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ABSTRACT

Thyroid cancer is the most common endocrine malignancy. Although most of these patients
experience clinical improvement with current therapeutic tools, 10-30% will develop recurrent
disease and contribute to the 1,890 deaths that are estimated for 2014 in the United States. The
cyclooxygenase (COX) are a group of enzymes that catalyze the formation of prostaglandins from
arachidonic acid and COX2 activity has been implicated in carcinogenesis. Our group previously
demonstrated that mixture of immune cells infiltrates tissue of thyroid cancers. The present study
investigated the presence of immune cells markers and tumor markers of inflammatory profile,
looking for prognostic markers in patients with differentiated thyroid carcinoma. We retrospectively
investigated 437 patients with differentiated thyroid carcinoma, whose tissue samples previously
fixed in formalin and included in paraffin blocks were kept in the Tissue Bank of the AC Camargo
Cancer Center. Well-differentiated thyroid cancer was diagnosed in 305 patients: 252 with papillary
carcinoma and 53 with follicular carcinoma. Clinical information was obtained from medical
records. We obtained tissue of lymph node metastases at diagnosis of 25 patients. For these cases,
we performed a paired analysis of metastatic tissue and primary tumor. Immunological cell markers
were investigated in intratumoral areas, including tumor-associated macrophages (CD68) and
subpopulations of tumor infiltrating lymphocytes, such as CD3, CD4, CD8, CD16, CD20,
CD45R0O, GRANZYME B, CD69 and CD25. We also investigated the expression of COX2, IL-
17A, IL-1B, IL-10, IL-6, IL-23 and CD134 in the tumor cells. Among all the immunological
variables evaluated, only the enrichment of CD8+ lymphocytes and expression of COX2 were
associated with recurrence. Multivariate analysis using the Cox model of proportional hazards
adjusted for the presence of concurrent chronic lymphocytic thyroiditis, identified CD8+/COX2 as
an independent marker for recurrence. Other immunohistochemical markers failed to predict the

prognosis of patients. We notice an increase in the density of GRANZYME B + lymphocytes in
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lymph node metastases when compared with their primary tumors. Lymph node metastases have
lower expression of COX2 and IL-10. This suggests that tumor evasion mechanisms are impaired in
metastatic tissues, explaining, at least in part, why the presence of lymph node metastases would not
be an excellent prognostic marker in patients with differentiated thyroid cancer. Our study showed
that the differentiated thyroid cancer is infiltrated by multiple immune cells and that the pattern of
cellular infiltration appears to be associated with distinct clinical and pathological characteristics.
This infiltrative mixed cell along with the production of inflammatory cytokines, creates a
microenvironment profile that is important in determining the tumor aggressiveness. In fact, the
presence of cytotoxic T lymphocytes and COX?2 expression could predict the worst prognosis of the
patients. Still, we found that lymph node metastasis is the place where there would be a more
productive immune response and less evasive, favoring and effective immune response. It is fairly

coherent with the little strength of lymph node metastasis as a prognostic predictor.
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RESUMO

O cancer de tiroide é a neoplasia maligna enddcrina mais frequente. Muito embora a
maioria destes pacientes apresente boa evolugao clinica com as ferramentas terapéuticas atuais, 10-
30% evoluirdo com doenga recorrente e contribuirdo para as 1.890 mortes que sdo estimadas para
2014 nos Estados Unidos . As ciclooxigenases (COX) sdo um grupo de enzimas que catalisam a
formacao de prostaglandinas a partir do 4cido aracddnico e a atividade de COX2 tem sido implicada
na carcinogénese. Nosso grupo demonstrou anteriormente que diferentes células do sistema
imunolégico infiltram tecidos de canceres de tiroide. O presente trabalho investigou a presenca de
marcadores de células do sistema imunoldgico, bem como marcadores tumorais de perfil
inflamatério, procurando marcadores de progndstico em pacientes com carcinoma diferenciado de
tiroide. Foram investigados retrospectivamente 437 pacientes com carcinoma diferenciado da
tiroide, cujas amostras de tecido previamente fixadas em formalina e incluidas em blocos de
parafina eram mantidas no Banco de Tecidos do A.C.Camargo Cancer Center. Cancer bem
diferenciado de tiroide foi diagnosticado em 305 pacientes: 252 com carcinoma papilifero e 53 com
carcinoma folicular. Informagdes clinicas foram obtidas dos prontudrios. Obtivemos tecidos de
metdstases linfonodais ao diagndstico de 25 pacientes. Para estes casos, fizemos andlise pareada
entre tecido metastitico e tumor primdrio. Foram investigados marcadores de células imunolégicas
em dreas intratumorais, incluindo macréfagos associados a tumores (CD68) e subpopulagdes de
linfocitos infiltrantes de tumor, como CD3, CD4, CDS, CD16, CD20, CD45RO, GRANZIMA B,
CD69 e CD25. Também foi investigada a expressdo de COX2, IL-17A, IL-1B, IL-10, IL-6, CD134
e IL-23 nas células tumorais. Entre todas as varidveis imunoldgicas avaliadas, apenas o
enriquecimento de linfécitos CD8+ e expressdo de COX2 foram associadas a recorréncia. A analise
multivariada, utilizando o modelo de riscos proporcionais de Cox ajustado para a presenca de

tiroidite crénica concomitante, identificou CD8+/COX2 como marcador independente de recidiva.
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Outros marcadores imunoistoquimicos ndo conseguiram prever o progndstico dos pacientes.
Notamos um aumento da densidade de linfécitos GRANZIMA B+ nas metéstases linfonodais se
comparado com os respectivos tumores primdrios. Metéstases linfonodais apresentam menor
expressdo de COX2 e de IL-10. Isto sugere que mecanismos de evasdo tumoral estejam diminuidos
nos tecidos metastaticos, explicando, pelo menos em parte, por que a presenca de metdstases
linfonodais ndo seria um excelente marcador de progndstico nos pacientes com cincer diferenciado
de tiroide. Nosso estudo mostrou que o cancer diferenciado de tiroide € infiltrado por multiplas
células do sistema imunoldgico e que o padrio de infiltracdo celular parece se associar a
caracteristicas clinicas e anatomopatoldgicas distintas. Este misto celular infiltrativo, juntamente
com a producdo de citocinas inflamatdrias, cria um perfil de microambiente que é importante na
determinacdo da agressividade tumoral. De fato, a presenca de linfécitos T citotoxicos e a expressao
de COX2 puderam prever o pior progndstico dos pacientes estudados. Ainda, observamos que a
metdstase linfonodal € o sitio onde ocorreria uma resposta imunoldgica mais efetora e menos
evasiva, de forma a determinar de forma mais assertiva um ataque imunolégico efetivo coerente

com a pouca for¢a da metéstase linfonodal como um preditor de progndstico.
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INTRODUCAO

O cancer de tiroide

O cancer de tiroide € a neoplasia maligna enddcrina mais frequente e representa 2% de
todos os canceres humanos (1). Muito embora a maioria destes pacientes apresente boa evolucao
clinica com as ferramentas terapéuticas atuais, 10 a 30% evoluirdo com doenga recorrente,
parardo de responder a radioiodo terapia, apresentardo disseminacdo metastdtica e contribuirdo
para as 1.890 mortes que sdo estimadas para 2014 nos Estados Unidos (2). A incidéncia do
cancer diferenciado de tiroide, nos Estados Unidos e no mundo continua a aumentar, tendo mais
do que dobrado nas dltimas trés décadas (3-5). Dados recentes do Instituto Nacional do Cancer
(INCA — Brasil) projetam esse tumor como o quinto mais frequente entre mulheres no ano de
2014. Esperam-se 9.200 casos novos de cancer da tiroide em 2014, com um risco estimado de
7,91 casos a cada 100 mil mulheres (6). Os tipos morfolégicos mais comuns de cancer de tiroide
estdo expostos na figura 1 e sdo os carcinomas papiliferos (50-80%), carcinomas foliculares (10-
40%), carcinomas medulares (5-15%), carcinomas pouco diferenciados (2-3%) e o carcinoma

anaplésico (cerca de 1%) (6).



e

Carcinoma Medular

Figura 1: Os principais tipos morfoldgicos de cancer de tiroide. Os céanceres derivados de
células foliculares (produtoras de hormdnios tiroideanos como triiodotironina e tiroxina) podem
ser classificados em carcinomas papiliferos, carcinomas foliculares, carcinomas pouco
diferenciados e carcinomas anapldsicos. Ja as células C (produtoras de calcitonina) sdo a origen

do carcinoma medular.



A radiacdo ionizante é o fator de risco para cancer diferenciado de tiroide mais
consolidado e estudado. A tiroide pode ser mais irradiada que os demais tecidos, considerando
sua posi¢do anatdmica e sua capacidade de concentrar iodo (7). Mahoney e colaboradores
mostraram que a incidéncia de cancer de tiroide tem aumentado depois do acidente de Chernobyl
em todas as regidoes da Republica de Belarus e entre todas as faixas etdrias, muito embora as
criangas tenham experimentado um aumento mais pronunciado (8). Em 2011, Schonfeld e
colaboradores apresentaram uma revisdao do uso de radiagdo para finalidade médica e sua
significancia no cancer de tiroide, especialmente entre criangas, que parecem ser mais suscetiveis
aos efeitos radiacdo ionizante (9). Os autores concluiram que o raio-X pouco afeta a incidéncia
do cancer de tiroide, mas este € o principal cancer secundério pds-tratamento de linfoma de
Hodgkin da infincia e seus efeitos podem ser vistos mesmo 40 anos apds a aplicagdo da
radioterapia (10). Vdrios estudos t€ém mostrado associac@o entre o cancer de tiroide e a exposi¢ao
ao "', que poderia causar diversas alteracdes moleculares em genes como RET, NTRKI, RAS,
and BRAF (11-13). Um possivel fator de risco ambiental € a ingestdo de iodo (14). De fato, o
aumento do carcinoma papilifero tem sido relacionado epidemiologicamente a uma dieta rica em
iodo (15).

O cancer de tiroide ocorre com maior frequéncia em mulheres do que em homens por
razdes nao completamente elucidadas (aproximadamente 3 mulheres para cada 1 homem). O
carcinoma papilifero geralmente é diagnosticado durante a faixa etdria reprodutiva (30-49 anos),
em uma razao de 3-5 mulheres para cada homem, tendo pico de incidéncia em mulheres em fase
de pds-menopausa (16, 17). Muito embora seja mais frequente em mulheres, uma maior taxa de
malignidade pode ser observada em nddulos de homens (18) e vdrios estudos sugerem que

homens com cancer de tiroide t&€m pior progndstico se comparado a mulheres (16, 19, 20). Oyer



e colaboradores estudaram uma coorte de 36.725 pacientes e concluiram que homens com
carcinoma papilifero ou folicular tendem a ser diagnosticados com idade e estdgios mais
avancados de doenca. Entretanto, quando comparados de acordo com cada estdgio de doencga,
nao houve diferencas de sobrevidas significantes (21).

A American Joint Committee on Cancer (AJCC) e a International Union against Cancer
(UICC) estabeleceram um sistema de classificacdo rotineiramente usado no estadiamento dos
pacientes com cancer diferenciado de tiroide (20, 22, 23). Este sistema utiliza a idade do paciente
ao diagndstico como critério principal além do cldssico pTNM (do inglés, Tumor Node
Metastasis). Esta classificacio também ¢é util para registros hospitalares e padronizacdao de
estudos epidemioldgicos. Varios outros sistemas de classificagdo surgiram numa tentativa de
melhorar a acuricia da predi¢do do progndstico destes pacientes, como os sistemas CAEORTC
(European Organization for Research and Treatment of Cancer), AGES (Age, Grade, Extent of
disease, Size), AMES (Age, Metastasis, Extent of disease, Size), MACIS (Metastasis, Age at
presentation, Completeness of surgical resection, Invasion (extrathyroidal), Size), OSU (Ohio
State University), MSKCC (Memorial Sloan-Kettering Cancer Center), and NTCTCS (National
Thyroid Cancer Treatment Cooperative Study) (24-31). Estes sistemas levam em consideracao
fatores de progndstico identificados em andlises multivariadas de estudos restrospectivos, sendo
os fatores mais eficientes aqueles relacionados a idade do paciente ao diagndstico, a presenca de
metastases ao diagndstico e a extensdo tumoral. Cada um destes sistemas permite uma
identificacdo acurada da maioria dos pacientes que possuem baixo risco de mortalidade,
propiciando que estes pacientes sejam submetidos a uma terapéutica menos agressiva que
pacientes identificados como possuindo alto risco de mortalidade, que se beneficiam de uma

estratégia terapéutica mais contundente. Apesar de todas estas classificacdes, algumas incertezas



permanecem, tais como a predi¢do do progndstico a curto prazo e da probabilidade de

permanecer livre de doenca (32). A American Thyroid Association prop0s uma classificacdo de

risco de recorréncia em trés categorias: baixo risco, risco intermedidrio e alto risco de recorréncia

(32) (Tabela 1).

Tabela 1: Classificagdo de risco de recorréncia proposta pela American Thyroid

Association (32).

Classificacao de risco de
recorréncia

Critérios

Baixo risco

Risco intermediario

Alto risco

1. Auséncia de metdstases locorregionais ou a distancia

2. Resseccao tumoral macroscopicamente completa

3. Auséncia de tipo histolégico agressivo (exemplo:
carcinoma de células altas, insular, células colunares)
4. Auséncia de invasao vascular

5. Auséncia de captacdo de iodo radioativo fora do leito

cervical na PCI p6s-dose terapéutica de '

1. Invasao tumoral microscépica no tecido conjuntivo
peritiroideano no momento da cirurgia

2. Metastase em linfonodos cervicais

3. Captacdo de iodo radioativo fora do leito cervical
apods ablagao de restos tiroideanos

4. Tipo histoldgico agressivo ou invasdo vascular

1. Invas@o tumoral macroscopica
2. Resseccao tumoral incompleta
3. Metéstase a distancia

4. Tireoglobulinemia desproporcional ao visto na PCI
pOs-dose terapéutica de |




A taxa de mortalidade por cancer em geral tem diminuido ao longo dos dltimos anos (2).
Entretanto, dados comparativos de 2001 a 2010 mostram que a taxa de mortalidade por cancer de
tiroide aumentou mais recentemente, passando de 0,47 para 0,50 por 100 mil mulheres e de 0,48
para 0,51 por 100 mil homens (2). Este dado sugere que novos avangos na abordagem clinica
destes pacientes sdo necessarios. Neste contexto, a medicina translacional emerge como uma
importante ferramenta para o melhor entendimento da dinidmica molecular destes tumores,
podendo ajudar na constru¢do de uma clinica mais especifica e um tratamento mais
individualizado.

A via da MAPK desempenha um papel importante na patogénese molecular do cancer de
tiroide. Trés genes desta via (BRAF, RET/PTC e RAS) sdo frequentes alvos de eventos genéticos
mutuamente exclusivos implicados na progressdo do carcinoma papilifero (33). A mutacdo de
BRAF ¢ a alteracdo genética mais frequente e pode ser encontrada em aproximadamente 45% dos
casos de carcinomas papiliferos (12). A mutacdo de BRAF mais frequente resulta na substituicao
de uma valina por um &cido glutdmico na posi¢cdo 600 (V600OE) da proteina, muito embora
também tenham sido descritos transversao A>G na posi¢do 1801 do gene (K601E), fusao com o
gene AKAP9 (A-kinase anchor protein 9), além de inser¢des e delecdes pequenas ao redor do
codon 600 (34-36). Todas estas mutagdes aumentam a atividade da proteina BRAF, causando
progressao do tumor e induzindo caracteristicas de agressividade (37, 38). Como consequéncia,
estas alteracdes genéticas levam a uma diminui¢do da expressdao de genes especificos da célula
folicular tiroideana, diminui¢ao da captacdo de radioiodo e pronunciado hipotiroidismo (38, 39).
A translocacdio RET/PTC estd presente em carcinomas papiliferos esporadicos, mas é mais
frequentemente encontrada em carcinomas papiliferos pés-radiacdo (40-42). Mesmo que a

associacdo com progndstico ndo seja forte, esta translocacdo € um importante alvo para



inibidores moleculares seletivos (33, 43-45). A mutacdo de RAS ndo estd restrita a um tipo
morfolégico especifico, sendo encontrada em adenomas foliculares, carcinomas foliculares,
variante folicular do carcinoma papilifero e, em alta frequéncia, em carcinomas pouco
diferenciados e anaplésicos (46, 47). Em células epiteliais, RAS pode ser ativado tanto pela via
MAPK quanto pela via PI3K/AKT (33). Muta¢des em PIK3CA tém sido descritas em 12-23%
dos casos de carcinomas anapldsicos (48), podendo estar presente em adenomas foliculares,
carcinomas foliculares e carcinomas papiliferos (48-50). Alteracdes neste gene podem ativar a
cascata PI3K por meio do aumento da atividade de AKT, levando a progressdao tumoral e
desdiferenciacdo (39). Outro gene frequentemente mutado em canceres de tiroide é TP53.
Mutacdes em TP53 sdo mais frequentes em carcinomas anapldsicos se comparados a carcinomas
diferenciados (51-53), contribuindo para a hip6tese de que a mutag@o neste gene seja um evento
tardio na progressdo do cancer de tiroide. De fato, estudos com cultura celular mostraram que

esta mutagdo contribui para o fenétipo desdiferenciado com diminui¢do importante de fatores de

transcrigdo especificos da célula folicular tiroideana (52, 54).



Principios de imunologia tumoral

Uma estreita relacdo entre resposta imunoldgica e cancer foi primeiramente proposta por
Virchow em 1893. Coley demonstrou que produtos bacterianos seriam capazes de ajudar
pacientes com tumores inoperaveis. De fato, a aplicacdo do Bacillus Calmette-Guerin (BCG) e
outras substancias imunoestimulatérias mostraram beneficios clinicos que levaram a aprovagao
do uso destes componentes em pacientes com tumores solidos como cancer de bexiga (55). A
capacidade do sistema imunoldgico em interferir com a progressao tumoral tem sido amplamente
evidenciada por estudos clinicos e epidemioldgicos. Assim, o sucesso da Herceptina em
pacientes com cancer de mama e do Ipilimumab em pacientes com melanoma metastatico tem
encorajado muitos cientistas pelo mundo a se dedicarem a imunologia tumoral.

A presencga de linfécitos em dreas periféricas ou intra-tumorais é uma evidéncia de que o
sistema imunoldgico pode responder a transforma¢do maligna. Diversos estudos mostraram que
altas densidades de linfécitos T CD8+ (linfocitos T citotéxicos) estdo correlacionadas ao
progndstico de pacientes com céncer (56), de forma que a presenca de linfécitos infiltrantes de
tumor foi capaz de prever o melhor prognéstico de maneira independente em varios tipos de
cancer, incluindo melanoma maligno (57), ovario (58), mama (59), carcinoma oral de células
escamosas (60), esofago (61) e célon (62). A compreensdo de como células do sistema
imunoldgico e células tumorais poderiam interagir advém de diferentes teorias, explicadas
abaixo.

Modelos de transplante de tumores forneceram suporte experimental para a ideia de que
células tumorais poderiam ser reprimidas pelo sistema imunolégico. Estes achados sugeriram
fortemente que haveria antigenos tumorais que formariam a base da teoria da imunovigilancia,

postulada por Burnet e Thomas (63, 64). Embora existam fortes evidéncias de que a teoria da



imunovigilancia tumoral seja capaz de restringir o crescimento de tumores iniciados por virus,
poucas evidéncias apoiam a ideia de que esta seja capaz de refrear o crescimento tumoral
induzido por agentes quimicos (56, 65), sugerindo que um novo modelo mais robusto seja
necessdrio para melhor explicar a relagdo entre sistema imunoldgico e tumores.

Durante a transformagdo tumoral, células malignas podem expressar antigenos associados
a tumores e antigenos especificos de tumores. Antigenos associados a tumores sao
macromoléculas frequentemente encontradas em células tumorais, enquanto que antigenos
especificos de tumores sio macromoléculas unicamente expressas em células tumorais (66).
Muito embora estes antigenos possam servir de alvos imunoterdpicos, a aplicacdo destes é mais
frequente no diagnéstico de malignidade e no acompanhamento clinico dos pacientes (67).

Em 2002, Dunn e Schrieber propuseram a hipdtese da imunoedi¢@o. De acordo com esta
hipétese, a imunoedicdo seria responsdvel tanto por eliminar tumores quanto por esculpir
fendtipos imunogénicos que, eventualmente, se formam em hospedeiros imunocompetentes (68).
Esta hipétese, também conhecida como teoria dos 3 Es, sugere que tumores e sistema
imunoldgico interajam em 3 fases (figura 2). Células tumorais, inicialmente, seriam eliminadas
pelo sistema imunolégico antes mesmo de se tornarem clinicamente detectdveis e isto seria
equivalente a fase da imunovigilancia. A Eliminagdo € seguida pela fase de Equilibrio, no qual o
processo de eliminacdo de variantes menos imunogénicas toma conta até o estabelecimento da
fase de Evasao (ou Escape) da imunovigilancia (68). Geralmente, no momento em que oOS
tumores podem ser clinicamente detectados, eles ja se apresentam em franca Evasdo tumoral,
podendo inclusive se valer de mecanismos imunolégicos para promover o crescimento e
progressao tumoral (69). Este cendrio molecular se configura como o principal obsticulo para o

sucesso da imunoterapia atualmente.



liminacao

Figura 2: Teoria dos 3Es. Segundo esta teoria a intera¢do entre sistema imunoldgico e tumores
se daria em 3 fases distintas. Na primeira fase (Eliminacdo), células tumorais seriam
reconhecidas e eliminadas pela resposta imunoldgica, numa fase chamada de imunovigilancia.
Na segunda fase (Equilibrio), as células tumorais e células imunoldgicas passariam a coexistir
em um equilibrio dindmico até que a terceira fase (Evasdo) entrasse em cena. Nesta fase as
células tumorais selecionadas ndo seriam mais alvos da resposta imunoldgica, mas, ao contrario,

seriam capazes de estimular mecanismos imunoldgicos facilitadores da progressdo tumoral.

Poschke e colaboradores classificaram o processo de evasdao tumoral em dois distintos
mecanismos: camuflagem e sabotagem. A camuflagem ocorre no nivel do microambiente
tumoral. Pode ser descrita como anormalidades na expressido de antigenos ligados ao complexo

de histocompatibilidade maior (MHC) de classe I que capacitam tumores a adquirirem um
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fendtipo mais inerte ao sistema imunoldgico de forma que as células tumorais ndo sdo detectadas
pelas células do sistema imunoldgico (70). Ja a sabotagem pode ser definida como a capacidade
de alguns tumores em manipular o sistema imunoldgico do préprio hospedeiro de forma que este
passe a proteger as células tumorais do ataque imunolégico. Tumores fazem isso recrutando ou
facilitando a diferenciacdo de células supressoras da linhagem mieléide (MDSCs, do inglés,
Myeloid Derived Supressor Cells) e linfécitos T regulatérios (Treg). Em condicdes fisioldgicas,
estas duas células contribuem para a resolucdo imunolégica que impede um processo
inflamatério exacerbado (70). A infiltracdo destas células, juntamente com a producdo tumoral
de macromoléculas inflamatérias (COX2, IL-1B, IL-6, IL-10, IL-23 e etc), promovem um
microambiente dito permissivo para a progressao tumoral.

Uma atencdo especial deve ser dada a enzima Ciclo-oxigenase 2 (COX2). Ciclo-
oxigenases sdao enzimas que compdem a cascata de sintese de derivados do dcido aracddnico,
catalizando a formacdo de prostaglandinas. Existem duas principais ciclo-oxigenases: COXI1 e
COX2 (71). Particularmente, COX2 é uma enzima induzivel (72) recentemente encontrada como
expressa em tumores humanos (73-76). Isso sugere que COX?2 desempenhe um papel importante
na carcinogénese ou progressao tumoral (figura 3). Alguns resultados sugerem que COX2 pode
induzir angiogénese, além de facilitar a proliferacdo e transformacao celulares (77, 78). Ainda,
COX2 favorece o padrido de resposta imunoldgica Th2, que apresentaria um papel pro-
tumorigénico acentuado (79). Em um modelo de carcinogénese tiroideana induzida por agentes
quimicos, Ota e colaboradores demonstraram que COX2 tem um papel importante na
proliferacdo celular, muito embora nao tenha papel pronunciado na indugao tumoral (80). Nao ha
estudos mostrando COX2 como um marcador de progndstico em pacientes com cancer de

tiroide.
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Proliferacao
celular

5& Angiogénese
Resposta imunolégica
padrao Th2

Figura 3: COX2 ¢ uma enzima envolvida na producdo de prostaglandinas. Estudos mostram que
esta enzima também estaria envolvida na proliferacao celular, migracdo celular, invasiao tumoral,
angiogénese e no estabelecimento de uma resposta imunoldgica padrao Th2 (predominantemente

humoral e pro-tumorigénico).

Outro importante mecanismo de escape tumoral € a disfuncdo de linfocitos T. Linfocitos
T s@o achados frequentes entre os linfdcitos infiltrantes de tumores. A maioria destes linf6citos
sdo linfécitos naive, incapazes funcionalmente de reconhecer células tumorais (81). Uma

pequena parcela exibe sinais de ativacdo linfocitdria, mas sdo linfocitos anérgicos ou tolerantes
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aos tumores (81). A tolerincia de linfécitos T induzida por tumores pode ser direcionada a
antigenos préprios ou ndao proprios (82-84). Lee e colaboradores estudaram linfécitos T
citotéxicos circulantes em pacientes com melanoma. Estes autores observaram que alguns destes
linfécitos T citotéxicos apresentaram marcadores de células efetoras e de células naive. Mesmo
apresentando marcadores de células efetoras, estas células eram funcionalmente irresponsivas,
incapazes de lisar células de melanoma ou produzir citocinas em resposta a mitégenos, sugerindo
que esta populacdo celular tenha se tornado anérgica in vivo. Quando estimuladas com antigenos
associados a tumores, estes linfocitos T citotoxicos ndo expressaram CD69, que € um marcador
precoce de ativacao linfocitaria (85).

Mortarini e colaboradores observaram que linfonodos comprometidos com células de
melanoma eram enriquecidos com linfécitos. Entretanto, na maioria dos casos, os linfécitos T
citotéxicos dirigidos a antigenos tumorais apresentaram fendtipos imaturos e somente 7 de 23
pacientes apresentaram linfécitos com fendtipos pré-terminais. Em uma pequena parcela dos
casos, os autores detectaram linfocitos que expressavam GRANZIMA B citoplasmaética e, nestes
casos, estes linfocitos ativados apenas margeavam as células tumorais sem conseguir adentrar o
centro da lesdo. Ainda, os autores nao encontraram sinais morfoldgicos de regressdo tumoral
(necrose ou apoptose), sugerindo que a incompleta maturagdo de linfécitos T citotéxicos aliada a
pouca capacidade de ativacdo poderia prejudicar a destruicdo celular em linfonodos
comprometidos (86).

Em uma meta-andlise, Gooden et al demonstraram que a infiltragao tanto de linfécitos
CD3+ (marcador pan-T) quanto de linfécitos T citotéxicos influenciam positivamente a
sobrevida de pacientes com tumores sdlidos (87). Entretanto, muitas sdo as varidveis que

poderiam influenciar o papel biolégico destes linfécitos, tornando dificil a compreensao do exato
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mecanismo de protecdo imunoldgica através da simples associacdo entre a presenga de linfocitos
infiltrantes de tumores e progndstico. Alguns estudos tentam obter uma perspectiva funcional por
meio da investigacdo de marcadores imunoistoquimicos de ativa¢do linfocitdria, como
GRANZIMA B (88), CD25 (89) e CD69 (90). Nao ha estudos mostrando a atividade linfocitaria

em carcinomas diferenciados de tiroide.

14



Imunologia tumoral do cdncer diferenciado de tiroide

O cancer diferenciado de tiroide € um 6timo modelo de estudo para imunologia tumoral,
pois frequentemente se mostra associado a sinais de resposta imunoldgica, como presenga de
tiroidite linfocitica crénica (TLC) concomitante ao tumor (91). Ainda, linfécitos infiltrantes de
tumor e macréfagos associados ao tumor também sdo achados comuns em cancer de tiroide (92-
96).

Virias observacgdes sugerem que o sistema imunoldgico pode exercer importante papel
no progndstico destes pacientes (97). Nosso grupo demonstrou que a probabilidade de pacientes
com cancer diferenciado de tiroide e com histéria de autoimunidade tiroidiana prévia ou
autoanticorpos antitireoidianos ter um pior progndstico € significativamente menor do que
pacientes sem evidéncia de autoimunidade prévia, sugerindo que a atividade autoimune contra a
glandula tiroide pode exercer um papel de protecdo em pacientes com cancer diferenciado de
tiroide (98). A associacdo entre TLC/linf6citos/macréfagos e cancer diferenciado de tiroide
permanece controversa e a presenca de TLC nos cancer diferenciado de tiroide é reportada em
uma ampla freqiiéncia, variando de 0,5% a 38% (91, 99-102). Alguns investigadores mostram
que a presenca de TLC ou ainda linfdcitos infiltrantes de tumores quando associada ao cancer
diferenciado de tiroide imprime a esses pacientes um melhor progndstico € menor agressividade
da doenca no momento de sua apresentacdo (96, 103-105). No entanto, outros investigadores ndo
encontraram tal associacdo, sugerindo que a destruicdo autoimune das células tumorais nao é
capaz de alterar o progndstico destes pacientes de modo efetivo (106-108) ou mesmo
desfavoreca o prognéstico destes pacientes (109).

Nosso grupo recentemente estudou o perfil de infiltracdo de células do sistema

imunoldgico de pacientes com cancer diferenciado de tiroide e de pacientes com lesdes benignas
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da tiroide (110, 111). A infiltracdo de macréfagos foi mais freqiiente entre as mulheres e foi
associada a melhor sobrevida livre de recidiva. A infiltracdo de linfécitos T citotéxicos se
mostrou um possivel marcador de melhor progndstico. Entretanto, a andlise multivariava falhou
em mostrar estas duas células como marcador independente do progndstico destes pacientes
(110).

Matsubayashi e colaboradores estudaram 95 pacientes com carcinoma papilifero que
foram tratados cirurgicamente em 1983 e foram seguidos clinicamente até 1992. O grupo
observou que 36 pacientes apresentaram linfdcitos infiltrantes de tumores nos tecidos de
carcinomas papiliferos, enquanto que 59 pacientes ndo apresentavam evidéncias de linfocitos
infiltrantes de tumores. A recorréncia do tumor foi observada em apenas um dos pacientes
(2,8%) cujos tumores apresentavam linfécitos, enquanto que 11 pacientes (18,6%) cujos tumores
ndo apresentavam linfécitos apresentaram recorréncia, sugerindo que a presenga de linfécitos
infiltrantes de tumores pudesse ser um mecanismo protetor no progndstico destes pacientes (95).
Villagelin e colaboradores investigaram 157 pacientes consecutivos com carcinoma papilifero de
tiroide. Estes pacientes foram classificados em trés grupos: (A) aqueles que apresentavam
linfécitos infiltrantes de tumores; (B) aqueles que apresentavam linfécitos apenas margeando o
tumor; (C) aqueles que ndo apresentavam linfocitos. Ap6s uma mediana de 8 anos de seguimento
clinico, o grupo C apresentou uma taxa de recorréncia significativamente maior que os grupos A
e B, sugerindo que a presenca de linfdcitos infiltrantes de tumores possam favorecer o
progndstico dos pacientes com carcinoma papilifero de tiroide (112).

Ja French e colaboradores nao obtiveram o mesmo resultado. Este grupo estudou 100
pacientes com carcinomas papiliferos e demonstrou que pacientes cujos tumores apresentavam

linfécitos infiltrando dreas tumorais apresentavam estadiamento mais avangado ao diagndstico,
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maior frequéncia de invasdo extra-tiroideana e metdstases linfonodais, quando comparados
aqueles cujos tumores nao apresentavam linfécitos (109). Entretanto, linf6citos sdo um conjunto
de muitas células que desempenham fun¢des completamente diferentes a depender do fendtipo
de cada grupo celular.

A composic¢do de linfécitos infiltrantes de tumores foi estudada por Modi e colaboradores
que mostraram que 43% de 21 casos de carcinoma papilifero apresentavam linfécitos T
auxiliares, 38% apresentavam linfécitos T citotoxicos, 48% apresentavam linfocitos B e somente
1 caso (5%) continha linfécitos NK (113). Gupta e col. mostraram que a proliferacdao de
linfécitos infiltrantes de tumores foi associada ao aumento do tempo livre de doenga em criangas
e adultos jovens com cancer de tiroide (96). Porém o baixo nimero de amostras e curto tempo de
seguimento limitam as conclusdes destes estudos. French e colaboradores mostraram que a
infiltracdo de linfécitos Treg estava correlacionada a presenca de metdstases linfonodais e que a
infiltracdo de linfécitos T CD4+ (auxiliares) estava positivamente correlacionada ao maior
tamanho tumoral (109), sugerindo que a infiltracdo de tais células conferisse pior progndstico aos
pacientes. Os resultados discrepantes entre os diferentes grupos de pesquisa reforca a
necessidade de que mais estudos abordem a infiltracdo de células imunoldgicas em cancer
diferenciado de tiroide como marcadores de progndstico.

Nosso grupo estudou a expressdo de FoxP3 em células de cancer diferenciado de tiroide.
A expressdo de FoxP3 foi inicialmente descrita como restrita ao tecido hematopoiético e é
marcador de linfécitos Treg. Entretanto, achados recentes sugerem que outros tecidos e linhagens
celulares também seriam capazes de expressar FoxP3 (114-117). Nossos dados demonstraram
que FoxP3 ¢é expressa ndo somente em linfécitos infiltrantes de tumores como também em

citoplasma e nucleo de células foliculares. A expressdao nuclear de FoxP3 foi mais intensa em
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pacientes mais jovens e em pacientes com tumores metastaticos (118). De fato, embora criangas
e adolescentes tendam a se apresentar com estdgios avancados da doenca e tenham alta
probabilidade de metéstase locorregional e a distincia, eles geralmente exibem excelentes taxas
de sobrevida (119). Em contraste, pacientes mais velhos experimentam um aumento da taxa de
mortalidade em paralelo com a ocorréncia de metéstases (1, 24). A associacdo entre expressao
nuclear de FoxP3 e presenca de metdstase e menor idade ao diagndstico sugere que o sistema
imunoldgico seja um componente importante para o entendimento do comportamento ndo usual
do cancer diferenciado de tiroide na faixa etdria pedidtrica. Mais estudos, entretanto, sdao

necessarios para comprovar esta associagao.
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Justificativas

1. Caréncia de dados contundentes na literatura: poucos estudos investigaram a associacao
entre o perfil de resposta imunoldgica tumoral e caracteristicas clinicas e
anatomopatoldgicas de carcinomas diferenciados da tiroide;

2. Aplicabilidade imunoterdpica: terapias anti-tumorais podem ser mais efetivas se
combinadas com agentes que previnam a supressao da resposta anti-tumoral;

3. Planejamento terapéutico: identificacdo prévia de pacientes de pior progndstico pode
auxiliar no planejamento cirtrgico, aplicacao de radioiodoterapia e seguimento, enquanto
que pacientes com tendéncia a melhor evolu¢do podem sofrer terapias menos agressivas;

4. Compreensdo da imunologia antitumoral e aplicabilidade clinica: estudos clinicos que
comparam eventos fisiolégicos com evolucdo clinica, como o presente estudo, sdo
fundamentais para a transposicdo do conhecimento bdsico para dreas de aplicacdo
médica;

5. Novas estratégias terapéuticas poderao ser delineadas a partir da melhor compreensao da

fisiologia e da patologia da resposta imunoldgica no cincer de tiroide.
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OBJETIVOS

O objetivo deste trabalho foi investigar o padrdo de expressdo protéica de tumores

tiroideanos (tecidos benignos e tecidos malignos). Este padrdo de expressdo proteica incluiu

caracterizar: (1) a presenca de infiltracdo de linf6citos e macréfagos infiltrantes de tumores, (2) a

funcionalidade destas células imunolégicas e (3) o microambiente tumoral.

Com estes dados, pretendemos responder as seguintes perguntas:

1.

A infiltragdo de células imunoldgicas é mais freqiiente em tumores benignos
ou malignos?

A infiltragdo de células imunoldgicas estd correlacionada a caracteristicas de
maior ou menor agressividade tumoral?

A infiltracdo de células positivas para GRANZIMA B, CD25 ou CD69 é mais
freqiiente em tumores benignos ou malignos?

A infiltracdo de células positivas para GRANZIMA B, CD25 ou CD69 esta
correlacionada a caracteristicas de maior ou menor agressividade tumoral?

A expressao de proteinas como COX2, IL-10, IL-23, IL-6, IL-1pB, IL-17 e
CD134 € mais freqiiente em tumores benignos ou malignos?

A expressdo de COX2, IL-10, IL-23, IL-6, IL-1B, IL-17, ROR-yT e CD134
estd correlacionada a um perfil de infiltracdo de células do sistema
imunoldgico em tumores de tiroide?

A expressdo de COX2, IL-10, IL-23, IL-6, IL-1B, IL-17, ROR-yT e CD134
estd correlacionada a caracteristicas de maior ou menor agressividade tumoral?

Existe diferenca no microambiente tumoral de criancas e adolescentes?
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Existe diferenca no microambiente inflamatério da metastase linfonodal se

comparado ao tumor primario?

22



MATERIAL E METODOS

Pacientes

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa do A.C. Camargo Cancer
Center (Projeto de Pesquisa nimero 1259/09-B). Foram investigados retrospectivamente 437
pacientes com carcinoma diferenciado ou processos ndo malignos da tiroide, cujas amostras de
tecido previamente fixadas em formalina e incluidas em blocos de parafina eram mantidas no
Banco de Tecidos do A.C. Camargo Cancer Center, Sdo Paulo, Brasil, conforme resumido na
Tabela 2. Cancer bem diferenciado de tiroide foi diagnosticado em 305 pacientes: 252 com
carcinoma papilifero e 53 com carcinoma folicular. Além disso, obtivemos 132 tecidos normais
ou benignos de tiroide, incluindo: 18 casos de tecido normal, 58 bdcios nodulares e 56 adenomas
foliculares. Informacdes clinicas foram obtidas dos prontudrios. Adicionalmente, obtivemos
tecidos de metastases linfonodais ao diagnostico de 25 pacientes. Para estes casos, fizemos

andlise pareada entre tecido metastatico e tumor primario.
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Tabela 2: Andlise descritiva resumindo todos os pacientes estudados. Os dados sdo expressos em

namero absoluto.

Niimero Género TLC concomitante
Diagnéstico histopatologico
de pacientes M F <45 anos >45 anos Presente Ausente
Tecido normal 18 1 17 1 17 - -
E‘J Bécio nodular 58 8 50 20 38 - -
Té Adenoma folicular 56 9 47 27 29 - -
% Total 132
Carcinoma papilifero
Tipo Cldssico 154 29 125 97 57 46 108
Variante Folicular 86 16 70 39 47 27 59
En Pouco diferenciado 12 2 10 4 8 4 8
=
Carcinoma Folicular 53 12 41 15 38 15 38
Total 305

Abreviaturas: TLC, tiroidite linfocitica cronica; M, sexo masculino; F, sexo feminino.

Observacao: Tabela 4 para andlise estatistica; “-*

significa casos ndo avaliados.

Tecidos parafinados de todos os 437 casos foram revistos para confirmagdo diagndstica e

a fim de selecionar as dreas mais representativas para construir um “tissue microarray” (TMA,

Beecher Instruments ®, Silver Springs, MD, EUA) para a andlise imunoistoquimica. O TMA

constou de 2 amostras de 1 mm de didmetro de cada espécime, que foram selecionadas e

coletadas para compor as laminas a serem submetidas aos estudos imunoistoquimicos. Quando

existente, o infiltrado inflamatério foi incluido nas amostras.

TLC foi investigada no parénquima tiroideano adjacente aos carcinomas diferenciados da
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tiroide e os pacientes foram classificados de acordo com esta investigagdo em “TLC
concomitante presente” e “TLC concomitante ausente”. Esta andlise foi feita com auxilio do
Professor José Vassallo. A presenca de tiroidite foi caracterizada pela intensa infiltracdo
linfocitica com formacdo de foliculos linféides, fibrose e atividade folicular regenerativa na
forma de numerosos foliculos pequenos, muitas vezes revestidos por células de Hiirthle.
Linfécitos e macréfagos infiltrantes de tumores foram avaliados por marcadores
imunoistoquimicos. O perfil de expressio protéica dos tumores foi avaliado por
imunoistoquimica. Ambos os dados imunolégicos e de expressdo protéica foram correlacionados
com varidveis clinico-patoldgicas, tais como idade, sexo, grupo étnico, tamanho tumoral,
multifocalidade, invasdo extra-tiroideana, presenca de metdstase linfonodal ao diagndstico,
estadiamento e sobrevida livre de recidiva/metastase.

Os pacientes foram acompanhados com exames periddicos de Pesquisa de Corpo Inteiro
(PCI), TSH e tireoglobulina (Tg) séricos. A PCI consiste no exame de imagem que busca a
presenca de tecido iodo captante em diferentes regides do corpo do paciente. Exames adicionais
foram feitos de acordo com protocolo padronizado que incluia raios-X, ultra-sonografia,
tomografia computadorizada e outros procedimentos para detectar eventuais metdstases
distantes, por um periodo de 1 a 416 meses (Média 67,35 + 2,41 meses; Mediana = 45 meses).
Pacientes com Tg elevada foram submetidos a PCI. Tumores recorrentes e/ou apresentando
metéstases distantes foram definidos de acordo com os parametros acima referidos.
Agressividade ao diagndstico foi determinada segundo o sistema TNM de classificacdo e

estadiamento de carcinoma diferenciado de tiroide (32).
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Imunoistoquimica (1Q)

Secdes de cinco micrometros do TMA foram colocadas em laminas eletricamente
carregadas, desparafinadas e hidratadas em concentra¢des decrescentes de dlcool. A atividade da
peroxidase endogena foi bloqueada com H,O, 3% por 15 minutos. Todos os cortes de tecido
foram submetidas ao calor para recuperacdo antigénica com uso de tampao citrato 10% (10mM,
pH 6,0) em um recipiente a vapor (90° C durante 30 minutos). Seccdes de tecidos foram
incubadas por 12 a 16 horas a 6° C com anticorpos primarios listados na Tabela 3. O sistema de
deteccdo livre de biotina advanced foi utilizado segundo instru¢des do fabricante (DAKO,
Carpenteria, CA, EUA). Foi aplicado DAB (3,3 - tetrahidrocloreto-diaminobenzidina; Sigma, St
Louis, MA, EUA) como cromdgeno por 5 minutos, em temperatura ambiente. Os cortes foram
contracorados com hematoxilina. Os controles positivos e negativos foram executados no mesmo
lote de reacdo.

Dividimos os marcadores imunoistoquimicos em trés grandes grupos: (a) marcadores de
células imunoldgicas (figura 4), (b) marcadores de atividade das células imunolégicas (figura 5)
e (c¢) marcadores inflamatérios das células tumorais (figura 6). Os marcadores de células
imunoldgicas sdo aqueles utilizados para avaliar subconjunto de linfécitos e macréfagos
infiltrantes de tumores, como CD3, CD4, CDg, CD16, CD20, CD45R0O, CD68 ¢ FOXP3. Os
marcadores de atividade das células imunoldgicas fornecem embasamento para verificar se
determinada célula do sistema imunoldgico estd ou ndo ativada, como CD69, CD25 e
GRANZIMA B. Por sua vez, os marcadores inflamatérios das células tumorais sdo proteinas que
uma vez produzidas pelas células tumorais favorecem ou desfavorecem um microambiente pro-
inflamatério, como COX2, IL-17A, IL-1B, IL-10, IL-6, CD134 e IL-23. Uma vez que nem todos

os casos tiveram amostras de tecidos suficiente para todos os ensaios de marcadores, nem todas
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as avaliagOes estatisticas feitas neste estudo o foram com o total de casos disponiveis. A

expressao de ROR-yT, por exemplo, foi possivel apenas para 62 amostras de tecidos malignos.
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Figura 4: Painel de células do sistema imunolégico em carcinomas papiliferos da tiroide. Todas
as imagens correspondem a reatividade imunoistoquimica para cada um dos marcadores,
evidenciada pela coloracdo marrom na membrana dos linfécitos. (A) Infiltracdo de linfdcitos
CD3+ (100x), que é um marcador pan-T. (B) Infiltracdo intra tumoral de linfécitos T CD4+
(100x). Linfécitos T CD4+ (T auxiliares) infiltram-se de modo massivo entre as papilas. (C)
Infiltra¢do de linfécitos T CD8+ (T citotéxicos; 100x), que se infiltram de modo esparso entre as
células tumorais. (D) Infiltracio de linfécitos CD16+ (linfécitos natural killer; 100x). (E)
Linfécitos CD20+ (linfécitos B; 100x) infiltrando maci¢camente tecido tumoral tiroideano. (F)
Infiltracdo de linfécitos CD45RO+ (T de memodria; 100x). (G) Infiltracio de macréfagos
associados a tumores (CD68+; 100x). (H) Linfocitos T regulatorios (FoxP3+; setas brancas)
infiltrando tecido tumoral tiroideano (200x). Notar que células de carcinoma papilifero (setas

pretas) também apresentam expressao tanto citoplasmética quanto nuclear de FoxP3.
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Figura 5: Painel de linfécitos infiltrantes de tumores de carcinomas papiliferos. Todas estas
reacdes imunoistoquimicas marcam a expressdo de proteinas relacionadas a ativacdo linfocitaria.
Notar que os linfécitos ativados estdo dispersamente distribuidos entre as células malignas. (A)
Linfécitos expressando CD25 (200x). (B) Linfécitos expressando CD69 (200x; setas pretas
indicam os linfocitos CD69+). Linf6citos expressando GRANZIMA B: (C) aumento de 200x,
com setas pretas indicando linfécitos GRANZIMA B+ e (D) aumento de 300x. (D) Maior
aumento mostrando os linfécitos GRANZIMA B+ (setas pretas), que sdo células pequenas, com
cromatina condensada e localizam-se proximas de células tumorais. Notar que a expressao de
GRANZIMA B apresenta padrdo granular. Células tumorais, por sua vez, sio grandes, com

citoplasma abundante e nucleos grandes tipicos com coloragdo em vidro fosco.
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Figura 6: Painel de expressdo de proteinas inflamatdrias. Todas as proteinas em questdo sdo
expressas pelas células tumorais tiroideanas. (A) Expressio de COX2, que encontra-se
difusamente expressa no citoplasma das células tumorais. (B) Expressdo de CD134, intensa e
difusamente marcada no citoplasma de células tumorais. (C) Expressdo de IL-10, com forte e

difusa marcacdo citoplasmatica. (D) Expressdao de IL-23, que apresentou expressdo homogénea,
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citoplasméatica e difusa entre as células tumorais. (E) Expressio de IL-6 com padrido
citoplasmatico e multifocal. (F) Expressao de IL-1P, com intensa marcacgdo citoplasmatica,
difusamente expressa em todo tecido tumoral. (G) Expressao de IL-17A, com predominio de
padrdo citoplasmatico e multifocal. (H) Expressio de ROR-yT, com intensa marcagdo
citoplasmatica. Notar que, mesmo sendo um fator de transcri¢do, ndo apresentou expressiao

nuclear. Todas a imagens foram obtidas com magnificacdo de 100x.
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Tabela 3: Especificagdes dos marcadores imunoistoquimicos.

Categoria Marcador Clone Diluicido Empresa Funcio fisiopatolégica
CD3 Policlonal de 1:500 DAKO Marcador de Linfé6citos Pan-T
Coelho
- CD20 Monoclonal L26 1:1000 DAKO Marcador de Linfécitos B
% CD4 Monoclonal 1F6 1:100 Novocastra Marcador de Linfocitos T auxiliares
‘8 § CD8 Monoclonal SP16 1:100 Thermo Marcador de Linfécitos T citotdxicos
2 & Scientific
4 % CD68 Monoclonal KP1 1:1000 DAKO Marcador de Macréfagos
g E FoxP3 Monoclonal 1:500 Abcam Marcador de Linfécitos T regulatérios
g g 236A/E7
<§ CD16 Monoclonal 2H7 Pré- Abcam Marcador de linfécitos natural killer (NK)
diluido
CD45R0O Monoclonal 1:10 DAKO Identifica os linfécitos T de memoria
UCHL-1
GRANZIMA B GrB-7 1:300 DAKO Identifica os linfécitos T ativados
% 2 .?D CD25 Monoclonal 4C9 1:100 Leica Receptor de IL-2, que identifica ativag@o linfocitdria
g ° E CD69 Monoclonal CH11 1:25 Abcam Transducao de sinal envolvida na proliferacdo e ativacao de linfécitos
< B T, NK
COX2 Monoclonal GrB7 1:5000 DAKO Enzima que leva a produgéo de prostaglandinas
2 CD134 Monoclonal 1:100 Santa Cruz Molécula coestimulatoria envolvida na resposta mediada por linfécitos
= MMO0505-8S23 CD4+e¢B
@ IL-10 Policlonal de 1:100 Abcam Interleucina que inibe a expressdo de citocinas Th1 e MHCII.
é’ Coelho
2 IL-23 Monoclonal 1:100 Abcam Estimula a produgdo de interferon gama, levando a cronificagéo da
k= . P19[HLT2736] inflamac@o. E requerida para diferenciacdo de células Th17 a partir de
5 & ThO
§ g IL-6 Policlonal de 1:100 Abcam Produzida em locais de inflamag¢do aguda ou cronica, tem papel da
= 2 Coelho maturacdo de linfécitos B e diferenciagdo de células Th17
E IL-1P Monoclonal [11ES5] 1:50 Abcam Importante mediadora da resposta inflamatdria envolvida em intimeras
g atividades celulares, incluindo proliferacdo diferenciagdo e apoptose
s IL-17 Monoclonal 1:50 eBioscience Papel proinflamatdrio. Estimula a expressdo de IL-6 e estd associada a
g eBio64DEC17 cronifica¢@o do processo inflamatério
= ROR-yT Policlonal de 1:20 Abcam Fator de transcri¢ao que exerce funcao fundamental na diferenciacdo de
Coelho Th17
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Informacdes dos fabricantes: DAKO (Carpenteria, CA, EUA), Novocastra (Newcastle upon Tyne, UK), Thermo
Scientific (Rockford, IL, EUA), Chemicon International (Temecula, CA, EUA), SantaCruz Biotechnology
(SantaCruz, CA, EUA), Abcam (Cambridge, UK) and Epitomics (Burlingame, CA, EUA).

Avaliagdo da IQ

O resultado das reagdes imunoistoquimicas foi avaliado com auxilio do Professor José
Vassallo. As células foram consideradas positivas para os marcadores imunoistoquimicos
quando uma colora¢do marrom clara foi observada na tipica localizacao celular. A avaliacdo dos
marcadores de células do sistema imunoldgico e da atividade das mesmas foi feita para cada
amostra tecidual, estimando o niimero de células positivas. O nimero de células positivas foi
classificado como: 0 = nenhuma célula positiva, 1 = até 10 células positivas, 2 = mais de 10
células positivas. A figura 5 mostra um painel da infiltracdo de algumas destas células do sistema
imunolégico.

Os marcadores inflamatérios das células tumorais foram avaliados pela estimativa da
porcentagem de células tumorais positivas e a intensidade da coloracdo. A porcentagem de
células positivas foi classificada como: 0 = nenhuma célula positiva, 1 = até 25% de células
positivas, 2 = 25-50% de células positivas, 3 = 50-75% de células positivas, 4 = mais de 75% de
células positivas . A intensidade foi classificada como: 0 = negativo, 1 = leve coloragdo, 2 =
moderada coloragdo, 3 = forte coloracdo. A pontuagdo final foi calculada somando os dois, a
porcentagem de células positivas e a intensidade da marcacdo, que variou entre O e 2-7. Para fins
estatisticos, os casos classificados como 0 e 2 foram agrupados e chamados de "negativo" e os

casos que receberam pontuagdo 3-7 foram chamados de "positivo".

33



Anadlise de metdstases linfonodais

Tecidos de metastases linfonodais pareados com tecidos de tumores primarios estavam
disponiveis para andlise de 25 pacientes. Isso nos permitiu estudar mais aprofundadamente o
microambiente inflamatério em ambos os tecidos. As laminas foram digitalizadas usando o
Sistema Apério (Vista, CA, USA) e avaliadas por meio do software SCANSCOPE (Apério).
Dois diferentes algoritimos foram utilizados: (a) identificacdo de células do sistema imunolégico
e (b) quantificacido da expressdo das proteinas nas células tumorais. A identificacdo de células
tem como resultado a densidade de células positivas expressa na razdo entre o nimero de células
positivas pelo nimero total de células no spot tecidual andlisado. A quantificacdo da expressao
de proteinas tumorais foi feita pelo mesmo software, que nos fornece um resultado quantitativo
baseado na quantidade e na intensidade de células marcadas, variando de 0 (nenhuma célula

positiva) a 1 (todas as células intensamente positvas).

Andlise Estatistica

A andlise estatistica foi realizada através do Statistical Package for the Social Sciences
(SPSS) ® software, versao 13.0. Sobrevida livre de recorréncia foi calculada utilizando-se curvas
de sobrevivéncia de Kaplan-Meier, com andlise de log-rank. Andlise ndo paramétrica foi
realizada utilizando Teste Exato de Fisher ou Qui-quadrado. Um modelo de regressdo logistica
multivariada foi aplicado usando as caracteristicas clinicas e anatomopatolégicas como varidveis
dependentes e as varidveis imunoldgicas como varidveis explanatérias. O teste de Mann-Whitney
foi utilizado para comparar medidas continuas entre dois grupos cuja varidvel ndo apresentava
distribuicdo normal; Kruskal-Wallis foi utilizado para comparar trés ou mais grupos cujas

varidveis ndo apresentaram distribui¢ao normal. Teste T ou teste ANOVA foram utilizados para
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varidveis que apresentavam distribuicdo normal, comparando dois ou trés ou mais grupos,
respectivamente. Teste T pareado foi usado para comparar o microambiente dos tumores
primérios e respectivas metastases linfonodais. O modelo de riscos proporcionais de Cox foi
utilizado para andlise de sobrevida multivariada, com critério step-wise de selecdo de varidveis.

Todos os testes foram realizados ao nivel de significancia de p<0,05.
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RESULTADOS

A maioria dos pacientes era do sexo feminino (n=360; 82,4%) e 17,6% dos pacientes
eram do sexo masculino (n=77). Entre os 132 pacientes com doenca benigna da tiroide, a idade
média no momento do diagndstico foi de 49,29 + 15,18 anos (média + desvio padrdo). Dentre
aqueles 305 com o cancer de tiroide, a idade média foi de 44,13 + 16,44 anos. A média do
tamanho tumoral foi de 3,00 + 2,21 cm. A maioria dos pacientes foi diagnosticada em estagios
iniciais da doenca (59,2% em estagio I; 12,9% em 1I; 12,2% em 11l e 15,7% em IV). Houve
invasao extratiroideana em 53,3% dos casos e os tumores eram unifocais em 58,7% dos
pacientes.

A presenga de TLC concomitante se correlacionou a caracteristicas de menor
agressividade tumoral. A TLC concomitante se associou ao sexo feminino (p=0,001), a menor
dose acumulada de ablacdo actinica (p=0,010), ao menor tamanho tumoral (p<0,001), & auséncia
de invasdo extratiroideana (p=0,002) e a auséncia de metdstase ao diagndstico (p<0,001).
Tumores que apresentavam TLC concomitante frequentemente apresentavam infiltracdo
intratumoral de diversas células do sistema imunoldgico, que incluem macréfagos (p=0,005),
linfécitos T (p<0,001), linfécitos T auxiliares (p<0,001), linfécitos T citotoéxicos (p<0,001),
linfécitos NK (p=0,025), linfécitos T de memoria (p=0,002) e linfécitos B (p<0,001). A presenga
de TLC concomitante se associou a infiltragdo intra-tumoral de linfécitos CD69+ (p=0,008), mas
ndo a infiltracdo de linfécitos GRANZIMA B+ e CD25+. Nao observamos associacdo entre a

presenca de TLC concomitante e a expressao de marcadores inflamatdrios tumorais.
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Células do sistema imune e varidveis clinicas e anatomopatologicas

A tabela 4 mostra a distribuicdo numérica de cada marcador de células do sistema

imunolégico em todos os tecidos analisados.

Tabela 4: Distribui¢do das diferentes categorias dos marcadores de células do sistema

imunoldgico em todos os tecidos analisados.

Variavel Categoria N %o
Linfécitos T Auséncia de células 272 62,2
Até 10 células 40 9,2
Mais que 10 células 125 28,5
Linfécitos T auxiliares Auséncia de células 344 78,7
Até 10 células 27 6,2
Mais que 10 células 66 15,1
Linfécitos T citotoxicos  Auséncia de células 229 52,4
Até 10 células 113 25,9
Mais que 10 células 95 21,7
Linfécitos B Auséncia de células 367 83,9
Até 10 células 12 2,8
Mais que 10 células 58 13,3
Linfécitos NK Auséncia de células 92 21,1
Até 10 células 89 20,4
Mais que 10 células 256 58,5
Linfécitos Treg Auséncia de células 401 91,7
Até 10 células 3 0,7
Mais que 10 células 33 7,6
Macréfagos Auséncia de células 169 38,8
Até 10 células 134 30,6
Mais que 10 células 134 30,6
Linfécitos T de memodria  Auséncia de células 154 35,3
Até 10 células 114 26,1
Mais que 10 células 169 38,6
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A tabela 5 resume os resultados das associagdes entre infiltracdo de células do sistema
imunoldgico e caracteristicas clinicas e anatomopatolégicas. O marcador CD3 é conhecido por
evidenciar linfécitos T (marcador pan-T linfocitico). Observamos que 48,8% dos tecidos
malignos apresentaram infiltracdo de linfécitos T, enquanto que apenas 5,8% dos tecidos
benignos apresentaram infiltracdo destas células (p<0,001). Dos tecidos que apresentavam
cépsula fibrética, 63,2% apresentaram infiltracdo de linfécitos T, enquanto que apenas 37,5%
dos tecidos sem cdpsula mostraram infiltracdo destes linfécitos (p=0,004). A presenca de
linfécitos T foi mais frequente em tecidos de pacientes que apresentaram metdstase ao
diagnostico (61%) do que em tecido de pacientes que ndo apresentaram metdstase (40,2%;
p=0,004). Entretanto, ndo observamos correlacdo entre a infiltracio de linfécitos T e

estadiamento, tamanho tumoral, invasio extra-tiroideana e multifocalidade.
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Tabela 5: Resumo das associa¢des entre varidveis clinicas e anatomopatoldgicas e infiltragdo de

células do sistema imunoldgico.

- - - @ = 2 2 3
o s gf 22 g % F * Bf
Variavel clm}n@ e 5 z S b= \g 5 S 3 S kS \g
anatomopatoldgica it S % < 5 Py & 2 3] 23
= = 3
Mais frequente em tumores malignos RD RD RD RD RD RD RD RD
Idade ao diagndstico RI RI RI RI
Tamanho tumoral RI RD RI
Dose acumulada de radioiodoterapia RD
Diferenciag¢do RI RI
Multifocalidade RD
Encapsulamento RD RI RI RI
Invasido extratiroideana RI RI RI RI
Metéstase ao diagndstico RD RD RD

Abreviagdes: RD: relacio direta entre a infiltracdo celular a varidvel clinica ou
anatomopatoldgica. RI: relacdo inversa entre a infiltragdo celular a varidvel clinica ou
anatomopatolégica. Em azul, associacdo mostra-se favordvel ao paciente. Em vermelho,

associacdo mostra-se desfavoravel ao paciente.

Os linfécitos T podem ser classificados em dois grandes grupos: CD4+ (auxiliares) e
CD8+ (citotoxicos). Os linfocitos T auxiliares foram mais frequentemente encontrados em
tecidos malignos (27,5%) do que em tecidos benignos (2,3%; p<0,001). Linfécitos T auxiliares
foram mais frequentes entre tumores pouco diferenciados (72,7%) do que entre tumores bem
diferenciados (29,8%). Estes linfécitos foram pouco frequentes em tecidos que apresentaram
invasdo extra-tiroideana (21,3%) se comparado a tecidos que se apresentaram confinados ao
limite tiroideano (41,5%; p=0,002). Nao observamos associacdo entre infiltragdo de linfécitos T

auxiliares e demais varidveis clinico-patoldgicas.
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A infiltracdo por linfécitos T citotoxicos foi mais frequente entre tumores malignos
(51,7%) do que entre tecidos benignos (35,1%; p=0,007). Pacientes cujos tumores apresentaram
infiltracdo de linfécitos T citotoxicos foram diagnosticados mais jovens (média de 43,5 anos) do
que pacientes cujos tumores ndo apresentaram infiltracdo destes linfécitos (média de 47,5 anos;
p=0,006). Infiltracdo destes linfécitos foi mais frequente em tumores nao encapsulados (41,3%
dos encapsulados versus 60,2% dos ndao encapsulados; p=0,04). Observamos que 40,7% dos
tumores sem invasdo extra-tiroideana apresentaram-se com mais de 10 linfécitos T citotdxicos,
enquanto que apenas 23,2% dos tumores com invasio extra-tiroideana apresentaram mais que 10
linfécitos T citotoxicos (p=0,006). Curiosamente, estes linfocitos foram encontrados em 66,6%
dos tumores que se apresentaram com metdstase ao diagndstico, enquanto que 52,8% dos
tumores que ndo se apresentaram com metastase continham infiltracdo de linfécitos T citotéxicos
(p=0,06). Por outro lado, observamos uma associagdo entre infiltracdo de linfécitos T citotoéxicos
e menor tamanho tumoral (p=0,038). Nao observamos associacdo entre a presenca de linfécitos

T citotoxicos e as demais varidveis clinico-patoldgicas.

O marcador CD20 mostra a infiltracdo de linfdcitos B. Esta infiltracao foi identificada em
22, 7% dos tecidos malignos e em apenas 1,8% dos tecidos benignos (p<0,001). Pacientes cujos
tumores se apresentaram infitrados por linfocitos B foram diagnosticados em idade mais precoce
(com linfdcitos B, 43,4 anos; sem linfocitos B, 47,5 anos; p=0,016). Observamos que 25,9% dos
tumores sem invasdo extratiroideana apresentaram mais que 10 linfécitos B, enquanto que
apenas 13,5% dos tumores com invasdo apresentaram mais que 10 linfécitos B (p=0,035). Nao
observamos associagdo entre infiltracdo de linfocitos B e as demais varidveis clinicas e

anatomopatolégicas.
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CD16 evidencia a infiltracdo de linfécitos NK. Neste caso em especial, observamos que
as associagdes com varidveis clinicas e anatomopatolégicas foram encontradas quando
categorizamos a infiltracdo destes linfocitos comparando ter mais que 10 células versus ter
menos que 10 destes linfécitos. De fato, 72,9% dos tecidos malignos apresentaram mais que 10
linfécitos NK infiltrando &reas tumorais, enquanto que apenas 36,9% dos tecidos benignos
apresentaram mais que 10 linfécitos NK (p<0,001). Observamos associacao entre a infiltracao de
mais de 10 linfécitos NK e menor idade ao diagndstico (p=0,011). A maioria dos tecidos nao
encapsulados (89,2%) apresentaram mais que 10 linfécitos NK, enquanto que 55,5% dos tecidos
com cdpsula fibrética apresentaram mais que 10 linfécitos NK (p=0,003). Tumores que
apresentaram mais que 10 linfécitos NK eram maiores (média de 3,6 cm) do que tumores que
apresentaram menos que 10 linfécitos NK (2,1 cm; p<0,001). Pacientes cujos tumores
apresentaram mais que 10 linfécitos NK foram submetidos a maiores doses acumuladas de
radioiodoterapia (média de 269,6 mCi) se comparados a pacientes cujos tumores apresentaram

menos que 10 linfocitos NK (193,7 mCi; p=0,046).

Os linfécitos Treg sdo evidenciados pela expressdo da proteina FOXP3. Nenhum dos
tecidos benignos apresentou infiltragdo destes linfocitos. Entretanto, 17% dos carcinomas
papiliferos apresentaram infiltracdo de linfocitos FoxP3+ e ndo detectamos infiltracio de
linfécitos Treg em carcinomas foliculares. A infiltragdo de linfécitos Treg se associou a auséncia

de invasdo extratiroideana (p=0.012) e a0 menor tamanho tumoral (p=0.007).

O marcador CD68 mostra a presenca de macréfagos. Nossos resultados mostraram que
73,6% dos tecidos malignos apresentaram infiltracdo por macréfagos, enquanto estas células
foram notadas em apenas 33,9% dos tecidos benignos (p<0,001). Observamos associagdo entre

infiltracdo de macréfagos e menor idade do diagndstico (p=0,011). Pouco mais da metade
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(54,5%) dos tumores que apresentaram metdstase ao diagndstico apresentaram mais que 10
macréfagos infiltrantes de tumor. Entretanto, 39,6% dos tumores que ndo apresentaram
metédstase ao diagndstico apresentaram mais que 10 macréfagos infiltrantes de tumores

(p=0,046).

Os linfécitos T de memdria sao observados pela expressao de CD45RO. Em 71,3% dos
tumores malignos foi observada infiltracdo de linfécitos T de memoria, enquanto que 54,9% dos
tecidos benignos apresentaram infiltracao destes linfocitos (p=0,005). Linfécitos T de memoria
foram mais frequentemente encontrados entre os tumores multifocais (83,5%) do que entre
tumores unicocais (67,6%; p=0,031). Observamos que 58,6% dos tumores ndo encapsulados
apresentaram mais que 10 linfécitos T de memoria, enquanto que apenas 18,2% dos tumores
encapsulados apresentaram infiltragdo destes linfécitos (p=0,002). Todos os tumores pouco
diferenciados apresentaram mais que 10 linfocitos T de memdria, enquanto que apenas 49,5%
dos tumores bem diferenciados apresentaram infiltracdo por linfocitos T de memoria. Ainda,
63,7% dos tumores que apresentaram metdstase ao diagnostico apresentaram infiltragdo de mais
de 10 linfécitos T de memoria, enquanto que 44,7% dos tumores que ndo apresentaram metastase
ao diagnostico apresentaram infiltragdo de mais de 10 linfécitos T de memoria (p=0,027). Nao
observamos associacdo entre infiltracdo de linfécitos T de memodria e as demais varidveis

clinicas e anatomopatoldgicas.
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Ativacdo de células do sistema imune e varidveis clinicas e anatomopatolégicas
A tabela 6 mostra a distribuicdo numérica de cada marcador de células do sistema

imunolégico em todos os tecidos analisados.

Tabela 6: Distribuicio das diferentes categorias dos marcadores de atividade das células

do sistema imunoldgico em todos os tecidos analisados.

Variavel Categoria N %

GRANZIMA B Auséncia de células 380 87,0
Até 10 células 47 10,7

Mais que 10 células 10 2,3

CD69 Auséncia de células 279 63,8

Até 10 células 71 16,2

Mais que 10 células 88 20,1

CD25 Auséncia de células 360 82,5

Até 10 células 39 8,9

Mais que 10 células 38 8,6

A presenca de linfécitos ativados foi um achado raro nos espécimes estudados. Esse
resultado nos sugere que a massiva infiltracao leucocitdria observada em muitos tecidos benignos
e malignos seja majoritariamente composta por linfécitos ndo ativados e que, por isso, nao
seriam capazes de desencadear uma resposta imunoldgica anti-tumoral efetiva.

A presenca de linfocitos GRANZIMA B+ foi mais frequente entre os tumores malignos
(16,6%) do que entre os tecidos benignos (8,13%; p=0,037). Observamos que 24,6% dos
tumores que apresentaram invasdo extra-tiroideana apresentaram infiltracio de linfécitos
GRANZIMA B+, enquanto que 11,5% dos tumores sem invasdo mostraram infiltracdo destes
linfécitos (p=0,053). Nao observamos associacdo entre a infiltragdo de linfocitos GRANZIMA

B+ e demais variaveis estudadas.
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A infiltracdo de linfécitos CD69+ foi demonstrada em 49,7% dos tumores malignos,
enquanto que apenas 16,5% dos tecidos benignos apresentaram estes linfocitos ativados
(p<0,001). A infiltracdo de mais de 10 linfécitos CD69+ foi mais frequente entre os tumores nao
encapsulados (33,8%) se comparado a tumores com capsula fibrética (8,69%; p=0,025). Ainda,
71,1% dos tumores que apresentaram metdstase ao diagndstico apresentaram infiltracdo de
linfécitos CD69+, enquanto que 46,5% dos tumores que ndo apresentaram metdstase continham
infiltracdo destes linfécitos (p=0,003). Nao notamos associacdo entre a infiltracdo de linfécitos
CD69+ e demais varidveis clinicas e anatomopatoldgicas.

A infiltracdo de linfécitos CD25+ foi mais frequente entre os tumores malignos (21,8%)
do que entre os tecidos benignos (10,8%; p=0,018). Nossos resultados mostraram que 36,6% dos
tumores pouco diferenciados apresentaram mais de 10 linfécitos CD25+, enquanto que apenas
7,43% dos tumores bem diferenciados apresentaram mais de 10 linfécitos CD25+ (p=0,013).
Também observamos que 32,7% dos tumores que apresentaram metdstase ao diagndstico
apresentaram infiltracdo de linfoécitos CD25+, enquanto que 16,4% dos tumores que nao
apresentaram metédstase ao diagndstico continham infiltracdo destes linfécitos ativados
(p=0,027). Nao conseguimos observar associacdo entre as demais varidveis clinicas e
anatomopatoldgicas e infiltracio de linfécitos CD25+. A tabela 7 resume os achados

significantes acima relatados.
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Tabela 7: Resumo das associagdes significativas entre infiltracio de linfécitos ativados e

caracteristicas clinicas e anatomopatoldgicas.

+ + +
2 g X
ER -
Variavel clinica e anatomopatolégica 2 3 3
= =
S 3 3
Mais frequente em tumores malignos RD RD RD
Idado ao diagnéstico
Tamanho tumoral
Dose acumulada de radioiodoterapia
Diferenciacdo RI
Multifocalidade
Encapsulamento RI

Invasdo extratiroideana
Metéstase ao diagndstico RD RD
Abreviagdes: RD: relacio direta entre a infiltracdo celular a varidvel clinica ou

anatomopatoldgica. RI: relacdo inversa entre a infiltracdo celular a varidvel clinica ou

anatomopatoldgica. Em vermelho, associacdo mostra-se desfavordvel ao paciente.
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Perfil de expressdo de marcadores inflamatorios pela neoplasia e varidveis clinicas e
anatomopatologicas

A tabela 8 mostra a distribuicdo dos tecidos analisados conforme a expressdo dos
marcadores inflamatdrios.

Tabela 8: Distribui¢do das diferentes categorias dos marcadores inflamatdrios expressos pelas

c€lulas foliculares normais ou tumorais.

Variavel Categoria N %0
COX2 negativo 210 48.1
positivo 227 51.9

CD134 negativo 56 12.9
positivo 381 87.1

IL-10 negativo 37 8.5
positivo 400 91.5

IL-23 negativo 136 31.1
positivo 301 68.9
IL-6 negativo 193 44.2
positivo 244 55.8

IL-1B negativo 215 49.1
positivo 222 50.9
IL-17A negativo 359 82.0
positivo 78 18.0

ROR~yT negativo 0 0.0
positivo 62 100.0

A tabela 9 resume as associagOes significativas entre perfil de expressdo de marcadores
inflamatodrios e caracteristicas clinicas e anatomopatoldgicas. A expressao de COX2 foi
observada em 60,9% dos tumores malignos, enquanto que apenas 35,6% dos tumores benignos

apresentavam expressdo de COX2 (p<0,001). Considerando apenas os tumores malignos, ndo foi
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observada correlac@o entre a expressdo de COX2 e multifocalidade, encapsulamento do tumor,
invasdo extra-tiroideana, estadiamento tumoral e tamanho do tumor. Observamos que 68,9% dos
casos que se apresentavam com metdstase ao diagndstico apresentavam expressdo de COX2,
enquanto que 52,4% dos casos sem metdstase ao diagndstico apresentavam expressao de COX2
(p=0,057).

CD134 foi mais frequentemente expresso entre tecidos malignos (93,9%) do que entre
tecidos benignos (76,5%; p<0,001). Observamos que 90,4% das mulheres apresentavam tumores
positivos para CD134, enquanto que 77,7% dos homens apresentaram expressdo tumoral de
CD134 (p=0,037). Todos os tecidos que apresentaram invasdo extratiroideana expressaram
CD134, enquanto que 87,8% dos tumores sem invasdo expressaram CD134 (p=0,006). Nao
notamos correlacdo entre expressdo de CDI134 e demais caracteristicas clinicas e
anatomopatoldgicas.

Quase todos os tecidos malignos expressaram IL-10 (97,5%), enquanto que 82,3% dos
tecidos benignos expressaram IL-10 (p<0,001). Nao observamos correlacdo entre expressao de
IL-10 e multifocalidade, encapsulamento tumoral, invasdo extra-tiroideana e estadiamento
tumoral.

Dos tumores malignos, 75,8% expressavam IL-23, enquanto que apenas 58,6% dos
tumores benignos expressavam IL-23 (p=0,002). Observamos que a expressao de IL-23 foi
positiva em 81,4% dos casos com invasdo extra-tiroideana, enquanto que 62,8% dos casos sem
invasdo extra-tiroideana foram positivos para IL-23 (p=0,023). IL-23 foi mais frequentemente
positiva em tecidos de mulheres (72,7%) do que tecidos de homens (56,8%; p=0,029). Tumores
que expressaram IL-23 eram maiores (média de 3,7 cm) do que tumores que nao expressaram IL-

23 (média de 2,6 cm; p=0,010). Pacientes cujos tumores apresentaram expressao de 1L-23 foram
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submetidos a maiores doses acumuladas de radioiodoterapia (média de 291,1 mCi) do que
pacientes cujos tumores ndo apresentaram expressdo de IL-23 (média de 154 mCi; p=0,041).
Nao observamos correlacdo entre expressdao de IL-23 e multifocalidade, encapsulamento
tumoral, metdstase ao diagndstico e estadiamento tumoral.

Dentre os tecidos malignos, 66,6% apresentavam expressdo de IL-6, enquanto que 41,1%
dos tecidos benignos apresentavam expressdao de IL-6 (p<0,001). Considerando apenas os
tumores malignos, 44,4% dos tumores que apresentaram encapsulamento fibrético expressaram
IL-6, enquanto que 75% dos tumores sem encapsulamento expressaram IL-6 (p=0,022). Nao
encontramos correlacdo entre a expressdo de IL-6 e multifocalidade, invasdo extra-tiroideana,
metéstase ao diagndstico, estadiamento e tamanho tumoral.

A expressdo de IL-1p foi observada em 63,9% dos tumores malignos, enquanto que
apenas 31,5% dos tumores benignos apresentaram expressao de IL-1p (p<0,001). Considerando
apenas tumores malignos, ndo foi observada correlagdo entre multifocalidade, encapsulamento
tumoral e estadiamento. A expressio de IL-1B foi mais frequente entre tumores pouco
diferenciados (90,9%) do que entre tumores bem diferenciados (58,2%; p=0,049). Dos tumores
que apresentaram invasdo extra-tiroideana ao diagnéstico, 71,2% destes apresentaram expressao
de IL-1B, enquanto que IL-1f foi expressa em 53,3% dos tumores que ndo apresentaram invasao
extra-tiroideana (p=0,050). Tumores que expressaram IL-1p eram maiores (média de 3,78 cm)
do que tumores que ndo expressaram IL-1B (2,61 cm; p=0,001). Pacientes cujos tumores
apresentaram expressdo de IL-1B foram submetidos a maiores doses acumuladas de
radioiodoterapia (média de 316,2 mCi) do que pacientes cujos tumores ndo apresentaram

expressao desta proteina (média de 152,9 mCi; p=0,003). A expressao de IL-1P foi observada em
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74% dos pacientes que apresentaram metéstase ao diagndstico, enquanto que 54% dos pacientes
sem metdstase ao diagndstico apresentaram expressao de IL-1f (p=0,029).

Notamos que IL-17A estava expressa em 25,6% dos tumores malignos, enquanto que
apenas 4,5% dos tumores benignos expressavam IL-17A (p<0,001). Nado foi encontrada
correlacdo entre a expressdo de IL-17A e caracteristicas de agressividade tumoral, como
multifocalidade, encapsulamento tumoral, invasido extra-tiroidieana, metdstase ao diagndstico,
estadiamento tumoral e tamanho dos tumores.

Dos 62 tecidos disponiveis para avaliacdo da expressdo de ROR-yT, todos apresentaram
expressdo deste fator de transcricdo. Entretanto, algo nos chamou atencdo. Apenas 37,9% destes
tecidos apresentaram expressdo nuclear de ROR-yT, enquanto que os demais apresentaram
expressdo citoplasmdtica apenas. Metade dos tumores unifocais apresentaram expressao nuclear
de ROR-yT, enquanto que apenas 26,6% dos tumores multifocais apresentaram expressao
nuclear desta proteina (p=0,067). A maioria dos tumores que se apresentaram com metastase ao
diagndstico apresentaram expressao citoplasméatica de ROR-yT (76,9%), enquanto que metade
dos tumores que se apresentaram sem metdstase ao diagndstico apresentaram expressao nuclear
de ROR-yT (p=0,035). Nao observamos correlacdo entre a sub-localizacio celular de ROR-yT e

demais varidveis clinicas e anatomopatolégicas.
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Tabela 9: Resumo das associacdes significativas entre perfil de expressdo de marcadores

inflamatérios e caracteristicas clinicas e anatomopatoldgicas.

Variavel clinica e anatomopatolégica COX2 CD134 IL-10 IL-23 1IL-6 IL-1p IL-17 ROR-T

Mais frequente em tumores malignos ~ RD RD RD RD RD RD RD
Idado ao diagnéstico

Tamanho tumoral RD RD
Dose acumulada de radioiodoterapia RD RD
Diferencia¢ao RI
Multifocalidade
Encapsulamento RI
Invasdo extratiroideana RD RD RD
Metéstase ao diagndstico RD RD

AbreviacOes: RD: relacdo direta entre a infiltracdo celular a varidvel clinica ou
anatomopatoldgica. RI: relacdo inversa entre a infiltracdo celular a varidvel clinica ou

anatomopatoldgica. Em vermelho, associagdo mostra-se desfavoravel ao paciente.
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Células do sistema imune, ativagdo do sistema imune e perfil inflamatorio

Macréfagos foram encontrados mais frequentemente em tecidos que também
expressaram COX-2, IL-1B, IL-6, IL-10, IL-17A, IL-23 e CD134 (todos p<0,05). Linfécitos T
foram encontrados mais frequentemente em tecidos que expressaram IL-1f, IL-6, IL-10 e CD134
(todos p<0,05). Linfécitos T auxiliares infiltraram frequentemente tecidos que expressaram
COX-2 (p<0,05). Ja linfécitos T citotoxicos foram mais frequentes em tecidos que expressaram
COX-2, IL-1B e IL-23 (todos p<0,05). Linfécitos NK foram mais frequentes em tecidos que
expressavam COX-2, IL-1pB, IL-10, IL-6, IL-17A, CD134, IL-23 e ROR-YT (todos p<0,05).
Linfécitos T de memoria foram mais frequentes em tecidos positivos para IL-10 e IL-17A
(ambos p<0,05). Linfécitos GRANZIMA B+ infiltraram mais frequentemente tecidos que
apresentaram expressao de 1L-23, IL-6, IL-1p e COX2. Linfocitos CD69+ foram mais frequentes
em tecidos que expressaram IL-23, CD134, IL-6, IL-10, IL-1B ¢ COX2. Linfécitos CD25+
foram mais frequentes em tecidos que expressaram IL-6, IL-1p e COX2. ROR-yT se
correlacionou com a auséncia de expressao de IL-17A, auséncia de IL-1p e auséncia de IL-23. A

tabela 10 resume as correlagdes encontradas entre todos os marcadores estudados.
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Tabela 10: Correlacdo entre os multiplos marcadores estudados. Em cada uma das células vemos o valor de p correspondente a

correlagdo entre as respectivas colunas e linhas

C_E <
T S - R
I e} < © B= 3
- - BT -
= g g g I g g g g & &
i o0q 2 L. 2 = g £ 2 2 g2 28 g 2 g g 2 ¢t
c 3 8 3 3 3 § 3 2 5 f§ % 2 ] f % E &
Macréfagos <0,001 0,002 <0,001 0,007 <0,001 0,008 0,003 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001
Linf6citos T auxiliares 0,055 0,001 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001
Linfécitos T citotdxicos <0,001 0,04 0,019 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001
Linfécitos B 0,072 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 0,002 <0,001
Linf6citos T 0,003 0,011 0,018 0,028 0,084 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001
Linfécitos NK | 0,006 0,004 0,034 <0,001 <0,001 <0,001 0,003 0,034 0,0083 <0,001 0,012 <0,001
Linf6citos T de memoria 0,086 0,066 0,048 0,003 <0,001 <0,001 0,032
Linfécitos GRANZIMA B+ 0,002 0,06 0,002 0,088 0,015 0,001 0,037 <0,001
Linfécitos CD69+ 0,002 <0,001 <0,001 0,046 <0,001 <0,001 0,098 <0,001
Linfécitos CD25+ 0,082 0,085 0,027 0,048 0,003
IL-17A | 0,007 0,01 0,035 0,007 0,01 0,002 0,01
COX2 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001
IL-18| 0,001 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001
IL-10 <0,001 <0,001 <0,001
IL-6 <0,001 <0,001
CD134 <0,001
IL-23 | 0,044
ROR-yT
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Andlise multivariada e andlise de sobrevida

Como demonstrado, os diferentes marcadores estdo estreitamente correlacionados entre
si. Ainda, multiplos marcadores estdo correlacionados a diferentes varidveis clinicas e
anatomopatoldgicas. Isso levanta a hipétese de que a associagdo de um marcador com varidvel
clinica/anatomopatoldgica possa ser mascarada por um fator de confusdo. Para previnir tal
equivoco, nés optamos por realizar uma andlise multivariada, usando cada varidvel clinica ou
anatomopatoldégica como varidvel dependente.

A tabela 11 resume os achados da andlise de regressdo logistica multipla. Tecidos
malignos apresentaram mais frequentemente infiltracdo de linfécitos T e expressdo de IL-1P e
CDI134. Por sua vez, tecidos benignos apresentaram mais frequentemente infiltracio por
linfocitos T citotdxicos e expressao de IL-23.

A distribuic@o dos linfécitos T citotoxicos em tecidos benignos nos intrigou. Dentre os
tecidos benignos, a infiltragdo de linfécitos T citotoxicos nado foi correlacionada com a infiltracao
de linfécitos GRANZIMA B+ (p=0,443), linfécitos CD69+ (p=0,234) e linfécitos CD25+
(p=0,058). Ja entre os tumores malignos, a infiltracio de linfocitos T citotoxicos foi
estreitamente correlacionada com a infiltragdo de linfécitos GRANZIMA B+ (p<0,001),
linf6citos CD69+ (p<0,001) e linfécitos CD25+ (p=0,001).

Tumores multifocais apresentaram-se associados a infiltracdo por linfécitos T de
memoria. A presenga de invasdo extra-tiroideana foi associada a auséncia de TLC concomitante,
a presenca de infiltracdo de linfécitos T e a auséncia de infiltragdo de linfécitos T auxiliares. A
presenca de metdstase ao diagndstico foi associada a infiltracdo de linféticos T, linfdcitos
auxiliares, macrofagos, linfécitos CD69+ e auséncia de expressdo de CD134.

A tabela 12 resume os achados da andlise de regressdo multipla para as varidveis

dependentes quantitativas. A maior idade ao diagndstico foi associada a auséncia de infiltracao
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de linfocitos T citotoxicos. O maior tamanho tumoral se associou a infiltracdo de linfocitos NK e
auséncia de infiltracdo de linfocitos de memoria. Nao houve associagdo significativa entre dose
acumulada de radioiodoterapia e quaisquer varidveis imunoldgicas. A tabela 13 resume as

associacOes independentes obtidas pela andlise multivariada.
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Tabela 11: Associagdes obtidas pela andlise de regressdo logistica multipla.

Varisvel Clinica ou anatomopatolégica  Varidvel imunolégica Categoria Valor de p OR 95.0% IC — Inferior 95.0% IC - Superior

Linfécitos T citotéoxicos  Auséncia de infiltragdo 0,029 Ref.

1 a 10 células 0,033 0,294 0,095 0,908

Mais de 10 células 0,253 3,567 0,402 31,613
Linfécitos T Auséncia de infiltracao 0,03 Ref.

Chance de ser maligno 1 a 10 células 0,998 783646281,1 0,000 :

Mais de 10 células 0,008 10,067 1,819 55,716

IL-1P Expressio 0,008 6,200 1,593 24,122

CD134 Expressao 0,006 1,446 1,109 1,887

1L23 Expressdo <0,001 0,570 0,410 0,792
Linfécitos T de meméria  Auséncia de infiltracdo 0,004 Ref.

Chance de ser multifocal 1 a 10 células 0,075 3,272 0,883 12,124

Mais de 10 células 0,001 6,631 2,126 20,681

Tiroidite Presenca 0,003 0,134 0,034 0,518
Linfécitos T auxiliares Auséncia de infiltracao 0,017 Ref.

1 a 10 células 0,559 0,665 0,169 2,611

Chance de ter invasao extratiroideana Mais de 10 células 0,004 0,121 0,027 0,524
Linfécitos T Auséncia de infiltracdo 0,001 Ref.

1 a 10 células 0,215 2,366 0,604 9,258

Mais de 10 células <0,001 13,903 3,415 56,594
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Tabela 11: Continuacio.

Variavel Clinica ou anatomopatolégica  Variavel imunolégica Categoria Valor de p OR 95.0% IC — Inferior 95.0% IC - Superior
Macréfagos Auséncia de infiltracdo 0,008 Ref.
1 a 10 células 0,279 0,439 0,099 1,949
Mais de 10 células 0,041 5,023 1,063 23,720
Linfécitos CD69+ Auséncia de infiltracio <0,001 Ref.
1 a 10 células <0,001 23,270 4,591 117,933
Mais de 10 células 0,541 1,626 0,341 7,744
Chance de ter metéstase ao diagndstico CD134 Expressao 0,01 0,059 0,007 0,513
Linfécitos T Auséncia de infiltracdo 0,048 Ref.
1 a 10 células 0,125 3,729 0,692 20,094
Mais de 10 células 0,014 7,476 1,481 37,726
Linfécitos T auxiliares  Auséncia de infiltracido 0,014
1 a 10 células 0,025 6,949 1,274 37,897
Mais de 10 células 0,070 0,257 0,059 1,121

Abreviacoes: OR: Odds Ratio; IC: Intervalo de confianga.

Nota: (a) O valor arbitrariamente grande reflete, juntamente com o grande intervalo de confianca, a baixa precisdo e a nao

significancia desta afericdo.
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Tabela 12: Associagdes obtidas pela andlise de regressdo linear multipla.

Variavel Clinica ou

anatomopatolégica Variavel imunologica Valor de p OR 95.0% IC - Superior 95.0% IC - Inferior
Maior idade ao diagndstico Infiltracdo de Linfécitos T citotéxicos 0.019 0.010 0.000 0.463
Maior tamanho tumoral Infiltracdo de Linfécitos NK 0.002 5.740 1.884 17.482
Infiltrag@o de Linfécitos T de memdria 0.004 0.453 0.268 0.766

Abreviacdes: OR: Odds Ratio; IC: Intervalo de confianca.
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Tabela 13: Resumo das associa¢des obtidas pela andlise multivariada.

Células do sistema

. . Perfil inflamatorio do tumor
imune ativadas

Células do sistema imune

+
- =]
e - @« 2 = g
Variavel clinica e anatomopatologica e 9 ‘g E
'Oi'l-lq \é [-5] N
T 3 g z & &
= = g0 ) é = I
s 9 2 2 = a a
- = = m Z z = &) o @)
174] 174} 174} 7] 7] 7] =1)) 174} 174] 174] 174]
S S 8 8 £ £ & S S S S =
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S g § € € € 58 £ < < S X 2 2 8§ o = 5
E & £ E 5 B & £ = = = = T L T T B
4 9 3 3 3 3 5 3 = = = S O B2 =2 =2 =2 =2
Mais frequente em tumores malignos RD RI RD RI RD
Idado ao diagndstico RI
Tamanho tumoral RD RI
Dose acumulada de radioiodoterapia
Diferenciacdo
Multifocalidade RD
Encapsulamento
Invasdo extratiroideana RD RI
Metiéstase ao diagndstico RD RD RD RD RI

Abreviacgdes: RD: relagdo direta entre a infiltragdo celular a varidvel clinica ou anatomopatolégica. RI: relacdo inversa entre a
infiltracdo celular a varidvel clinica ou anatomopatoldgica. Em azul, associacdo mostra-se favordvel ao paciente. Em vermelho,

associacdo mostra-se desfavoravel ao paciente.
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Investigamos quais varidveis teriam impacto na sobrevida livre de recidiva dos pacientes
com cancer de tiroide. Pacientes com cancer de tiroide foram classificados como livres de
doenga em 207 casos (77,82%), e com recorréncia em 59 casos (22,18%, incluindo 9 mortos pela
doenca). Trinta e nove pacientes ndo puderam ser classificados em qualquer um desses dois
grupos e foram posteriormente excluidos de qualquer anélise envolvendo progndstico. O teste de
log-rank foi feito para cada uma das varidveis, tanto clinicas/anatomopatolégicas quanto
imunoldgicas, buscando aquelas que poderiam diferenciar pacientes que teriam menor tempo
livre de recidiva. Pacientes com tumores pouco diferenciados (p=0,011), diagnosticados em
estdgios avancados da doenca (p=0,028), com metéstase linfonodal ao diagndstico (p=0,009)
apresentaram menor tempo livre de recidiva. Ainda, pacientes cujos tumores apresentavam mais
que 10 linfécitos T citotéxicos (p=0,001) e expressao de COX2 (p=0,010) apresentaram menor
tempo livre de recidiva. Os resultados da andlise univariada encontram-se resumidos na tabela 14
a 16 e as curvas de Kaplan-Meier demonstram visualmente as diferencas de padrdes de

progndstico destes pacientes.
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Tabela 14: Andlise univariada comparando a sobrevida livre de doenca entre pacientes com diferentes caracteristicas clinicas e

anatomopatoldgicas.
Classificacio da variavel Variavel Categoria SLR (5 anos) Valor de p (log-rank)
Clinicas e anatomopatolégicas Género Feminino 0,669 0,282
Masculino 0,767
Idade <=45 anos 0,629 0,211
>45 anos 0,760
Tipo histolégico Papilifero Classico 0,610 0,011
Variante Folicular 0,916
Pouco diferenciado 0,429
Carcinoma Folicular 0,623
Multifocalidade Unifocal 0,681 0,259
Multifocal 0,719
Cépsula Ausente 0,855 0,369
Presente 0,843
Invasao extratiroideana Ausente 0,661 0,875
Presente 0,686
Tiroidite concomitante Ausente 0,730 0,304
Presente 0,594
Tamanho tumoral até 2 cm 0,754 0,435
entre 2 € 4 cm 0,602
maior que 4 cm 0,733
pTNM I 0,736 0,028
II 0,778
III 0,813
v 0,333
Metastase ao diagndstico Ausente 0,797 0,009
Presente 0,565

Abreviacoes: SLR: sobrevida livre de recidiva.
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Tabela 15: Andlise univariada comparando a sobrevida livre de recidiva entre pacientes cujos tumores apresentaram diferentes

perfis de infiltragao linfocitaria.

Classificacao da variavel Variavel Categoria SLR (5 anos) Valor de p (log-rank)

Fenétipo do infiltrado inflamatério Macréfagos Auséncia de células 0,610 0,233
Até 10 células 0,698
Mais que 10 células 0,752

Linfécitos T Auséncia de células 0,663 0,975
Até 10 células 0,725
Mais que 10 células 0,665

Linfécitos T auxiliares Auséncia de células 0,762 0,224
Até 10 células 0,578
Mais que 10 células 0,583

Linfocitos T citotoxicos Auséncia de células 0,788 0,001
Até 10 células 0,718
Mais que 10 células 0,450

Linfécitos B Auséncia de células 0,708 0,706
Até 10 células 0,500
Mais que 10 células 0,641

Linf6citos NK Auséncia de células 0,667 0,383
Até 10 células 0,844
Mais que 10 células 0,667

Linfécitos T de memdria Auséncia de células 0,644 0,579
Até 10 células 0,784
Mais que 10 células 0,683

Linfécitos Treg Auséncia de células 0,814 0,374
Mais que 10 células 1,000

Abreviacoes: SLR: sobrevida livre de recidiva.
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Tabela 16: Andlise univariada comparando a sobrevida livre de recidiva entre pacientes cujos tumores apresentaram infiltrado

inflamatério ativado ou ndo e com diferentes perfis de microambiente tumoral.

Classificacdo da variavel Variavel Categoria SLR (5 anos)  Valor de p (log-rank)
Ativacio do infiltrado inflamatério Linfécitos GRANZIMA B+ Auséncia de células 0,734 0,433
Até 10 células 0,662
Mais que 10 células 0,278
Linfécitos CD69+ Auséncia de células 0,739 0,507
Até 10 células 0,680
Mais que 10 células 0,647
Linfécitos CD25+ Auséncia de células 0,686 0,953
Até 10 células 0,656
Mais que 10 células 0,583
Caracteristicas do microambiente COX2 Negativo 0,848 0,010
Positivo 0,586
IL-17A Negativo 0,676 0,583
Positivo 0,775
IL-1B Negativo 0,716 0,426
Positivo 0,682
1L-10 Negativo 0,656 0,669
Positivo 0,710
IL-6 Negativo 0,742 0,687
Positivo 0,723
CD134 Negativo 0,656 0,184
Positivo 0,734
1L-23 Negativo 0,658 0,735
Positivo 0,709

AbreviacOes: SLR: sobrevida livre de recidiva.



Uma vez que diversas varidveis se associaram ao prognostico dos pacientes estudados, foi
feito um modelo de andlise de sobrevida multivariado de Cox. Para isso, foram excluidos
pacientes dos quais ndo obtivemos informacgdes clinicas completas, pacientes cujos tecidos nao
encontravam-se disponiveis para todos os marcadores, bem como pacientes cujo desfecho clinico
nao foi possivel de ser acessado. No final, 104 pacientes foram considerados elegiveis para a
andlise de sobrevida multivariada. Selecionamos para entrada no modelo as varidveis que
influenciaram na sobrevida dos pacientes com valor de p menor que 0,2. A sequéncia de insercao
das varidveis no modelo se deu tendo como critério o menor valor de p. O modelo multiplo
mostrou que tanto a infiltracdo de mais que 10 linfécitos T citotdéxicos quanto a expressdao de
COX2 foram bons preditores do progndstico dos pacientes estudados. Entretanto, a inser¢ao de
COX2 ajustou o efeito da infiltracdo de linfécitos T citotéxicos. Isso nos sugere que ambas as
varidveis interagiriam de alguma forma. Por isso, visando a melhor modelagem do progndstico
dos pacientes, estudamos uma terceira varidvel (chamada de fator imunolégico) cruzando os
dados tanto da infiltracao de linfécitos T citotéxicos quanto da expressao de COX2. Juntamos 0s
pacientes que ndo apresentavam infiltracdo de Linfécitos T citotoxicos com aqueles que

apresentavam até 10 células em areas tumorais, obtendo a distribui¢do mostrada na tabela 17.

Tabela 17: Varidvel imunolégica obtida a partir da infiltracdo de linfécitos T citotoxicos e

expressao tumoral de COX2.

Categorias N %o
Até 10 Linf T Citotéxicos / COX2 (-) 37 35,6
Mais que 10 Linf T Citotéxicos / COX2 (-) 7 6,7
Até 10 Linf T Citotéxicos / COX2 (+) 42 40,4
Mais que 10 Linf T Citotéxicos / COX2 (+) 18 17,3
Total 104 100

64



Ajustando as varidveis para todos os preditores de prognostico, o modelo multivariado de
Cox mostrou que a varidvel imunoldgica devido a infiltragdo de mais de 10 linfécitos T
citotéxicos juntamente com a expressao de COX2 foi um preditor independente do progndstico

dos pacientes (tabela 18 e figura 7). Surpreendentemente, o fator imunolégico, quando inserido

no mesmo modelo, retirou a significancia da presenca da metdstase ao diagndstico.

O padrao das curvas de Kaplan-meier (Figura 7) sugerem que o fator imunolégico
propicia melhor diferenciacdo da evolugdo clinica dos pacientes com cancer de tiroide se
comparado ao estadiamento pTNM. Para averiguar esta possibilidade, testamos a capacidade de
prever o desfecho clinico tanto do pTNM quanto do fator imunoldgico por meio de curvas ROC.
O fator imunoldgico mostrou maior area sob a curva do que o pTNM e, portanto, maior acuricia

(Figura 8).

Atribuimos a cada categoria da varidvel imunolégica um score equivalente ao seu valor
de Hazard Ratio (HR). Ainda, atribuimos para cada categoria do pTNM um score equivalente ao
seu valor de HR. Com isso obtivemos uma terceira variavel, chamada “Score ImunopTNM”,
definida como a soma dos dois dltimos scores (Tabela 19). Isso propiciou-nos obter um preditor
de progndstico que levasse em conta tanto as caracteristicas imunoldgicas quanto as
caracteristicas clinico-patoldgicas. De fato, o Score ImunopTNM foi melhor preditor de

prognoéstico que ambos isoladamente, como mostrado na Tabela 20 e figura 8.
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Tabela 18: Modelo de Cox para andlise multivariada de sobrevida.

Variavel imunologica Categoria Valordep HR 95.0% IC — Inferior 95.0% IC - Superior

I“teragé‘gpi‘i‘;g‘g Coxicos Até 10 linfécitos T citotéxicos/COX2(-) 0021  Ref

Mais que 10 linfécitos T citotéxicos/COX2(-) 0,024 7,476 1,296 43,107

Até 10 linfécitos T citotoxicos/COX2(+) 0,028 4,195 1,163 15,128

Mais que 10 linfécitos T citotéxicos/COX2(+) 0,002 8,160 2,138 31,133

Tiroidite Presenca 0,473 1,371 0,579 3,243
Tipo histolégico Carcinoma Folicular 0,094 Ref

Carcinoma Papilifero Classico 0,521 1,468 0,454 4,743

Carcinoma Papilifero Variante Folicular 0,118 0,296 0,064 1,364

Carcinoma Pouco Diferenciado 0,719 1,313 0,296 5,817

Metéstase LN ao diagnéstico Presenca 0,204 1,704 0,747 3,885
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Figura 7: Curvas de Kaplan-Meier mostrando diferentes padrdes de progndstico conforme as
varidveis estudadas. (A) Pacientes diagnosticados em estdgios mais avancados da doenca,
sobretudo em estagios IV, possuem pior evolugdo clinica. (B) Da mesma forma, pacientes cujos
tumores foram pouco diferenciados (CPPD) tinham pior progndstico se comparado a pacientes
diagnosticados com Carcinoma Papilifero Cléassico (CPC), Carcinoma Papilifero Variante
Folicular (CPVF) e Carcinoma Folicular (CF). (C) Pacientes que ao diagndstico apresentavam

metastase linfonodal tiveram pior evolucido clinica. (D) Pacientes que apresentavam mais que 10
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Linfécitos T Citotéxicos apresentaram pior progndstico, com menor tempo livre de recidiva
associado. (E) Pacientes cujos tumores expressaram COX2 tinham menor tempo livre de
recidiva. (F) A andlise multivariada mostrou que o fator imunolégico advindo da infiltracdo de
linfécitos T citotdxicos e expressdo de COX2 é um preditor independente do progndstico dos

pacientes com cancer de tiroide.

Tabela 19: Valores de HR e respectivos scores de cada categoria.

Variavel Categoria VaIl_;)Ir{de Score
pTNM I 1,000 1
1II 0,914 1
III 0,867 1
v 3,033 3
Risco conforme ATA Baixo risco 1,000 1
Risco intermediario 1,128 1
Alto risco 3,491 3
Fator imunolégico Até 10 linfécitos T citotoxicos/COX2(-) 1,000 1
Mais que 10 linfécitos T citotoxicos/COX2(-) 7,476 7
Até 10 linfécitos T citotoxicos/COX2(+) 4,195 4
Mais que 10 linfécitos T citotéxicos/COX2(+) 8,160 8

Tabela 20: Comparacdo entre os preditores de progndstico. Usamos a drea sob a curva como

estimador da acuricia.

Variavel preditora do Area sob a a
L. Valor de p
prognéstico curva
pTNM 0.615 0,069
Linfécito T citotéxico/COX2 0.729 <0,001
Score ImunopTNM 0.769 <0,001
Score ATA 0.646 0,020
Score ImunoATA 0.774 <0,001

Nota: (a) Valor de p relativo ao teste da hipotese nula de a drea sob a curva ser igual a

0,5.
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Figura 8: Curva ROC mostrando que o Score Final (definido como a soma dos scores do pTNM
e os scores do fator imunoldgico) € melhor marcador de progndstico do que o pTNM sozinho e

do que o fator imunoldgico sozinho.

Observamos também que a varidvel imunoldgica foi um preditor de progndstico
independente do risco atribuido pelos atuais Guidelines da American Thyroid Association, que
preconiza a estratificagdo dos pacientes em “Baixo risco”, “Risco intermediario” e “Alto risco”.
A tabela 21 mostra os diferentes valores de HR obtidos na andlise multivariada. Da mesma forma
como procedemos com o estadiamento pTNM, atribuimos um Score a cada categoria de risco
definido como sendo igual ao valor de HR obtido na andlise univariada. Em seguida, somamos o

score do risco conforme a ATA com o score do fator imunolégico, de forma a obtermos uma
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varidvel que leve em consideragdo tanto o fator imunolégico quanto os critérios de risco
estabelecidos pela ATA. A esta nova varidvel, chamamos de Score ImunoATA. Com este Score
em maos, comparamos quais seriam os melhores preditores de progndstico. De fato, a figura 9
mostra que o preditor que apresenta melhor acurdcia é o Score ImunoATA. De todos os
marcadores progndsticos presentes neste estudo, o Score ImunoATA foi o que obteve maior

sucesso estatistico na predi¢do do progndstico dos pacientes estudados (Tabela 20).
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Tabela 21: Andlise multivariada comparando o fator imunolégico com tiroidite concomitante e a estratificacdo de risco proposta pela

American Thyroid Association (ATA).

Variavel imunolégica Categoria Valordep HR 95.0% IC - Inferior 95.0% IC - Superior
Interagd@o Linfécitos T citéxicos / Expressdo de COX2 Até 10 linfécitos T citotdxicos/COX2(-) 0,008
Mais que 10 linfécitos T citotéxicos/COX2(-) 0,009 9,352 1,745 50,13
Até 10 linfécitos T citotdxicos/COX2(+) 0,026 4,377 1,194 16,042
Mais que 10 linfécitos T citotéxicos/COX2(+) 0,001 8,859 2,407 32,609
Tiroidite Presenca 0,35 1,512 0,634 3,605
Risco conforme a ATA Baixo risco 0,009
Risco intermediario 0,668 0,804 0,298 2,173
Alto risco 0,026 2,95 1,137 7,654
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Figura 9: Curva ROC mostrando que o score obtido pelo fator imunolégico aliado aos critérios

de risco da ATA possue

m melhor acuricia na predi¢do do progndstico dos pacientes estudados

se comparados as duas varidveis isoladas.
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Estudo do microambiente inflamatério na metdstase

Comparamos a densidade das células imunoldgicas em 25 tumores primdrios e
respectivas metdstases linfonodais. Notamos um aumento da densidade de linfdcitos
GRANZIMA B+ nas metdstases linfonodais (p<0,001; Figura 10). As demais células nao

apresentaram densidades significativamente diferentes nos 2 tecidos.
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Figura 10: Gréfico de pontos pareados mostrando aumento expressivo da densidade de linfocitos

GRANZIMA B+ em metastases linfonodais de pacientes com céancer de tiroide.

Comparamos também a expressdo de proteinas inflamatdrias em células tumorais no
tumor primério e em células tumorais de metdstases. Tecidos metastiticos apresentam menor
expressao de COX2 (p=0,002) e de IL-10 (p=0,005; figuras 11 e 12, respectivamente). Todos os
demais marcadores ndo apresentaram diferencas significativas de expressdo em tumores

primdrios e tecidos metastaticos.
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Figura 11: Gréfico de pontos pareados mostrando diminui¢do expressiva de COX2 em tecidos

metastaticos.
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Figura 12: Gréfico de pontos pareados mostrando diminuic¢io da expresdo de IL-10 em tecidos

de linfonodos metastaticos.
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A particularidade imunolégica dos canceres pedidtricos

Dentre os pacientes incluidos, 46 (36 do sexo feminino e 10 do masculino) apresentavam
20 anos ou menos, caracterizando a faixa etdria pedidtrica. Apresentavam média de idade ao
diagnéstico de 15,5 + 4,33 anos. Destes casos, 68,2% apresentavam carcinoma papilifero
classico; 18,2%, carcinoma papilifero variante folicular; 2,3% carcinoma papilifero pouco
diferenciado e 11,4%, carcinoma folicular. Cerca de metade (48,8%) apresentavam tumores
multifocais; 75% nao apresentava encapsulamento tumoral; 46,3% apresentava invasao
extratiroideana e apenas 13,3% apresentava TLC concomitante. Comparando a apresentacao
inicial de pacientes pedidtricos versus ndo pedidtricos, observamos que pacientes da faixa etdria
pediatrica mais frequentemente apresentam-se com metdstase ao diagndstico (73,3%) em relacdo
aos pacientes adultos (33,9%; p<0,001). Nao observamos diferenca entre os grupos no tocante as
outras varidveis clinicas e anatomopatoldgicas. A andlise de sobrevida nao mostrou diferenca de
tempo livre de recidiva entre os dois grupos (p=0,522; Figura 13). Na figura 13, algo nos chamou
atencdo. Vale notar que a partir de por volta do centésimo més de seguimento clinico, a curva
dos pacientes pedidtricos se mantém estdvel enquanto que a curva dos pacientes nio pedidtricos
continua a cair. Isso nos sugere que, dentre o grupo de pacientes ndo pedidtricos, as recidivas se
tornam mais frequentes ao longo do tempo, enquanto que, no grupo de pacientes pedidtricos,
estas se mantém estdveis e os pacientes se mantem com doenca controlada. Esta importante
diferenca clinica nos evoca a ideia de que provavelmente estes pacientes exibam caracteristicas

imunoldgicas que os distiguem.
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Figura 13: Curvas de Kaplan-Meier mostrando que pacientes pedidtricos, apesar de uma
apresentacdo inicial mais agressiva com metéstases ao diagndstico, apresentam evolucdo clinica

similar aos pacientes ndo pedidtricos.

Para procurar tais diferencas, estudamos as distintas varidveis imunoldgicas comparando-
as entre os grupos pedidtrico versus nao-pedidtrico. Dentre o grupo pediatrico, 17 dispunham de
tecido para as andlises imunoldgicas. A pouca quantidade de amostras nos encorajou a olhar para
estes dados com uma abordagem mais qualitativa do que propriamente quantitativa. A expressao
de CD134 foi observada em 94,6% dos tumores de pacientes ndo pedidtricos, enquanto que
apenas 77,8% dos tumores de pacientes pedidtricos apresentaram expressio de CD134
(p=0,046). Todos os tumores pedidtricos analisados apresentaram infiltracio de linfécitos T
citotoxicos (em 40% destes casos observamos infiltragdo de mais de 10 linfécitos T citotdxicos)
enquanto que 51,2% dos tumores nao-pedidtricos apresentaram infiltracdo destes linfécitos

(p=0,004). A infiltracdo de linfécitos T citotéxicos se correlacionou positivamente com a
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infiltragdo de linf6citos CD69+ (P=0,011), mas ndo com a infiltracdo de linfécitos GRANZIMA

B+ (p=0,635) e linfécitos CD25+ (p=0,073).
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DISCUSSAO

Nossos resultados mostraram que infiltragdes intra-tumorais por diferentes células do
sistema imunoldgico estdo associadas a diferentes caracteristicas clinicas e anatomopatoldgicas,
sendo algumas de maior agressividade tumoral enquanto outras sdo de menor agressividade
tumoral. De fato, a literatura tem sugerido que o papel do sistema imunolégico na progressdo de
tumores € bastante complexo e dependeria de uma cadeia pleiotrépica de eventos
fisiopatoldgicos (120). Assim, o quanto uma célula imunoldgica € determinante para uma dada
caracteristica clinica depende de diversas interacdes com o microambiente € com o organismo
hospedeiro, o que dificulta sua interpretacao fisiopatoldgica.

Neste estudo, encontramos que a infiltragdo de macréfagos foi mais frequente em
tumores malignos, em pacientes jovens € nos que se apresentavam com metéstase ao diagnoéstico.
Por sua vez, a infiltracdo de linf6citos NK foi mais frequente em tumores malignos, em pacientes
jovens, com tumores grandes, ndo encapsulados e submetidos a altas doses de terapia ablativa.
Tanto macréfagos quanto linfécitos NK sdao componentes da chamada resposta imunoldgica
inata, que € responsdvel pelo reconhecimento inicial de agentes agressores, além de ser um
importante componente efetor da resposta imunolégica adaptativa (121).

Células tumorais podem recrutar mondcitos da circulacdo. Dentro do tecido tumoral,
mondcitos podem se diferenciar em macréfagos. Macréfagos sdo fenotipicamente reconhecidos
pela expressdo de CD68. Funcionalmente, os macréfagos sdo classificados em duas diferentes
linhagens: M1 (promotora de fagocitose) e M2 (promotora de imunossupressdao) (122, 123).
Herrmann e colaboradores observaram que 75 carcinomas de tiroide de origem de célula

folicular apresentaram elevados niveis de macréfagos associados a desdiferenciacdo tumoral. Os
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autores demonstraram uma correlacdo positiva entre a infiltracdo de macréfagos e a infiltracdo
de linfécitos T e linfécitos T de memoria, bem como uma correlacdo positiva entre a infiltracdo
dessas células e a densidade vascular intratumoral. Este achado era esperado uma vez que a
interacao entre macréfagos e linfécitos T leva a producao de fatores angiogénicos que promovem
a vascularizacdo tumoral (124). Este dado poderia explicar a correlacdo entre a infiltragdo de
macréfagos e a presenca de metdstase ao diagnostico mostrada nos nossos resultados.

Ryder e colaboradores estudaram a infiltracdo de macréfagos em tecidos de carcinomas
bem diferenciados, pouco diferenciados e anaplasicos da tiroide, correlacionando a densidade de
macréfagos com caracteristicas clinicas e anatomopatoldgicas. No total, 27% dos carcinomas
bem diferenciados da tiroide, 54% dos carcinomas pouco diferenciados e 95% dos carcinomas
anaplésicos apresentaram infiltracdo de macréfagos. Entre os carcinomas pouco diferenciados, os
autores demonstraram associa¢do entre a infiltracdo de macréfagos e presenca de invasdo
capsular, extensao extratiroideana e diminui¢cdo de sobrevida (93). Estudos com modelos animais
sugerem que a progressdao do cancer de tiroide seja acompanhada por importante infiltracao de
macréfagos da linhagem M2, de forma que a deplecao destes macréfagos possa inclusive induzir
a regressao tumoral. Estes autores sugeriram que a progressao do carcinoma papilifero mediada
por macréfagos M2 poderia ser uma importante ferramenta terapéutica no tratamento de tumores
ndo responsivos a terapéutica atual (125).

Funcionalmente, linfécitos NK produzem diversas citocinas como fator de necrose
tumoral alfa, interferon-y e fator estimulador de colonia (GM-CSF) (126). Recentenmente, tem-
se olhado para os linfécitos NK ndo apenas como uma célula promotora de citélise, mas, ao
contrario, como uma célula capaz de afetar o funcionamento de diversas outras células, como

células dendriticas, macrofagos, neutréfilos, bem como exercer uma funcido regulatéria na
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apresentacdo antigénica mediada por linfécitos T e B (126). Gogali e colaboradores
investigaram a infiltracdo de linfécitos NK em 65 pacientes com carcinoma papilifero e em 25
pacientes com bdcio nodular. Assim como nos nossos resultados, eles mostraram que linfdcitos
NK foram mais frequentemente encontrados em tecidos de carcinoma papilifero se comparado a
tecidos de bdcio nodular. Ainda, tumores malignos em estdgios avancados tinham menos
linfécitos NK do que tumores diagnosticados em estdgios iniciais, sugerindo que a resposta
imunoldgica inata teria pouca forca na contencao da progressao tumoral (127).

Os linfécitos NK podem ser subdivididos em duas linhagens, de acordo com a expressao
de CD56. Células CD56dim sdo células citotéxicas, enquanto que células CDS56bright
desempenham uma funcdo regulatéria (128). Essas duas linhagens apresentam diferentes
potenciais de produgdo de citocinas, de resposta a citocinas e de citototoxicidade (129, 130).
Liapi e colaboradores estudaram a presenca destas duas linhagens em sangue e em tecido de
pacientes com carcinoma papilifero e com bécio nodular, comparando com doadores sauddveis.
Eles nao observaram diferencas entre a quantidade das duas subpopulacdes no sangue dos trés
grupos estudados. Linfécitos NK citotoxicos foram mais encontrados no microambiente do bdcio
nodular se comparado ao carcinoma papilifero. Ja linfécitos NK imunoregulatérios foram mais
encontrados no microambiente do carcinoma papilifero se comparado a bdcios nodulares,
sugerindo que o padrdo imunoregulatério de linfécitos NK esteja envolvido na carcinogénese
tiroideana (128). Neste trabalho, os autores também mostraram que a infiltracdo de linfécitos NK
citotoxicos foi positivamente correlacionada com o estadiamento tumoral. Em contraste, a
infiltracao de linfécitos NK imunoregulatorios foi negativamente correlacionada ao estadiamento
tumoral. Os autores sugeriram que o microambiente tumoral seria, entdo, o local onde células

imunoregulatdrias imaturas se diferenciariam em células citotéxicas maduras. Entretanto, este
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programa de diferenciacdo ndo seria funcionalmente completo e os linfocitos NK seriam
“reeducados” por fatores proprios do microambiente tumoral, explicando o porqué de a
infiltragdo de linfécitos NK poderia se associar a caracteristicas favordveis e desfavordveis
(128).

Mesmo sendo incapazes de eliminar células tumorais, as células da imunidade inata
medeiam a ativagdo da chamada imunidade adaptativa (131). Esta é reconhecida por apresentar
mecanismos efetores mais especificos e com efeitos a longo prazo num processo denominado
“memoria imunoldgica”, por meio do qual o organismo se torna protegido contra re-infec¢des do
mesmo patégeno (131). Como a imunidade adaptativa poderia, entdo, influenciar na patogénese
do cancer?

Esta pergunta também nos intrigou. De fato, nossos resultados mostraram que o0s
diferentes linfocitos que expressam a resposta imunoldgica adaptativa estdo associados a
diversas caracteristicas clinicas e anatomopatoldgicas. Observamos correlacio entre os multiplos
marcadores estudados quando comparados entre si. Dessa forma, a infiltracdo de uma
determinada célula do sistema imunolégico (exemplo: linfécitos T auxiliares) foi mais frequente
em tecidos que também apresentavam outro tipo de célula do sistema imunolégico (exemplo:
linfécitos T citotoxicos). Isso sugere que tumores de tiroide sejam infiltrado por um misto
complexo de células do sistema imunolégico. Ainda, provavelmente as células imunoldgicas se
relacionem com um perfil de microambiente inflamatério caracterizado pela producdo de
diversas citocinas, como IL-1B e IL-10, como sugerido pela literatura (132). A compreensao,
entdo, da associac@o entre varidveis imunoldgicas e caracteristicas clinicas se faz melhor quando
feita a partir de uma andlise multivariada, que leva em conta todos os diferentes marcadores

conjuntamente em ajuste.
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Tumores malignos apresentaram-se enriquecidos com linfocitos T e mais frequentemente
expressaram CD134 e IL-1f. Ja os tecidos benignos apresentaram-se enriquecidos com linfécitos
T citotéxicos e expressaram IL-23. Interessantemente, nos tecidos benignos, a infiltracdo de
linfécitos T citotéxicos ndo se correlacionou com a infitragdo linfécitos ativados. J4 nos tecidos
malignos, foi notada uma estreita correlacdo entre a infiltracdo de linfécitos T citotoxicos e
presenca de linfécitos ativados, sugerindo que, por mais que estejamos olhando para a mesma
célula tanto em tecidos malignos quanto tecidos ndao-malignos, estes linfocitos T citotéxicos
apresentem padrdes diferentes de ativagdo celular, sendo mais frequentemente ativados quando
em tecidos malignos. Provavelmente, conforme a tumorigénese ocorre, sinais de exaustdo
imunoldgica e imunosenescéncia ganham espaco no microambiente tumoral, de forma que
mesmo células ativadas ndo consiguam ser efetivas na contencdo da malignidade, como sugerido
na literatura (133).

Nossos resultados mostraram que o tamanho tumoral foi associado positivamente a
infiltragdo de linfécitos NK e negativamente a infiltracdo de linfécitos T de memoria. Estes
linfécitos também se associaram a presenca de multifocalidade. A presenca de invasdo
extratiroideana foi associada a infiltracdo por linfécitos T e a auséncia de infiltracao de linfocitos
T auxiliares.

A presenca de metdstase ao diagndstico foi mais frequente em pacientes cujos tumores
apresentaram infiltracdo por macréfagos, linfécitos T, linfécitos T auxiliares e linfécitos CD69+
e que ndo apresentaram expressio de CDI134. Particularmente, os tumores pedidtricos
apresentaram uma apresentacdo mais agressiva com frequentes casos com metdstases ao
diagndstico. Estes tumores apresentavam-se enriquecidos por linfocitos T citotéxicos sobretudo

correlacionados a presenca de infiltracdo de linfécitos CD69+. CD69 é geralmente conhecido
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como um marcador de superficie celular ativado precocemente em leucdécitos. CD69 € expresso
rapida e transitoriamente em leucdcitos ativados mas ndo em leucécitos nao ativados (134, 135).
Estudos sugerem qua a ativagdo leucocitdria mediada por CD69 promova secre¢dao de IL-2 e
TNF-a, sugerindo que estas células disparem um resposta pro-inflamatéria (136, 137).
Entretanto, Sancho e colaboradores mostraram que animais deficientes para CD69 desenvolvem
uma forma exacerbada de artrite induzida por coldgeno, com pronunciada resposta de linf6citos
T e B contra o coldgeno, acompanhada por niveis reduzidos de TGF-f em articulacdes
inflamadas, sugerindo que CD69 também exerca uma funcdo regulatéria (138). Han e
colaboradores mostraram que células CD69+ aumentam conforme ocorre a progressdo tumoral.
Estas células sdo hiporresponsivas e podem suprimir a proliferacdo celular de linfécitos T
auxiliares por meio de TGF-B1, contribuindo para o mecanismo de escape tumoral (139). Apds
isto, vdrios trabalhos sugeriram que a infiltracdo de linfécitos CD69+ pudesse estar associada a
maior agressividade tumoral (133, 140-142). Assim, estes trabalhos ajudariam a explicar a
associacdo entre linfocitos T citotéxicos e CD69 no que tange a agressividade inicial encontrada
em pacientes pedidtricos.

Observamos que pacientes pedidtricos apresentavam mais frequentemente metdstases ao
diagndstico. Ainda, observamos que tumores de pacientes pedidtricos apresentam menor
frequéncia de expressdo de CD134, que em andlise multivariada se associou a auséncia de
metédstase ao diagndstico. Fizemos, entdo uma andlise de regressdo logistica univariada
considerando a presencga de metéstase ao diagndstico como varidvel dependente e a classificagio
pedidtrico/ndo-pedidtrico como varidvel indenpendente. A andlise mostrou uma correlacio
estreita entre as varidveis (OR=5,36; p<0,001). Em um segundo passo, fizemos uma anélise de

regressdao logistica multivariada considerando a presenca de metdstase ao diagndstico como
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varidvel dependente e a classificacdo pediatrico/ndo-pedidtrico bem como a expressdao de CD134
como varidveis independentes. A andlise mostrou que tanto a classificacdo pedidtrico/nao-
pediatrico (p=0,999), quanto a expressdo de CD134 (p=0,263) perderam a significancia. Isso nos
sugere que a auséncia de expressdo de CD134 pudesse ser o mecanismo pelo qual tumores
pedidtricos se apresentariam frequentemente com metdstases ao diagndstico. E valido lembrar
que o pouco nimero de pacientes diagnosticados com 20 anos ou menos dificulta anélises mais
precisas e acuradas do mecanismo envolvido na apresentacao ndo usual destes pacientes.

A infiltracdo de linfécitos T citotéxicos juntamente com a expressdao de COX?2 foram
marcadores independentes do progndstico dos pacientes estudados. Ainda, mostramos que levar
em conta estas duas varidveis imunoldgicas poderia ajudar o clinico a prever com maior acuricia
o progndstico dos pacientes com cancer de tiroide. Quando aliadas ao pTNM ou mesmo a
estratificacdo de risco proposta pela ATA, as varidveis imunoldgicas teriam incremento de
acurdcia na predicdo do progndstico.Vale lembrar que a imunoistoquimica € uma técnica
relativamente barata e acessivel e que, neste caso, poderia ter um impacto importante na pratica
clinica. Nossos trabalhos anteriores (110, 143) e de outros grupos (94, 96, 113) mostraram que a
infiltracdo de células do sistema imunoldgico pode exercer uma reacdo anti-tumoral e um bom
progndstico foi associado a infiltracdo de linfécitos CD8+ e macréfagos (110). Entretanto, no
presente estudo, diferentemente do anterior, adicionamos maior nimero de pacientes e estes com
maior tempo de seguimento clinico. Quais seriam as explicacdes fisiopatolégicas da correlacdo
entre infiltragdo de linfécitos T citotéxicos/COX?2 e pior progndstico?

COX2 ¢é uma enzima envolvida na producdo de prostaglandinas. Ji e colaboradores
demonstraram que a expressdo de COX2 € maior em adenomas do que em tecidos tiroideanos

normais. Esta descoberta sugere que a expressao de COX2 seja um evento precoce na progressiao
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de tumores tiroideanos (144). Cornetta e colaboradores estudaram a expressao de COX2 em 20
amostras de tecidos tiroideanos, incluindo tiroides normais, TLC e neoplasias tiroideanas. Os
autores mostraram a expressdo imunoistoquimica de COX2 em carcinomas papiliferos e
foliculares, além de TLC, sugerindo que esta molécula pudesse ser uma possivel ligacdo entre
doencas nodulares e autoimunes (145). Esta relacdo poderia mascarar o efeito progndstico de
COX2, tendo na presenca de TLC uma varidvel de confusdo. Para previnir este erro de
interpretacdo, fizemos a andlise de sobrevida multivariada usando a presenca de TLC como
varidvel de ajuste. De fato, COX2 manteve-se como marcador de progndstico.

Ito e colaboradores estudaram a expressdo de COX2 em carcinomas diferenciados e
indiferenciados da tiroide. Eles observaram uma expressao reduzida de COX2 em casos de
pacientes mais velhos, com tumores grandes, diagnosticados em estdgio avancado da doenca
(146). Kajita e colaboradores, a partir de estudos in vitro, concluiram que COX2 teria um papel
no crescimento de carcinomas papiliferos, uma vez que a inibi¢cdo desta molécula regularia a
proliferacdo celular (147). Scarpino e colaboradores estudaram o papel de COX2 em células de
carcinomas papiliferos por meio da inibi¢do especifica desta enzima mediada por NS-398. Eles
mostraram que o tratamento com inibidor de COX2 reduziu a migracdo e invasividade de células
tumorais, sem alterar o crescimento (148). Estes resultados, entdo, forneceriam arcaboucgo
fisiopatoldgico da associacdo entre expressao de COX2 e pior progndstico.

A maioria dos estudos mostra um melhor progndstico associado a infiltracdo de linfocitos
T citotéxicos (87). Entretanto, Wakabayashi e colaboradores mostraram que pacientes com
carcinoma pulmonar de ndo-pequenas células cujos tumores apresentaram grandes quantidade de
linfécitos T citotoxicos apresentaram tempo de sobrevida mais curto (149). Segundo os autores,

tumores com maior potencial de malignidade produziriam citocinas e quimiocinas que, por sua
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vez, recrutariam linfécitos para areas intratumorais. Os linfécitos uma vez no microambiente
intratumoral seriam, entdo, anergizados e ndo executariam sua funcao citotéxica (149). De fato,
estudos tém sugerido que tumores apresentam alteragdes bioquimicas e metabdlicas (150-153),
vasculares (154, 155) e imunoldgicas (156-160) que tornam o microambiente tumoral hostil a
infiltracdo e atividade protetora de células do sistema imunolégico. Nossos dados, com o Modelo
de Cox para andlise multivariada de sobrevida, mostraram que 92% dos tumores que
apresentaram mais que 10 linfécitos T citotdxicos, também apresentaram infiltragdo de linfécitos
CD69+. Ainda, dos tumores que apresentavam mais que 10 linfécitos T citotdxicos, 68% nao
apresentaram infiltracdo de linfécitos GRANZIMA B+. Ou seja, por mais que estes tumores
estejam enriquecidos com linfécitos T fenotipicamente caracterizados como citotdxicos, o
microambiente tumoral encontra-se infiltrado por células que favorecem a progressdo tumoral e
pouco enriquecidos com células com atividade citotoxica. Este resultado reforca o conceito de
que o quanto a resposta imunoldgica favorece ou desfavorece a progressdao tumoral depende de
um complexo balanco de interacdes entre tecido tumoral e organismo do hospedeiro,

caracterizando um microambiente tumoral pré- ou anti-tumorigénico (161).

O Modelo de Cox para analise multivariada de sobrevida falhou em mostrar a presenga de
metéstase linfonodal ao diagndstico como marcador independente de progndstico. Este resultado
nos intrigou bastante e nos encorajou a estudar mais aprofundadamente a dinamica da resposta
imunoldgica no linfonodo metastitico. Notamos um aumento da densidade de linfécitos
GRANZIMA B+ nas metéstases linfonodais, acompanhado de uma diminui¢do da expressao de
COX2 e IL-10. Isto nos sugere que no microambiente da metastase linfonodal ocorreria um
aumento de mecanismos efetores da resposta imunolégica com importante infiltracdo de

linfocitos ativados. Além disso, haveria na metastase linfonodal uma diminui¢do de mecanismos
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de evasdo tumoral, como a expressio de COX2 e IL-10. De fato, nossos resultados prévios
sugerem que metdstases linfonodais apresentam diminui¢do importante de expressao de B7H1,
que € uma molécula co-inibitéria envolvida na evasdo tumoral (162).

French e colaboradores demonstraram que linfonodos metastiticos de pacientes com
carcinoma papilifero apresentam alta densidade de linfécitos T IFNy+CD8+ (163). Eles
sugeriram que a presenca de metdstase ndo detenha ou ainda promova a uma resposta
imunoldgica suportada pela producdo de IFN-y. Embasando esta hipdtese, os autores
encontraram que linfonodos comprometidos com metdstase apresentam linfocitos em atividade
proliferativa. Este dado, juntamente com o nosso relatado acima, poderia explicar pelo menos em
parte o porqué a metdstase linfonodal ndo é um forte preditor de sobrevida ou progressao no
cancer diferenciado de tiroide.

As principais limitacdes do nosso estudo sdo: trata-se de um estudo epidemioldgico
retrospectivo, que apresenta as dificuldades de coleta de dados clinicos e anatomopatoldégicos da
totalidade de pacientes; poucos pacientes na populacdo estudada pertenciam a faixa etdria
pediatrica, o que dificulta comparacdes melhores pareadas com a populacdo ndo pedidtrica; ndao
fizemos estudos funcionais para avaliar se as propostas feitas a partir do estudo epidemiolégico
se sustentam em modelos biolégicos.

Nosso estudo mostrou que o cancer diferenciado de tiroide € infiltrado por multiplas
células do sistema imunoldgico e que o padrio de infiltracdo celular parece se associar a
caracteristicas clinicas e anatomopatoldgicas distintas. Este misto celular infiltrativo, juntamente
com a produgdo de citocinas inflamatdrias, cria um perfil de microambiente que € importante na
determinacdo da agressividade tumoral. De fato, a presenca de linfécitos T citotoxicos e a

expressdao de COX2 puderam prever o pior progndstico dos pacientes estudados. Ainda, o padrao
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de resposta imunoldgica talvez nos ajude a entender paradigmas antigos da endocrinologia, como
o melhor prognéstico em pacientes da faixa etdria pedidtrica ainda que estes se apresentem com
uma doenca mais agressiva. Outro paradigma potencialmente esclarecido é o do papel
prognodstico da metétase linfonodal. Nosso estudo mostrou que a metéstase linfonodal € o sitio
onde ocorreria uma resposta imunoldgica mais efetora e menos evasiva, de forma a determinar
de forma mais assertiva um ataque imunoldgico efetivo coerente com a pouca for¢a da metéstase
linfonodal como um preditor de progndstico. Vale lembrar que estudos em modelos animais

poderiam comprovar funcionalmente nossos resultados.
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CONCLUSOES

Nossos dados nos permitem concluir:

Tumores malignos apresentam-se enriquecidos com linfécitos T, linfécitos T auxiliares,
linfécitos T citotoxicos, linfécitos B, linfécitos NK, linfécitos Treg, macréfagos e
linfécitos T de memdria. Uma vez que houve estreita correlacdo estatistica entre a
infiltragdo de multiplas células imunolédgicas, fizemos uma andlise multivariada que
mostrou associacdes independentes. De fato, a malignidade foi independentemente
associada a infiltracdo de linfécitos T enquanto que a benignidade foi independentemente
associada a infiltracdo de linfécitos T citotéxicos.

A menor idade ao diagndstico foi independentemente associada a infiltracdo de linfécitos
T citotoxicos. J4 o menor tamanho tumoral foi associado a infiltracdo de linfécitos NK e
a auséncia de linfécitos T de memodria, que também se associou a presenca de
multifocalidade. A presenca de invasdo extratiroideana se associou a infiltracdo de
linfécitos T e auséncia de infiltracdo de linfécitos T auxiliares. A presenga de metéstase
ao diagndstico se associou independentemente a infiltracdo de linfécitos T, linfécitos T
auxiliares e macréfagos.

A infiltragcdo de células ativadas (CD69+, GRANZIMA B+ e CD25+) sdo mais
frequentes em tumores malignos.

A metdstase ao diagndstico se associou independentemente a infiltracdo de linfécitos
CD69+.

A expressao de COX2, IL-10, IL-23, IL-6, IL-1B, IL-17 e CD134 foi mais frequente em

tecidos malignos do que tecidos benignos.
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6. A expressdo de proteinas como COX2, IL-10, IL-23, IL-6, IL-1pB, IL-17, RORYT e
CD134 estd intimamente correlacionada a infiltracdo de um misto de células do sistema
imunoldgico, sugerindo que a composi¢do do microambiente inflamatdério tumoral seja
determinado por complexas interagdes entre células tumorais e células imunoldgicas.

7. A expressao de COX2, juntamente com a infiltracdo de linfécitos T citotéxicos sdo
preditores independentes do pior progndstico dos pacientes estudados. Interessantemente,
a classificac@o de risco de recorréncia ganha incremento de acurédcia quando levamos em
consideracdo estes fatores imunolégicos, sugerindo uma possivel aplica¢do clinica dos
nossos achados. A expressdo de CD134 se associou independentemente a auséncia de
metdstase ao diagndstico.

8. Tumores de criancas e adolescentes mais frequentemente apresentam infiltracdo de
linfécitos T citotoxicos, sendo notada uma estreita correlagdo entre a infiltracdo destes e a
infiltracdo de linf6écitos CD69+. Ainda, notamos que tumores de criangas e adolescentes
frequentemente apresentam expressdo de CD134 abolida, o que poderia explicar a alta
taxa de metdstases ao diagndstico encontrada neste grupo.

9. O microambiente inflamatério de metéstases linfonodais, se comparado ao do tumor
primério, apresenta maior densidade de linfécitos GRANZIMA B+ e menor expressdao
tumoral de COX2 e IL-10, sugerindo que a metastase linfonodal apresente caracteristica
de uma resposta imunoldgica bem sucedida. Isso explicaria por que que a presenca de
metdstases linfonodais nao seria forte preditor do progndstico de pacientes com

carcinoma diferenciado de tiroide.
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