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Patologia nodulara tiroidiana este frecvent intalnita in populatia adulta si nu numai.
Prevalenta nodulilor tiroidieni palpabili este in jur de 4% in populatia adulta cu o ratd femei-
barbati de 4:1. (copii mici: 1%, copii 11-18 ani: 1,5%, adulti peste 60 de ani: 5%). (Cooper
et al.,, 2011, Haugen et al., 2016, Feldman et al., 2004) Ecografia tiroidiannad detecteaza
nodulii tiroidieni la aproximativ 50% dintre indivizii sandtosi, in special la persoanele de
varstd mijlocie si la femeile varstnice, aceasta in contrast cu prevalenta relativ scazutd a
nodulilor tiroidieni palpabili. In plus, la evaluarea ecografici 20-48% din pacientii cu un
singur nodul tiroidian palpabil au noduli suplimentari, fapt ce determina actual o epidemie
de noduli tiroidieni, cu impact asupra practicii medicale. (Cooper et al., 2011, Haugen et al.,
2016)

In marea lor majoritate (95%), nodulii tiroidieni sunt benigni, cancerul tiroidian
reprezentand 5% din nodulii tiroidieni si 2% din toate formele de cancer la om, fiind cel mai
frecvent cancer endocrin. (Cooper et al., 2011, Shaha 2004, Tuttle et al., 2013) Carcinomul
tiroidian afecteaza mai mult femeile decat barbatii si Tn majoritatea cazurilor pacientii intre
25 si 65 de ani. (Sanders et al., 1998, Tennvall et al., 1986, Shah et al., 1992) Carcinoamele
diferentiate includ formele papilar (75-80%) si folicular (11%), fiind derivate din celulele
foliculare producatoare de tiroglobulind. Carcinomul tiroidian diferentiat are o incidenta
anuala variabila, intre 0,5-10 la 100000 de locuitori, reprezentand sub 1% din totalitatea
neoplaziilor umane. (Cooper et al., 2011) Rata supravietuirii este in crestere (terapie primara
si monitorizare postterapie), In SUA fiind 190000 supravietuitori ai carcinomului tiroidian
la peste 40 de ani de la diagnostic. (Shaha 2004)

Carcinomul tiroidian diferentiat reprezinta tipul de cancer tiroidian cel mai frecvent
intalnit; adenoamele foliculare reprezintd tumorile tiroidiene benigne cel mai des Intalnite.
Carcinomul tiroidian diferentiat este reprezentat in cea mai mare parte de carcinomul papilar
si, Intr-o masurd mai micd de carcinomul folicular, aceste cancere avand o incidentd mai
mare in cazul pacientilor de sex feminin. Dintre pacientii diagnosticati cu cancer tiroidian,
aproximativ 5% pot dezvolta metastaze si pot avea un risc crescut de mortalitate. (Busaidy
et al., 2012)

Managementul pacientilor cu patologie nodulara tiroidiana a reprezentat o preocupare
permanentd, identificarea factorilor de risc clinici, biologici, histopatologici/
imunohistochimici si genetici asociati cu complicatiile postoperatorii si evolutia pacientilor

cu patologie nodulara tiroidiana fiind o tema atent urmarita in ultimii ani.



Teza de fatd si-a propus identificarea si descrierea unor factori clinici si paraclinici
care sunt implicati In patologia nodulara tiroidiana. Au fost studiati factori de risc asociati
cu patologia nodulard tiroidiand maligna, incercdnd de asemenea, a evalua evolutia
postoperatorie si prognosticul in functie de prezenta acestora. Am cercetat atat factori care
tin de istoric, caracteristici fizice, caracteristici ecografice, factori intraoperatori,

caracteristici histopatologice, precum si factori genetici si moleculari.

Au fost realizate 4 studii. Unul a fost retrospectiv, efectuat pe un lot de 148 de
carcinoame tiroidiene operate intr-un interval de 5 ani, celelalte studii fiind prospective,

realizate pe diferite loturi de pacienti.

Studiul I

Primul studiu a incercat sd analizeze pe un lot de pacienti, retrospectiv, un deziderat
major urmdrit de catre echipa operatorie, acela al reducerii riscurilor complicatiilor
postoperatorii, obiectivul principal al prezentului studiu fiind acela de a compara
complicatiile postoperatorii aparute dupa tiroidectomia totald la pacientii cu diferite afectiuni
tiroidiene, precum si implicatiile efectuarii diferitelor tipuri de interventii chirurgicale asupra
aparitiei complicatiilor postoperatorii (Studiul 1). Tot in aceastd perioada luata in calcul, s-
a realizat pe un numadr de 100 de pacienti operati consecutiv un alt studiu prospectiv care a
urmarit evaluarea complicatiilor recurentiale dupa tiroidectomie totald printr-un examen

endoscopic ORL (Studiul 2).

Studiul 1.

In cadrul studiului 1 am analizat comparativ aparitia hipocalcemiei postoperatorii si a
paraliziei nervilor laringei recurenti in cadrul unui lot de 148 de pacienti operati intr-o
perioada de 5 ani (ianuarie 2012 - decembrie 2016) pentru o afectiune maligna tiroidiana,
impartiti Tn doud grupuri (grupul A - pacienti care au suferit doar tiroidectomie totald si
grupul B - pacienti care au suferit o tiroidectomie totald plus disectia centrald a gatului
asociata sau nu cu o alta tehnica de disectie a gatului - disectia selectiva a gatului sau disectia
radicald modificata a gatului)

Din intregul lot de pacienti, majoritatea au fost diagnosticati cu o forma de cancer
tiroidian diferentiat. In urma examenului histopatologic au fost descoperite 5 cazuri de

cancer tiroidian medular, doua in grupul doar cu tiroidectomie totala si trei in grupul cu



tiroidectomie totald si disectie a gatului, trei cazuri de carcinom slab diferentiat, toate in
grupul cu disectie a gatului si doud cazuri de cancer tiroidian anaplastic, ambele in grupul
fara disectie.

Dintre cei 148 de pacienti care au suferit o interventie chirurgicala, la 8 (5,4%) pacienti
au aparut complicatii legate de nervul laringeu recurent, Insa nici unul nu a prezentat semne
de insuficienta glotica.

In grupul pacientilor doar cu tiroidectomie totala (grup A) am avut 3 (2,65%) pacienti
diagnosticati cu paralizie unilaterald in ziua 1 postoperator, iar la controlul postoperator de
la 30 de zile, in 2 (1,76%) cazuri recuperarea clinic a fost completa, in timp ce al treilea
(0,88%) s-a recuperat partial, iar examinarea fibroscopicdi ORL a evidentiat pierderea
motilitatii corzii vocale.

In grupul pacientilor care au asociat tiroidectomiei totale si disectia centrala a gatului
(grup B), au existat 5 (14,28%) cazuri care au prezentat modificari ale vocii dupa interventia
chirurgicald, iar dupa examinarea ORL toti cei 5 pacienti au fost diagnosticati cu paralizie
de coarda vocald unilateral. La urmérirea de 30 de zile, 4 (11,42%) au fost recuperati
complet, in timp ce un (2,85%) pacient a avut modificari persistente ale vocii, iar examenul
fibroscopic ORL a indicat pierderea completd a motilitatii corzii vocale.

Rezultatele obtinute au aratat ca prezenta leziunilor RLN se coreleaza semnificativ
statistic cu tiroidectomia totald + CND, ceea ce ne indreptateste sa afirmam ca tiroidectomia
totald asociatda cu disectie centrala a gatului este asociatd semnificativ statistic cu un risc
crescut de leziuni la nivelul nervului laringeu recurent (r = 0.2185, p = 0.007), leziunea de
nerv laringeu recurent a fost corelatd pozitiv semnificativ statistic cu limfodisectia
compartimentului central al gatului.

Din totalul celor 148 de cazuri luate in studiu, am avut 36 (24,32%) de pacienti care
au prezentat diferite grade de hipocalcemie (s-Ca <8 mg / dl), in prima zi postoperatorie.
Dintre acestia, 17 (15,04%) pacienti au fost din grupul A si 19 (54,28%) pacienti din grupul
B, cu sau fard simptome clinice. Controlul postoperator la 30 de zile a aratat cd numai 3
(2,65%) pacienti din lotul fara disectie a ganglionilor limfatici si 6 (17,14%) pacienti din
lotul cu disectie a ganglionilor limfatici au avut hipocalcemie. Tratamentul cu suplimente de
calciu a fost continuat de catre toti pacientii si niciunul dintre acestia nu a prezentat
hipoparatiroidism permanent, asa cum s-a constatat prin valorile normale ale iPTH-ului
determinate in timpul urmaririi in ambulatoriu.

Din datele obtinute s-au observat corelatii cu semnificatie statisticd crescuta atat intre

scaderea calcemiei 1n ziua 1 postoperatorie (r = 0.3886, p <0.0001) si disectia centrald a



gatului, cat si intre hipocalcemia din ziua 30 postoperator (r = 0.2576, p = 0.001) si disectia
centrald a gatului. Nivelurile calcemiei postoperatorii sub 8 mg / dl atat din ziua 1 cét si din
ziua 30 postoperator s-au corelat pozitiv cu tiroidectomia totala asociata cu disectia centrala
a gatului, in timp ce nivelurile de peste 8 mg / dl s-au corelat negativ.

Aceste rezultate ne demonstreaza supozitia cd disectia centrala a gatului reprezintd un
factor de risc in ceea ce priveste aparitia complicatiilor postoperatorii legate de leziunile
glandelor paratiroide sau a nervilor larinngei recurenti.

Morbiditatea postoperatorie in ceea ce priveste leziunile nervilor laringei recurenti si
glandelor paratiroide este crescuta atunci cand se realizeazd disectia compartimentului
central al gatului, singura sau asociatd cu alte tipuri de disectie a gatului, comparativ cu
cazurile cand s-a efectuat doar o tiroidectomie totala pentru cancer. De asemenea, aparitia
complicatiilor postoperatorii (hipocalcemie si leziune NLR) a fost comparata cu extensia
carcinomului, din aceata putand vedea ca frecventa acestora este corelatd semnnificativ
statistic cu prezenta semnelor histopatologice de extensie a carcinomului, aceste constatari
putand fi explicate prin disectia mai dificilad in cazul extensiei extracapsulare a carcinomului
tiroidian.

Putem concluziona cd o disectie mai ampld in zona nervului laringeu recurent si a
glandelor paratiroide fie cd este una mai dificild ca in cazul extensiei extracapsulare a
carcinomului tiroidian, fie cd este mai de amploare ca in cazul disectiei centrale a gatului
efectuata pentru evidarea adenopatiilor de la acest nivel prezente 1n cancerul tiroidian sau un
efect cumulat al celor doua, poate duce la cresterea riscului de lezare a acestor structuri,
crescand astfel rata de apritie a complicatiilor postoperatorii (hipocalcemia si paralizia de
nerv laringeu recurent). Intelegerea relatiei dintre cresterea riscului de complicatii
postoperatorii care pot reduce calitatea vietii pacientului si alegerea efectudrii unei
interventii chirurgicale extensive reprezintd suma si substanta operatiilor pentru carcinom

tiroidian.

Studiul 2.

Studiul 2 a fost efectuat pe un numar de 100 de cazuri operate consecutiv in 2010-
2011 pentru diferite afectiuni tiroidiene, nu doar pentru cancer, pacientii fiind urmariti si
evaluati prin examen endoscopic ORL pre si postoperator, din intregul lot rezultdnd un
numir de 190 de nervi la risc. Intregul lot a fost impartit in doud grupuri: grupul pacientilor
cu nervi cu risc lezional crescut (grupul A), care a cuprins 19 de nervi si grupul pacientilor

cu nervi cu risc lezional scazut (grupul B), in care au fost inclusi 19 nervi.



Analizand complicatiile postoperatorii, am constatat cd din numarul total de 100 de
pacienti examinati cu 190 de nervi la risc, in 8 cazuri au fost gasite modificari unilaterale ale
motilitatii corzilor vocale, doi dintre cei opt fiind din grupul cu risc ridicat (grupul A) si 6
din grupul cu risc scazut (grupul B). Prelucrarea datelor a dus la un risc relativ de 3 (0,65
<RR <13,83), ceea ce arata ca ca frecventa crescuta a tulburarilor de motilitate nu s-a asociat
cu apartenenta la un grup de risc, aceeasi concluzie rezultand si din aplicarea testului exact
Fisher (p-value = 0.18> 0.05), care a fost necesar a fi aplicat deoarece au existat mai putin
de 5 cazuri 1n categoria pacientilor cu risc ridicat de leziunne recurentiala.

Din intreg lotul de 8 cazuri cu modificari unilaterale ale motilitatii, un pacient avea
tulburari de miscare preexistente ale corzii vocale, evidentiate prin examinarea ORL, acesta
fiind exclus din calculul final, obtinand astfel un numar total de 7 pacienti cu paralizii
recurentiale temporare (3,7% - comparativ cu numarul de nervi la risc). Dintre acestia, la
controlul postoperator efectuat la 6 luni de la interventia chirurgicald a mai fost un singur
pacient cu paralizie recurentiala (0,5% - comparativ cu numarul de nervi la risc), iar la un an
postoperator nu a existat nici un pacient cu pareza, putdnd afirma ca in ceea ce priveste
paralizia recurentiald permanenta, aceasta o fost zero (0%).

Studiul a evidentiat incidenta paraliziei postoperatorii a corzilor vocale dupa o
tiroidectomie efectuatd de o singurd echipa chirurgicald pe o perioada relativ scurtd,
rezultatele obtinute aratdnd cd functia de deteriorare a nervului laringeu recurent este
recuperatd in 30 de zile Tn majoritatea cazurilor si aproape 100% 1n sase luni, Tnsd urmdrirea
simpla a manifestarilor clinice in absenta unui examen ORL putdnd duce la concluzii
eronate.

Frecventa complicatiilor in cadrul lotului nostru a fost una redusa, tiroidectomia totala
fiind compatibild cu un risc acceptabil de leziuni ale nervilor laringei recurenti, insa, un lucru
foarte important este acela ca pacientul sa fie informat cu privire la cauzele si durata

modificarilor potentiale de fonatie.

Studiul 1T

Al doilea studiu a avut ca obiectiv evaluarea unor factori clinici si paraclinici care pot
fi asociati cu patologia nodulara tiroidiana si cu complicatiile postoperatorii imediate.

Studiul a fost efectuat pe un lot de 128 de pacienti operati pentru gusa polinodulara
intre 2014-2016, acestia fiind evaluati prospective. Studiul a luat In discutie multipli factori

cu valoare prognostica pentru patologia nodulara tiroidiana, de la factorii de risc utilizati in



diferentierea leziunilor tiroidiene maligne sau benigne (factori care tin de istoric,
caracteristici fizice, caracteristici ecografice, dimensiunea nodulului dominant, punctia
biopsie cu ac fin) pana la caracterele ecografice de malignitate (hipoecogenitatea,
microcalcificarile, marginile neregulate, fluxul sangvin crescut, invazia capsulard si
adenopatiile, plus prezennta nodulilor nepalpabili diagnosticati ecografic) sau factori fizici
clinici sau paraclinici: gradul gusii, prezenta gusii plonjante, gradul tuberculului
Zuckerkandl, incadrarea tuberculului Zuckerkandl intr-o categorie (mic/mare), dimensiunea
ecograficd maxima a lobului tiroidian (< sau > 5 cm), dimensiunea nodulului dominant (<
sau > 1 cm), pierderea sangvind intraoperatorie, tipul operatiei, tipul histopatologic
(malign/benign), diagnosticul histopatologic si stadiul tumoral.

Dintre factorii de risc preoperatori care se asociazd mai degraba cu benignitatea sau
malignitatea, doar cei care tin de istoric si de caracterele fizice de benigitate (istoric familial
de gusd benigna, rezidentd in zond endemicd, femei in varstd, nodul moale, gusa
multinodulard) s-au corelat cu maligitatea, insd negativ (p=0.0002, r=-0.3192, respectiv
p=0.002, r=-0.2685); astfel, putem spune ca factorii de risc “mai degrabad benign” care tin de
istoric si caracterele fizice reprezintd un factor de protectie, riscul acestor pacienti de a avea
un nodul malign este mult mai redus. In ceea ce priveste caracterele FNAB, s-a observat ¢
cele maligne s-au corelat Tnalt semnificativ cu malignitatea, iar cele benigne s-au corelat
negativ cu aceasta (p=0.001, r=0.7385, respectiv p=0.001, r=-0.7385). Se demonstreaza,
astfel ceea ce era stiut din literatura, ca FNAB reprezitd un bun reper pentru evidentierea
malignitatii.

Caracterele ecografice de malignitate (hipoecogenitate, microcalcificari, margini
neregulate, fluxul sangvin Doppler, invazie capsulard, adenopatii) gasite la pacientii din lotul
nostru au confirmat, ceea ce era cunoscut din literatura de specialitate, ca se corelaza
semnificativ statistic cu malignitatea, corelatia cea mai puternicd in lotul nostru fiind
reprezentatd de cea a microcalcificarilor, care a fost inalt semnnificativd statistic
(p=<0.0001, r= 0.4260), apoi a hipoecogenitatii ecografice a nodulilor (p=0.001, r=0.2759),
a adennopatiilor (p=0.007, r=0.2378), a invaziei capsulare (p=0.01, r=0.2220) si mai putin a
marginilor neregulate (p=0.05, r=0.1668).

Simptomele preoperatorii asociate cu compresia (dispnee, disfagie, disfonie) au fost
mai prezente in cazul gusilor plonjante, a nodulului dominant cu dimensiunea de peste 1 cm,
precum si in cazul tuberculului Zuckerkandl de mari dimensiuni, corelandu-se inalt
semnificativ statistic cu gusa plonjanta (p=0.0003, r=0.3157) si cu dimensiunea de peste 1

cm a nodulului dominant (p=0.009, 1r=0.2290). De asemenea compararea gradului



tuberculului Zuckerkandl cu compresia a aratat ca, cu cat acesta este mai mare cu atat riscul
de aparitie a simptomelor de compresie este mai crescut, Intre acestea exitand o corelatie
foarte Tnaltd semnnificativ statistic (p<0.0001, r;=0.52).

Fenomenele de compresie se asociaza cu dimensiunea tuberculului Zuckerkandl atat
in cazul dimensiunii lobului tiroidian mai mica de 5 cm, cat si in cazul dimensiunii mai mari
de 5 cm, dar corelatia este mai puternica la pacientii cu lob tiroidian mai mic de 5 cm
(p<0.0001 fata de doar p=0.01 la cei cu lob tiroidian de peste 5 cm). Astfel, putem spune ca
fenomenele de compresie se asociazd mai degraba cu dimensiunea mare a tuberculului
Zuckerkandl decat cu dimensiunea crescutd a lobului tiroidian, aceasta probabil datoritd
pozitiei anatomice a tuberculului, a cdrui crestere in dimensiune se produce intr-un plan
posterior fatd de corpul glandei.

Un alt parametru studiat a fost durata tiroidectomiei totale. Astfel, prezenta gusii
plonjante mediastinal retrosternal s-a corelat semnificativ statistic cu durata de peste 120 de
minute a operatiei (p=0.01, r=0.2450). Incadrarea tuberculului Zuckerkandl intr-o grupa de
dimensiune mare (grad 2-3), precum si pierderea sangvind mai mare s-au corelat Tnalt
semificativ statistic cu o duratd mare a interventiei chirurgicale (p=0.001, r=0.3230,
respectiv p=0.004, 1=0.2856).

In continuare, am incercat gasirea unor parametri care ar putea fi asociati cu aparitia
hipocalcemiei postoperatorii sau a parezei de nerv laringeu recurent.

In urma analizei, am constatat ci dintre parametrii luati in calcul au existat unii care
se asociazd cu scdderea calcemiei postoperatorii sau cu pareza recurentiald. Astfel, se
observa ca riscul de a face hipocalcemie creste cu cat gradul tuberculului Zuckerkandl e mai
mare, intre prezenta hipocalcemiei postoperatorii si cresterea gradului tuberculului
Zuckerkandl existand o corelatie moderata (rs=0.40), insd foarte inalt semnificativa statistic
(p<0.0001), dimensiunea mare (grad 2-3) prezentdnd un risc mult mai mare decat
dimensiunea mica (grad 0-1) a tuberculului (p<0.0001, r=0.4756). De asemenea,
hipocalcemia postoperatorie s-a mai corelat semnificativ statistic si cu dimensiunea peste 1
cm a nodulului dominant (p=0.01, r=0.2224).

In ceea ce priveste paralizia de nerv laringeu recurent, se observi ci, cu cat gradul
tuberculului Zuckerkandl e mai mare cu atat riscul de a face paralizie de nerv laringeu
recurent creste, paralizia recurentiald postoperatorie fiind corelata inalt semnificativ statistic
cu cresterea gradului tuberculului Zuckerkandl (p=0.004, rs=0.25), dimensiunea mare (grad
2-3) prezentand un risc mult mai mare decat dimensiunea mica (grad 0-1) a tuberculului

(p=0.004, r=0.2523). De asemenea, paralizia postoperatorie de nerv laringeu recurent s-a
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mai corelat semnificativ statistic si cu prezenta carcinomului papilar varianta sclerozanta
(p=0.01, 1=0.2247).

Aceste concluzii se pot explica prin cresterea dificultatii disectiei in cazul unui
tubercul mare, cunoscuta fiind relatia de stransa vecinatate intre tuberculul Zuckerkandl si
paratiroidele superioare si intre acesta si nervul laringeu recurent.

Tuberculul Zuckerkandl, cu toate ca a fost descris acum o sutd de ani, a devenit un
reper constant pentru descoperirea si conservarea nervului laringeu recurent si a glandelor
paratiroide superioare odata cu trecerea de la tiroidectomia subtotala la tiroidectomia totala
pentru boala benigna, identificarea si rezectia acestuia asigurand o rezectie completd si

evitand tiroidectomiile secundare pentru boala benigna.

Studiul ITI

Al treilea studiu a urmadrit identificarea unor potentiali markeri tumorali moleculari din
microveziculele plasmatice, folosind spectrometria de masa de 1nalta performanta, ceea ce
ar putea duce la usurarea detectarii si diagnosticdrii precoce, a monitorizarii pe termen lung
a neoplasmelor tiroidiene, precum si la evaluarea prognosticului carcinomului comparativ
cu leziunile benigne tiroidiene, in special de tip adenom folicular.

Conform unor descoperiri recente, au fost studiate mecanismele si s-au facut progrese
in descifrarea cailor de transformare a unei celule normale Intr-una maligna, fiind evidentiate
in sange microvezicule (MV) care sunt eliberate de catre focarul de carcinom tiroidian si
care contin informatie genetica si celulard. (Grogan et al., 2010; D’Souza-Schorey et al.,
2012, Manne et al., 2005; Li et al., 2012; Arcinas et al., 2009, Pagni et al., 2015). In ultimele
decenii, datoritd identificarii unor biomarkeri folositi ca predictori ai evolutiei nefavorabile,
a crescut interesul pentru detectarea proteinelor din microveziculele eliberate de tumori in
diferite fluide ale organismului (ascitd, revarsat pleural, saliva, urind sau direct in sange).
(D’Souza-Schorey et al., 2012). Datele din literatura aratd ca malignitatea poate duce la
concentratii sangvine crescute ale microveziculelor cu compozitii ce variaza de la pacient la
pacient. Microveziculele derivate din celulele tumorale pot induce angiogeneza in timpul
cresterii tumorale si pot contribui la initierea metastazarii. (Chandler et al., 2013; Raposo et
al., 2013; Janowska-Wieczorek et al., 2005).

Studiul a fost efectuat pe un lot de 50 de pacienti, dintre care 40 au fost operati pentru
o afectiune tiroidiana (20 cu carcinom tiroidian diferentiat — grup DTC si 20 cu adenom

folicular tiroidian — grup A), iar 10 pacienti au reprezentat lotul control — grup C.
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Din plasma recoltatd preoperator, in intreg lotul de 50 de pacienti au fost identificate
un total de 1218 proteine. Cele mai multe proteine au fost identificate in grupul A, N=921
(75,6%), mai multe decat in grupul DTC, in care au fost evidentiate 874 de proteine (71,7%),
cele mai putine fiind in grupul C, 552 de proteine (45,3%). Aceeasi clasificare s-a pastrat si
pentru proteinele unic identificate in fiecare grup, in grupul A fiind 253 (20,7%) de proteine
specifice, n timp ce 215 (17,6% ) proteine au fost identificate doar in grupul DTC, iar 66
(5,4%) in grupul C. Procentul de proteine comune tuturor grupurilor a fost de 36,5%, cu un
numar de 445. (Fig. 1).

Proteinele comune identificate in toate cele 3 grupuri au fost comparate cu bazele de
date KEGG, cateva dintre ele fiind suprareprezentate semnificativ statistic In aceste cai de
semnalizare (FDR P-value < 0.05; FDR: False Discovery Rate). Dintre acestea, harta inter-
relatiei proteoglicanilor in cancer (KEEG 05205) s-a dovedit a fi corelata in mod special cu
patologia maligna.

Analiza cantitativa a probelor tisulare tumorale si non-tumorale a indicat diferente
semnificative statistic in cazul a 10 proteine implicate 1n calea de semnalizare ,,proteoglicani
in cancer” KEEG 05205.

Din cele 10 proteine asociate glicozaminoglicanilor provenite din tesutul tiroidian si
microvezicule (antigenul CD44 (CD44), integrina beta-1 (ITGB1), omologul 42 al proteinei
de control a diviziunii celulare (cell division control protein 42 homolog - CDC42), filamina-
A (FLNA), Ras-related C3 botulinum toxic substrate 1 (RACI), vitronectina (VTN), ezrina
(EZR), moesina (MSN), lumican (LUM) si proteina de baza a heparin sulfate
proteoglicanilor specificd membrane bazale (basement membrane-specific heparan sulfate
proteoglycan core protein - HSPG2)) 9 au prezentat un trend de supraexprimare
semnificativ statistic. De notat cd in afara de lumican, s-a observat ca celelalte 8 proteine au
fost exprimate diferit in microveziculele izolate din grupurile cu adenom tiroidian (A) si
carcinom tiroidian diferentiat (DTC) fata de grupul de control (C). Abundenta proteinelor
tisulare Tn CTD si A a fost exprimata in functie de raportul tumoral versus nontumoral (t/nt).

Plasma din sangele recoltat postoperator la o luna a fost prelucrata si analizata ca si
probele preoperatorii i intraoperatorii prin spectrofotometria de masa de inalta performanta.

Analiza comparativa proteomica dintre microveziculele plasmatice si cele tisulare a
identificat 8 dintre proteinele intdlnite in mod obisnuit in toate cele 3 grupuri de pacienti
inclusi (carcinom tiroidian diferentiat, adenom tiroidian si control) si exprimate diferit n
microveziculele plasmatice: FLNA (filamin-A), RACI1 (Ras-related C3 botulinum toxin
substrate 1), ITGBI1 (integrina beta-1), MSN (moesina), CD44 (antigenul CD44), EZR
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(ezrina), VTN (vitronectina), CDC42 (cell division control protein 42 homolog). Acestea au
fost asociate cu proteoglicanii hialuronan si heparansulfat, implicati In calea de semnalizare
,,proteoglicani in cancer’’> KEGG.

Dintre cele opt proteine, 3 proteine (ITGB1, FLNA si EZR) au fost gésite in cantitate
crescutd In microveziculele plasmatice atat in carcinomul tiroidian diferentiat (DTC) cat si
in adenomul tiroidian (A). In grupul cu carcinom tiroidian diferentiat au existat 5 proteine
care au avut o abundenta crescutd in microvezicule ((ITGB1, FLNA, RACI, EZR si MSN)
si 0 proteind cu abundenta scazutd (VNT), in timp ce in grupul cu adenom tiroidian au fost
3 proteine cu abundenta crescutd in microveziculele de dupd interventia chirurgicala
(ITGB1, FLNA, EYR) si 4 proteine in cantitate mai mica (CD44, CDC42, MSN si VTN).
De observat cd vitronectina (VTN) a fost singura care scdzut in abundenta dupa operatie atat
in carcinomul tiroidian diferentiat (DTC), cat si adenomul tiroidian (A).

Indepirtarea chirurgicala a intregului tesut tiroidian in cadrul gusilor nodulare a fost
urmata de o crestere semnificativa a proteinelor ITGB1 si FLNA atat in cazul tumorilor
benigne (adenomul), cat si in cazul celor maligne (carcinomul diferentiat). Dupa interventie,
in cazul carcinomului tiroidian diferentiat, spre deosebire de adenom, RAC1, EZR si MSN
au prezentat o supraexprimare notabila.

Rezultatele studiului nostru au demonstrat ca anumite proteine pot prezenta valori
cantitative distincte si semnificative In plasma pacientilor cu un tip de carcinom tiroidian
diferentiat fatd de grupul fara afectiuni tiroidiene. Aceste proteine impreund cu
glicozaminoglicanii hialuronan si heparan sulfate proteoglycans au prezentat modificéri
semnificative ale nivelurilor ceea ce ar putea indica participarea in procesele de
carcinogeneza si metastazare. Aceasta ar putea fi un indicator valoros pentru evolutia
fiecarui tip de leziune tiroidiana, astfel ele putand fi luate in calcul ca niste predictori
importanti ai carcinomului tiroidian diferentiat, ceea ce ar putea duce la un diagnostic

precoce si la un tratament adecvat.

Studiul IV

Al patrulea studiu a incercat evaluarea unor factori genetici care ar putea fi implicati
in aparitia cancerului tiroidian, in patogeneza tumorilor maligne fiind incriminate
multiple cauze, interactiunea dintre fondul genetic si diferiti factorii de risc din mediul
inconjurdtor determindnd aparitia acestor afectiuni. Diferite studii sugereaza prin

rezultatele lor ca factorii genetici, cum ar fi polimorfismele mononucleotidice, mutatiile

13



si rearanjamentele de insertie sau stergere pot influenta puternic susceptibilitatea
individului la diferite tipuri de cancer. (Boroujeni et al., 2013)

Dintre genele implicate in patogeneza cancerului tiroidian, o parte (BRAF, RET/PTC)
se gisesc preponderent in carcinomul papilar, altele (RAS, PAX8/PPARY) au o prevalentd
crescutd in carcinomul folicular. Mutatia V60OE a genei BRAF se asociaza cu caracteristici
agresive ale carcinomului papilar tiroidian, cu ratd de recidiva si metastazare ganglionare
crescutd, precum si cu scaderea capacitatii de iodocaptare. (Xing et al., 2013, 2016,
Cabanillas et al., 2016, Iribarren et al., 2001, Haugen et al., 2016, Nikiforov 2011, Lee et al.,
2013, Tufano et al., 2012, Fisher et al., 2013, Yim et al., 2013)

MMP-2 este localizatd pe 16q13-q2, are 13 exoni si este capabild sa degradeze
colagenul de tip IV si gelatina, care sunt principalii constituenti ai laminei bazale,
precum si unele molecule bioactive, cum ar fi proteinele de legare a factorului de
crestere si receptorii factorului de crestere si pot afecta evenimentele precoce in
carcinogeneza si invazia tumorald si / sau metastazd (Sanii et al., 2012, Saeed et al.,
2013).

MMP-9 este localizata pe cromozomul 20ql11.2-q13.1, fiind cel mai complex
membru al familiei matrix metaloproteinazelor din punct de vedere al structurii
domeniului. MMP-9 are o activitate proteolitica impotriva colagenului de tip IV, a
proteinei de bazd a proteoglicanilor si a elastinei.

Reglarea transcriptionald este un mecanism important care influenteaza nivelurile
de exprimare ale acestor MMP-uri. Un polimorfism functional mononucleotidic in
elementul de reglare care actioneazd in regiunea promotor a MMP poate influenta
expresia acestei gene. (Wang et al., 2011; Zhang et al., 2013) In zonele promotor ale
matrix metaloproteinazelor 2 si 9 au fost identificate trei polimorfisme functionale
mononucleotidice (SNP), acestea avand efecte specifice alelelor asupra reglarii
transcriptiei genei MMP. Cele trei polimorfisme sunt MMP2 1306 C>T (rs243865),
MMP2 735 C>T (rs2285053) si MMP9 1562 C>T (rs3918242). (Decock et al., 2008;
Zhou et al., 2007; Qiu et al., 2008)

Astfel, studiul nostru a incercat evaluarea prezentei mutatiei V600 E a genei BRAF in
patologia nodulara tiroidiand si corelatia intre aceasta si evolutia postoperatorie in chirurgia
pentru cancerul tiroidian; de asemenea a fost evaluatd asocierea dintre secretia MMP-9 si

carcinomul tiroidian si a fost analizata si prezenta polimorfismelor mononucleotidice C(-

14



735)T al MMP-2 si C(-1562)T al MMP-9 si posibila asociere a acestora cu riscul de
cancer tiroidian la populatia din tara noastra.

Incepand cu anul 2012 in cadrul Institutului National de Endocrinologie C. I. Parhon
a fost initiat si derulat un studiu prospectiv, observational, care ulterior, din 2014 si pana in
2016, a cuprins si pacienti din Spitalul Universitar de Urgenta Elias. In cadrul acestui studiu
au fost inrolati 365 de pacienti nou diagnosticati cu noduli tiroidieni cu indicatie
chirurgicala care au fost investigati in cadrul Institutului National de Endocrinologie C. I.
Parhon si 1n Clinica de Endocrinologie, Diabet Zaharat si Boli de Nutritie Elias sau in alte

sectii de endocrinologie si operati In Sectiile de Chirurgie ale Spitalelor Elias si Parhon.

Analiza prezentei mutatiei V60OE a genei BRAF s-a realizat la un numar de 150 de
pacienti din Intreg lotul, dintre care 79 (52,6%) au prezentat o boala benigna si 71 (47,3%)
de pacienti au fost diagnosticati cu carcinom tiroidian diferentiat. Mutatia V60OE a genei
BRAF a fost gésitd doar in 10 cazuri din intreg lotul de 150 de pacienti. Toate cazurile in
care a fost prezentd au avut un diagnostic de carcinom papilar, 7 cazuri fiind carcinom
papilar varianta clasicd si 3 cazuri forma mai agresiva de carcinom papilar varianta
sclerozanta. De notat ca toate cele 10 cazuri in care a fost prezentd mutatia V60OE a genei
BRAF se aflau in stadiul pT3 sau pT4.

Prezenta mutatiei a fost corelatd inalt semnificativ statistic cu forma clasicd a
carcinomului papilar si cu forma sclerozanta (p=0.008, r=0.21, respectiv p<0,0001, r=0.49)
si fiind corelatd negativ cu adenomul folicular (p=0.04, r=-0.16). De asemenea prezenta
mutatiei VO0OE a genei BRAF se coreleaza inalt semnificativ statistic pozitiv cu stadiile
avansate (pT3, pT4) ale carcinoamelor (p<0.0001, r=0.35, respectiv p=0.002, r=0.24) si
negativ cu benignitatea (p=0,002, r=-0,24). Conform rezultatelor noastre, putem spune ca
mutatia BRAF poate fi utild in diagnosticul carcinomului papilar, prezenta ei fiind corelata
negativ cu benignitatea. Evolutia postoperatorie pe termen scurt nu este influentata de
prezenta mutatiei V60OE a genei BRAF 1n carcinomul papilar, in schimb evolutia pe termen
lung ar putea fi influentata de prezenta mutatiei V60OE a genei BRAF, prezenta acesteia
fiind corelata 1nalt semnificativ statistic cu stadiile avansate (pT3, pT4) ale carcinomului.
De asemenea prezenta mutatiei VOOOE a genei BRAF s-a corelat inalt semnificativ statistic

cu forma clasicd a carcinomului papilar si cu forma sclerozanta.

Secretia MMP-9 a fost studiata pe un numar de 329 de pacienti din Intreg lotul: 309

pacienti cu patologie nodulard tiroidiana si 20 de subiecti sdndtosi care au constituit lotul
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control. Dupd efectuarea examenului histopatologic, pacientii au fost Tmpartiti in doud
grupe: pacienti cu noduli benigni (N=176) si pacienti cu carcinom papilar tiroidian (N=133).
Din punct de vedere histopatologic, grupul pacientilor cu tumori maligne a cuprins 49 de
cazuri cu carcinom papilar tiroidian varianta clasicd (cPTC), 52 de pacienti cu carcinom
papilar tiroidian varianta foliculara (fvPTC) si 32 de pacienti cu forme agresive (AGR).
MMP-9 seric a fost determinat cu kit-ul Quantikine (R&D System).

Analiza comparativa intre cele doua grupuri de pacienti (cei cu tumori tiroidiene
maligne si cei cu o patologie benignd) a constatat cd valorile serice ale MMP-9 au fost
semnificativ crescute la lotul cu tumori tiroidiene fatd de lotul control (medie+SEM:
787,47+31.24ng/ml vs, 561,45+49.37ng/ml p<0.0001). Valorile serice ale MMP-9 au fost
comparate in functie de stadiul tumoral, aceasta analizd evidentiind valori semnificativ
crescute in stadiul T3 fatd de T1 si T2 (T1 vs T3 p<0,01, T2 vs T3 p<0,03). Probele au fost
comparate apoi in functie de diagnosticul histopatologic. In carcinomul papilar varianta
foliculara (fvPTC) valorile de MMP-9 au fost mai scazute decat in carcinomul papilar
varianta clasicd (cPTC) sau variantele mai agresive (AGR). (596,38+34.76ng/ml vs
760,35+70.54ng/ml, respectiv 835.75+109.9ng/ml, p<0,05). Analiza valorilor MMP-9 in
functie de invazivitatea tumorald a ardtat ca pacientii cu tumori invazive au avut valori
semnificativ mai mari decat cei cu tumori non-invazive (838.14£80.3ng/ml vs
618.68+30.9ng/ml, p<0.02). Astfel, putem spune ca valorile serice MMP-9 pot indica riscul
unor tumori invazive si cu o agresivitate crescutd, cu influenta in rezultatul tratamentului cu

radioiod si a evolutiei postoperatorii.

Studierea polimorfismelor mononucleotidice C(-735)T al MMP-2 si C(-1562)T al
MMP-9 s-a realizat la cei 365 de pacienti inclusi in studiu. S-a aplicat o analiza statistica
specifica evaludrii riscului dat de un anumit genotip asupra aparitiei unui patologii specifice,
in cazul de fatad asupra dezvoltdrii carcinomului papilar tiroidian cu cele doua forme ale sale
cuprinse in studiul nostru, varianta clasica si varianta foliculara.

Am realizat astfel, folosind testele de asociere specifice pentru echilibrul Hardy-
Weinberg (HWE - Hardy-Weinberg equilibrium) o analizd intre grupul pacientilor cu
carcinom papilar tiroidian (varianta clasica + varianta foliculard) si grupul pacientilor cu
patologie benigna (atat grupul gusd + adenom, cat si doar grupul gusd). De asemennea am
analizat alte doud comparatii, pe de o parte intre pacientii cu carcinom papilar tiroidian
varianta clasica si cei cu gusa polinodulard, iar pe de alta parte intre pacientii cu carcinom

papilar tiroidian varianta foliculara si cei cu gusa polinodulara.
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Distributia genotipurilor polimorfismului 735 CT al MMP-2 / 1562 CT al MMP-9 a
fost in concordanta cu echilibrul Hardy-Weinberg in toate grupurile de pacienti comparate.

In urma acestei analize s-au desprins cteva concluzii cu semnificatie statistica
legate de polimorfismele mononucleotidice studiate:

Astfel, in cazul polimorfismului 735 CT al MMP-2, prezenta genotipului heterozigot
CT, cat si a genotipului combinat CT + TT s-a corelat semnificativ statistic cu carcinomul
papilar tiroidian varianta foliculard comparativ cu gusa polinodulard. Se observa astfel ca la
genotipurile care au alela T (CT sau CT + TT) comparativ cu genotipul fara alela T (CC) din
cadrul polimorfismului 735 CT al MMP-2, riscul de a dezvolta un carcinom papilar tiroidian
varianta foliculara este de 2 ori mai mare.

In cazul polimorfismului 1562 CT al MMP-9 s-a constatat ci prezenta alelei T
comparativ cu alela C s-a corelat semnifiativ statistic cu malignitatea tumorala (carcinomul
tiroidian) atit in comparatie cu intreaga patologia benigna analizata (gusd + adenom), cét si
cu lotul doar al pacientilor cu gusd nodulard. De asemena, s-a corelat inalt semnifiativ
statistic cu carcinomul papilar tiroidian varianta clasicd in comparatie cu lotul pacientilor cu
gusd polinodulara si nu s-au asociat semnificativ statistic cu carcinomul papilar tiroidian
varianta foliculara.

De asemenea, tot in cadrul polimorfismului 1562 CT al MMP-9, prezenta genotipului
CT, cat si a celui combinat (CT + TT) a fost corelatd semnificativ statistic cu patologia
maligna tiroidiana atat in comparatie cu intreg lotul benign analizat (gusa + adenom), cat si
in comparatie doar cu gusa polinodulard. De asemenea, s-a corelat Tnalt semnifiativ statistic
cu carcinomul papilar tiroidian varianta clasicd in comparatie cu lotul pacientilor cu gusa
polinodulara si nu s-au asociat semnificativ statistic cu carcinomul papilar tiroidian varianta
foliculara.

Astfel, se poate observa ca la genotipurile care au alela T (CT sau CT + TT) comparativ
cu genotipul fara alela T (CC) din cadrul polimorfismului 1562 CT al MMP-9, riscul de a
dezvolta un carcinom papilar tiroidian este de 2 ori mai mare si de aproape 4 ori mai mare
riscul de a dezvolta un carcinom papilar tiroidian varianta clasica, in timp ce alela wildetype
poate fi considerata un factor de protectie, analiza ei ca factor de risc comparativ cu alela T
aratand o corelatie inversa Intre prezenta alelei C si riscul de cancer tiroidian si in special de

carcinom papilar tiroidian varianta clasica.
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Directii viitoare de cercetare derivate din studiul actual:

1. Prognosticul pe termen lung al pacientilor operati pentru un carcinom tiroidian ar
trebui evaluat pe studii epidemiologice prospective, multicentrice, care sa cuprindd un numar
mai mare de pacienti, urmariti atat de la aflarea diagnosticului cat si postoperator prin
numere personale de identificare In toatd reteaua de sandtate locald, pe perioade lungi de
timp, ideal minim 5 ani postoperator.

2. Consideram ca ar fi util un studiu mai amplu, prospectiv, privind complicatiile
postoperatorii dupa interventiile pentru carcinomul tiroidian in care toti pacientii sd fie
evaluati atat pre cat si postoperator prin examen fibroscopic ORL, reusind astfel sa
descoperim cu acuratete toate cazurile cu complicatii postoperatorii, atat cele cu manifestari
clinice cat mai ales pe acelea mute simptomatologic.

3. Studiul nostru privind implicarea tuberculului Zuckerkandl in aparitia diferitelor
simptome, cat si a complicatiilor postoperatorii legate de lezarea glandelor paratiroide sau a
nervului laringeu recurent, ar putea fi continuat pe loturi mai extinse de pacienti impartiti in
grupe cu aceeasi patologie si, de asemenea, ar fi utila studierea intraoperatorie a relatiei de
vecindtate a acestuia cu nervul laringeu recurent si glandele paratiroide.

4. Desi valoroase, datele noastre privind markerii tumorali moleculari din
microveziculele plasmatice evidentiati folosind spectrometria de masé de inalta performanta
ar trebui interpretate cu precautie din cauza numarului redus de pacienti din grupurile
examinate, putand constitui totusi un Inceput in cercetarea din tara nostra privind implicatiile
markerilor plasmatici moleculari in carcinomul tiroidian, care ar putea fi continuat pe loturi
mai mari de pacienti.

5. In aceeasi idee, avand in vedere numirul mic de cazuri in care a fost prezenti mutatia
V600E a genei BRAF, procentele fiind diferite de cele din literatura, rezultatele studiului
nostru ar trebui utilizate cu atentie, putand constitui o baza de pornire pentru studii ulterioare
pe populatia din tara noastra, care ar putea oferi informatii suplimentare.

6. Identificarea polimorfismului 1562 CT al MMP-9 ca factor de risc pentru
carcinomul tiroidian si mai ales pentru carcinomul papilar varianta clasica, precum si
identificarea polimorfismului 735 CT al MMP-2 ca factor de risc pentru carcinomul papilar
tiroidian varianta foliculara reprezinta unele din rezultatele cele mai imporatante ale acestei
teze. Ar merita luarea 1n calcul si studierea si a altor polimorfisme in raport cu malignitatea

tiroidiand, precum si introducerea acestora intr-un algoritm de diagnostic.
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