 1:100.

2) anticorpo monoclonal contra a oncoproteina
p53 (DAKO, Carpinteria, CA, USA - M7001), a uma
dilui¢do de 1:50.

3) anticorpo monoclonal contra a oncoproteina
c-erb-B2 (DAKO, Carpinteria, CA, USA — A485), a
uma dilui¢do de 1:80.
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4) anticorpo monoclonal anti-receptor do fator
de crescimento ¢ transformacio  II (TGFB RII -
Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, Califérnia,
USA - SC220), a uma dilui¢do de 1:100.

5) anticorpo monoclonal anti-receptor de TSH
(NOVOCASTRA, Inglaterra — NCL-TSHRII), a uma
dilui¢io de 1:20.

6) anticorpo monoclonal contra a proteina bcl-2
(DAKO, Glostrup, Dinamarca), a uma diluigao de 1:80.

Os tecidos foram fixados em formalina a 4%,
incluidos em parafina e obtidos cortes de 4um. Os
cortes foram desparafinizados e hidratados. A recupe-
ragdo antigénica foi feita com solugdo tampdo de citra-
to de sédio 0,01M, pH = 6,0 em forno microondas
durante 2 ciclos de 9min em poténcia mixima
(900W). Em seguida, as liminas foram mantidas no
interior do forno desligado por 20min e, posterior-
mente, em solugdo de H,O, a 3% em metanol por
10min, sendo lavadas em PBS por mais 10min. Os
cortes foram incubados com os anticorpos primdrios
nas dilui¢des citadas anteriormente durante 22h, a
4°C. Como sistema de detecgio foi utilizado o LSAB
— plus — peroxidase (DAKO, Carpinteria, CA, USA). A
revelagio foi feita utilizando—se como cromdégeno a 3-
amino-9-etilcarbazol 0,048% (Sigma CO., St. Louis,
MO, USA - A5754) e como substrato da enzima, a
H,0, a 0,0097%. Os cortes foram contracorados com
hematoxilina de Harris.

Andlise das Iaminas

As liminas preparadas foram analisadas de formas
quantitativa ¢ qualitativa. A andlise qualitativa baseou-
se na comparag¢io da colora¢io das laminas estudadas
com controles sabidamente positivos ¢ negativos para
determinados marcadores. Quantitativamente, a posi-
tividade das células tumorais foi dividida em 3 grupos,
sendo estes classificados em difusamente positivos,
multiplos focos de positividade e foco isolado positivo.
Em relagio ao MIB-1, o percentual de células positi-
vas (taxa de proliferagio) foi avaliado observando-se
grupos de 1000 células tumorais.

O estudo estd de acordo com a Declaracdo de
Helsinki de 1975, revista em 1983, e foi aprovado pelo
Comité de Etica Médica em Pesquisa da Faculdade de
Medicina do Tridngulo Mineiro.

RESULTADOS
Variantes de melhor prognéstico

Onze casos foram considerados de melhor prognosti-
co (variantes microcarcinoma ¢ encapsulado) e apre-

239



Variantes do Cavcinoma Papilifero de Tivoide
Lima et al.

sentaram elevada expressio de TSHR2 (100% difusa-
mente positivos), TGFRR2 (90,9% difusamente posi-
tivos e 9,1% com multiplos focos positivos), bcl-2
(54,5% difusamente positivos; 27,3% com multiplos
focos positivos e negatividade em apenas 18,2% dos
casos) e c-erb-B2 (81,8% difusamente positivos; 9,1%
com foco isolado positivo e 9,1% negativos).
Expressoes menores foram encontradas em p53 (9,1%
com multiplos focos positivos; 9,1% com foco isolado
positivo e 81,8% negativos) e MIB-1 (positivo em ape-
nas 2 casos, ambos com taxa proliferativa menor que
1,5%). Os resultados estdo expressos na tabela 1.

Tabela 1. Expressdo dos marcadores nas variantes, quanto

ao melhor prognéstico, progndstico intfermedidrio e pior
progndstico do carcinoma papilifero de firdide.

PROGNOSTICO (%)

MELHOR INTERMEDIARIO PIOR
TSHR2
+++ 100 100 100
++ 0 0 0
+ 0 0 0
- 0 0 0
TGFBR2
+++ 90,9 92,3 87.5
++ 9.1 0 0
+ 0 0 0
- 0 7,7 12,5
Bcl-2
+++ 54,5 76,9 100
++ 27,3 7.7 0
+ 0 7,7 0
- 18,2 7.7 0
C-erb-B2
+++ 81.8 61,5 100
++ 0 7,7 0
+ 9.1 7.7 0
- 9,1 23,1 0
p53 25
+++ 0 0 25
++ 9.1 7.7 25
+ 9,1 15,4 25
- 81.8 76,9
MIB-1
18,2 69,2 37,5
+ ©0.7a1%de O1a3%de (1,9 a60% de célu-
células positivas) células positivas) las positivas)
- 81,8 30,8 62,5

+++ Difusamente positivo / ++ MUltiplos focos positivos /
+ Foco isolado positivo / - Negativo

Variantes de prognéstico intermedidrio

Nos 13 casos classificados como de prognéstico inter-
mediario (variantes classica e folicular), a expressio de
TSHR2 foi de 100% e difusa, TGFpR2 de 92,3%
difusa e negativa em 7,7%; bcl-2 em 76,9% difusa;
7,7% com multiplos focos positivos, € esta mesma por-
centagem para casos com focos isolados positivos e
casos negativos. Para o c-erb-B2 foi verificada positivi-
dade difusa em 61,5%; 7,7% tanto para positividade
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focal multipla quanto para positividade focal isolada e
23,1% de negatividade. A expressio de p53 foi a
menor encontrada no estudo, sendo 7,7% com multi-
plos focos positivos; 15,4% com foco isolado positivo
e negatividade em 76,9%. A positividade para MIB-1
foi quantitativamente maior que no grupo de melhor
prognostico, apresentando positividade em 8 casos
(69,2%), porém, com taxa proliferativa maior que 1,5%
em apenas 2 desses casos. Os resultados sao demons-
trados na tabela 1.

Variantes de pior progndstico

Finalmente, nos 8 casos denominados de pior
prognéstico (variantes de células altas ¢ células colu-
nares), os marcadores TSHR2, bcl-2 e c-erb-B2 foram
difusamente positivos em 100% dos casos. A expressio
de TGEFBR2 mostrou-se difusa em 87,5% dos casos e
negativa em 12,5%. A proteina p53 mostrou-se difusa-
mente positiva em 25% dos casos ¢ esta mesma por-
centagem foi verificada para multiplos focos positivos,
foco isolado positivo e negatividade. A positividade de
MIB-1 foi de 37,5%; sendo a taxa proliferativa maior
que 1,5% nos 3 casos positivos. Os resultados sio
expressos na tabela 1.

DISCUSSAO

A expressio da proteina p53 foi sensivelmente maior
no grupo considerado de pior prognéstico, em espe-
cial na variante de células altas. Este achado confirma
resultados de outros autores, como Riiter e cols. (37),
reforcando a idéia de que p53 apresenta maior
exXpressao em carcinomas mais agressivos, com pior
progndstico.

Em todos os grupos, a proliferagio celular nio
era observada ou quando presente em baixo indice
(menor que 1,5%), com expressio maior nos
tumores de prognéstico intermediario, sendo a taxa
proliferativa mais elevada (maior que 1,5%) nos car-
cinomas de pior prognéstico. Esses achados sugerem
que a taxa proliferativa elevada esta relacionada com
pior prognéstico, achado ja relatado em outros estu-
dos (34).

Em relagdo a bcl-2, notou-se positividade pro-
gressivamente maior com a piora do prognéstico.
Basolo e cols. (38) verificaram que a expressio desta
proteina foi significativamente menor nos tumores
indiferenciados, relacionando-a inversamente com a
taxa de apoptose. Entretanto, outros estudos que uti-
lizaram bcl-2 n3o mostraram resultados satisfatérios
para demonstrar papel significativo na patogenia do
carcinoma papilifero de tiréide.

Arqg Bras Endocrinol Metab vol 47 n° 3 Junho 2003



Variantes do Carcinoma Papilifero de Tiroide
Lima et al.

Estudo feito por Hougen e cols. (18) evidenciou
que a proteina c-erb-B2 ¢é caracteristica dos carcinomas
papiliferos de tiride, em contraste com tecidos tiroidi-
anos ndo neoplasicos. Em nosso estudo, verificamos ele-
vada expressdo de c-erb-B2 e nio houve diferenga signi-
ficativa entre os grupos prognosticos estudados.

Nesta andlise, foi verificada expressio positiva
de TSHR2 em 100% dos casos, independente do
grupo prognéstico. Ao contririo, no trabalho feito por
Tanaka e cols. (24), observou-se que a expressio de
TSHR2 seria menor nas variantes de pior prognostico,
porém, deixando claro que essa menor expressio seria
concluida levando-se em conta a coloragio hete-
rogénea de diferentes dreas dentro do tumor, fato este
nio levado em consideragio neste estudo.

Por fim, a anilise imunoistoquimica revelou
forte expressio de TGFPR2 em todos os subtipos de
carcinoma papilifero, sem significativa diferen¢a entre
os grupos prognoésticos, em concordincia com estudo
feito por Lloyd e cols. (39).

De acordo com os resultados do presente estu-
do, em geral, o carcinoma papilifero de tir6ide
mostrou-se como neoplasia bem diferenciada em vir-
tude da elevada expressio de TSHR2 e TGFPR2 e
baixa positividade de p53.
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