UNIVERSIDADE FEDERAL DO AMAZONAS

INSTITUTO DE CIENCIAS BIOLOGICAS

PROGRAMA MULTI-INSTITUCIONAL DE POS-GRADUACAO EM
BIOTECNOLOGIA

RODOLFO FAGIONATO DE FREITAS

A EXPRESSAO DA CICLINA D1 NOS BOCIOS SUBMETIDOS A
TIREOIDECTOMIAS EM MANAUS/AM

Manaus
2012



RODOLFO FAGIONATO DE FREITAS

A EXPRESSAO DA CICLINA D1

NOS BOCIOS SUBMETIDOS A

TIREOIDECTOMIAS EM MANAUS/AM

Tese apresentada ao Programa
Multi-Institucional de Pdés-graduacéo
em Biotecnologia da Universidade
Federal do Amazonas como requisito
para a obtencdo do titulo de Doutor
em Biotecnologia, area de
concentracao ciéncias da saude.

Orientador: Prof. LD Jo&o Bosco Lopes Botelho

Manaus

2012



FICHA CATALOGRAFICA

F866

Freitas, Rodolfo Fagionato de.

A expressao da ciclina D1 nos bocios submetidos a tireoidectomias
em Manaus/AM / Rodolfo Fagionato de Freitas. - Manaus: UFAM,
2012.

57 f. il

Orientador: Jodo Bosco Lopes Botelho, LD

Tese (doutorado) - Universidade Federal do Amazonas, Instituto de
Ciéncias Bioldgicas.

1. Bécios - Expressdo imunohistoquimica Ciclina D1. 2.
Tireoidectomias - Manaus. 3. Bécios - Manaus. I. Titulo.

CDU - 616.441-006.5(811.3)




RODOLFO FAGIONATO DE FREITAS

A EXPRESSAO DA CICLINA D1 NOS BOCIOS SUBMETIDOS A
TIREOIDECTOMIAS EM MANAUS/AM

Aprovado em 13 de dezembro de 2012.

BANCA EXAMINADORA

Prof. LD Joédo Bosco Lopes Botelho — Orientador

Universidade Federal do Amazonas

Prof. Dr. Euler Esteves Ribeiro

Universidade Aberta da Terceira ldade UNATI/UEA

Dr. Claudio do Carmo Chaves

Instituto de Oftalmologia de Manaus

Prof. Dr. Ozério José de Menezes Fonseca

Universidade do Federal do Amazonas

Prof. Dr. Manuel Neuzimar Pinheiro Junior

Universidade de Brasilia



DEDICATORIA

A Deus, sobre todas as coisas. Pela capacidade que me da de adquirir
conhecimentos e de poder transmiti-los.

A minha esposa Cynthia, essa conquista & fruto do seu apoio e incentivo
constantes. Obrigado pelo amor e pela amizade.

A minha filha Nicole, pela compreensdo das incontaveis horas, noites e dias,
debrucadas sobre esse trabalho. Perddo pela auséncia. Agradeco a vocé pela
percepcéo, pelo incentivo e, apesar de tdo jovem, pela sua grande responsabilidade.

Irmaos, familiares e amigos: alguns de vocés estiveram mais préximos, outros
mais distantes, mas sei que todos torceram por mim e estdo felizes por mais essa
vitoria.

Aos meus pais (in memorian):

Nada pode reparar a angustia da vossa perda, nada pode expressar a dor da
vossa falta, nada pode lembrar a intensidade do vosso amor, dedico a vos, pai e mae,
todo o meu esforco, todas as minhas conquistas, tudo o que sou e o que serei. Onde
guer que estejam, sempre vencerei em sua memoria.



AGRADECIMENTOS

Ao Senhor Deus por estar sempre comigo em todos os momentos e por ter me
ajudado a chegar até aqui.

Ao Professor Dr. Jodo Bosco Lopes Botelho, orientador do trabalho, pelos
conhecimentos transmitidos desde o mestrado, pela disponibilidade para orientacdo e
pela oportunidade de desenvolver este e outros trabalhos que me permitiram crescer
profissionalmente e ingressar na carreira académica.

Ao Professor Dr. Ozo6rio José de Menezes Fonseca, pela fundamental
contribuicdo na construcdo desta tese.

Ao Professores Dr. Spartaco Astolfi Filho, Dr. Edmar Vaz de Andrade, Dra.
Cristina Maria Borborema, Dr. Guajarino de Araujo Filho e Valdir Floréncio da Veiga,
pela ajuda e sugestdes na elaboracdo do projeto de pesquisa que deu origem a este
trabalho, pela disponibilidade e por todos 0s ensinamentos transmitidos.

A Nubiane dos Santos Pinon Freitas, secretaria do Programa de PoOs-
graduag&o em Biotecnologia da UFAM, pela facilidade e profissionalismo na execugéo
de suas tarefas.

A Gilmara Guimarées, pela estatistica.

A Professora Suely Moraes, pela realizacdo da ficha catalografica e pela
valiosa revisdo do portugués.

Aos membros e suplentes da Banca examinadora pelas excelentes sugestdes
gue contribuiram para um melhor norteamento da abrangéncia de conteddo pratico da
tese.

Aos pacientes, sem 0s quais seria impossivel a realizacao deste estudo, os
meus sinceros agradecimentos.



RESUMO

Os bécios destacam-se entre as patologias hiperplasicas tireoidianas pela
elevada prevaléncia na regido Amazodnica. Manaus, nas Ultimas décadas,
recebe pacientes portadores de bdcio oriundos dos estados do Paré até o Acre
em busca do tratamento de suas patologias. Este trabalho avaliou a
imunoexpressao de ciclina D1 de forma qualitativa em pecas cirdrgicas com o
diagnéstico histopatolégico de bocio de pacientes submetidos a tireoidectomia
na cidade de Manaus/AM. Selecionados quarenta e um pacientes com
diagndstico histopatolégico de bdécio, e, a partir dos blocos de parafina da
histopatologia, submetidos a analise imunohistoquimica da expressdo da
ciclina D1. Os dados foram analisados segundo a associacdo entre a
expressdo da ciclina D1 e o diagndstico de bocio adotando-se o indice de
significancia estatistica (p<0,05) e o odds ratio (OR). Dos 41 pacientes, 36
(87,8%) eram mulheres, com média de idade de 48 anos. Vinte (48,8%)
pacientes apresentaram positividade para a expressdo de ciclina D1 e a
correlacdo observada entre o diagndstico histopatoldgico e os resultados para
ciclina D1 foi positiva (Correlacdo de Pearson = 26,1%) para bécios. A chance
de um paciente feminino ter resultado positivo para ciclina D1 é 4,5 vezes
maior do que em pacientes masculinos (OR = 4,5). Mas, mesmo que a maioria
absoluta dos casos positivos para ciclina D1 seja do género feminino, a
correlacao estatistica ndo se mostrou significante para o género - teste Exato
de Fisher (p-valor = 0,16). Comumente considerada como marcador de
diferenciacéo celular nas lesdes tireoidianas malignas, onde pode exercer uma
funcdo de multiplicacdo celular, este estudo mostrou que a ciclina D1 pode
estar presente, também, em lesdes hiperplasicas benignas, como os bécios no
Amazonas.

Palavras-chave: imuno-histoquimica; ciclina D1; bocio.



ABSTRACT

The goiters stand out among the hyperplastic thyroid pathologies by high
prevalence in the Amazon region. Manaus, in recent decades, receives patients
with goiter from the states of Para to Acre in search of treatment of their
pathologies. This work evaluated the immunoexpression of cyclin D1 in a
qualitative way in surgical specimens with histopathologic diagnosis of goiter
patients undergoing thyroidectomy in Manaus / AM. Forty-one selected patients
with a histopathologic diagnosis of goiter, and from the paraffin blocks of
histopathology, immunohistochemistry analysis submitted to the expression of
cyclin D1. Data were analyzed according to the association between the
expression of cyclin D1 and the diagnosis of goiter adopting the index of
statistical significance (p <0.05) and the odds ratio (OR). Of the 41 patients, 36
(87.8%) were women, with a mean age of 48 years. Twenty (48.8%) patients
were positive for the expression of cyclin D1 and the observed correlation
between histopathology and the results were positive for cyclin D1 (Pearson
correlation = 26.1%) for goiters. The chance of a female patient have resulted
positive for cyclin D1 is 4.5 times higher than in male patients (OR = 4.5). But
even if the absolute majority of cases positive for cyclin D1 is female, a
statistical correlation was not significant for the genre - Fisher exact test (p-
value = 0.16). Commonly regarded as a marker of cell differentiation in
malignant thyroid lesions, where may perform a function the cell multiplication,
this study showed that cyclin D1 may be present also in benign hyperplastic
lesions, such as goiters on Amazon.

Keywords: immunohistochemistry; cyclin D1; goiter.
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1 INTRODUCAO

O bdcio, do ponto de vista clinico, representa qualquer aumento da glandula
tireoide, ndo importando a etiologia ou a fisiopatologia, porém, do ponto de vista
histopatoldgico, representa uma hipertrofia difusa ou localizada da glandula tireoide

em consequéncia da hiperplasia das células foliculares (BOTELHO, 2000).

Os bocios podem ter varias causas: deficiéncia de iodo (bocio endémico),
falha genética das enzimas da hormoniogénese (bdcio disormonogenético), drogas
que inibem a utilizacdo do iodo e alimentos bociogénicos. Pode ocorrer bdcio,
fisiologicamente, durante a gestacdo ou a puberdade, quando ha profundas
alteracdes hormonais (CABRAL, 2009).

Os bdcios multinodulares s&o descritos como um aumento da glandula
tireoide, difusamente heterogénea. A apresentacdo inicial podera incluir um aumento
difuso, e ndo tdo raro nodularidade assimétrica. Inicialmente, a hiperplasia é
eutireoidea; entretanto, com 0 crescente aumento de tamanho, podem ocorrer
elevacbes de T3 e T4, e progredir gradualmente para o hipertireoidismo clinico
(HERMUS; HUYSMANS, 1998).

Distribuidos principalmente em paises subdesenvolvidos e em &reas
bociogénicas, os bocios tem sua incidéncia relacionada principalmente com a baixa
ingesta de iodo na alimentacdo. Acrescenta-se a este fato, uma peculiaridade dos
povos amazénicos, como no Amazonas, 0 uso exagerado de farinha de mandioca,
alimento bociogénico, rico em &acido cianidrico, reconhecido anti-tireoideo, que se
transforma em tiocianato, apos a ingesta, sob acdo da enzima rodanase (BOTELHO,
2000).

Este trabalho busca melhorar o desempenho da imunohistoquimica de teste,
a fim de reduzir o falso negativo e enviar com éxito para a cirurgia, todos 0s
pacientes com lesdes potencialmente benignas ou malignas, a fim de prever com
quantidade infima de tecido o ponto de corte mais preditivo de benignidade ou

malignidade no pré-operatorio, auxiliando na decisdo de radicalidade do tratamento.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Identificar a expresséo imunohistoquimica das rela¢des entre a ciclina D1 e os
bécios em Manaus/AM.

2.2 Objetivo especifico

Avaliar a andlise imuno-histoquimica da expressdo da ciclina D1 e sua

correlagdo com os bocios, comparando os achados ao da literatura.

16



3 JUSTIFICATIVA

Fischer S, ASA S. L, 2008, utilizaram métodos imuno-histoquimicos para
avaliar a expressao da Ciclina D1 nas patologias tireoidianas; utilizando a técnica do
complexo avidinabiotinapeptidase com antisoro monoclonal purificado de coelho

contra a Ciclina D1.

Os cientistas serviram-se da andlise de Western blot e coloracdo imuno-
histoquimica, e a Ciclina D1 foi detectada com maior freqiiéncia no citoplasma de
doencas proliferativas da tireoide quando comparadas aos controles normais;e

concluiram que a Ciclina D1 pode ter uma influéncia crescimento tumoral glandular.

O desenvolvimento de anticorpos monoclonais, que propiciaram uma enorme
fonte de reagentes altamente especificos para a demonstracédo de varios antigenos
tissulares ou celulares, e o advento da recuperacdo antigénica foram fatos
marcantes na evolucéo da IHQ (WERNER, 2005; BODEY, 2002).

Desde a sua introducdo, na década de 70, as publicacdes cientificas com
aplicacbes da IHQ em patologia cirdrgica aumentaram significativamente,
expressando a posicdo que a IHQ ocupa em um laboratério de patologia cirurgica,
como técnica complementar na resolucdo de davidas diagnésticas formuladas nas
laminas coradas com coloracdo basica (WERNER, 2005; HIS, 2001).

Andlises de ocupacdo do receptor androgénico em loci alvo de genes
reguladores de relevancia clinica demonstraram que a Ciclina D1 limita a residéncia
no Receptor Androgénico apos a estimulacdo hormonal. Supde-se uma nova fungéo
para ciclina D1 em controlar resultados de transcrigdo hormdnio-dependentes a

partir da regulacéo dinamica do fator de transcricao.

Dada a frequéncia de alteracbes da ciclina D1 nas tumoracdes, o atual
desafio € delinear os mecanismos moleculares pelos quais essa proteina controla a

rede dos fatores de transcricdo em doencas humanas (COMSTOCK et al, 2011).
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7

A literatura € escassa quanto aos perfis IHQ de bdcios benignos, sendo
obscura sua utilizacdo nesses casos. Tal fato, impede que achados citoldgicos
(PAAF) inconclusivos ou suspeitos possam ser confirmados no pré-operatério

desses doentes.

Estudar de maneira inédita tais perfis em uma area conhecidamente
bociogénica, inaugura uma linha de pesquisa vanguardista mundial, e contribui

sobremaneira com a literatura disponivel.
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4 REVISAO BIBLIOGRAFICA

4.1 Histéria da tireoide

A existéncia da glandula tireoide, como estrutura anatdbmica humana, foi
descrita pela primeira vez no século |, por Claudio Galeno. Somente no século XVI,
Vesalius ofereceu maior informacédo descritiva e, mais recente, foi denominada
tireoide (gr. Thyreo = escudo) por Wharton (BOTELHO, 2000).

Com frequéncia, é possivel identificar varias pinturas e esculturas oriundas
tanto das civilizacdes mais antigas quanto da Europa Central, até o século XVII,
evidenciando homens e mulheres portadores do aumento de volume da glandula
tireoide. A andlise identificadora € baseada, exclusivamente, no cuidado tomado
pelo artista para evidenciar o aumento de volume na regido infra-hibidea e, em
alguns casos, com clareza o delineamento do bécio. Porém, ndo existem registros

gue oferecam sequer explicacbes dessas anomalias das formas do pescoco.

Na medida em que chamou a aten¢édo dos artistas, parece claro supor que
somente o fato de essas pessoas terem sido representadas de modo objetivo
representa explicito sentido da realidade, diferente dos que ndo apresentavam as
alteragdes (BOTELHO, 2004).

A hiperplasia da tireoide € uma condigdo patolégica comum, acometendo
cerca de 5% de qualquer populacdo. Embora existam varias formas histoldgicas,
todas iniciam com hiperplasia celular difusa dos acinos tireoideos. Quando leva ao
aumento do volume da glandula, denomina-se bdcio. A presenca de bdécio nem

sempre significa alteragédo funcional da glandula (CABRAL, 2009).

Os bdcios caracterizados como aumento de volume da glandula tireoide, sao
relatados ha milénios pelo homem. Ja em 2000 a.C. notava-se a sua representacao

em baixos relevos da regido do alto rio Nilo, os registros egipcios constituem as mais
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antigas comprovagoes da existéncia das doencas da tireoide.

Apesar de ndo ser citada como estrutura visceral, é possivel identificar quanto
o aumento do tamanho da glandula, avolumando o pescoco anteriormente, era

importante na estrutura social.

Um dos primeiros médicos chineses que identificou o bocio foi Chang Hua, no
antigo Império, na época dos Han, entre os anos 206 e 220 d.C. No seu livro P6-wu-
che ou Histéria Natural, preconizou o tratamento com mexilh6es. No médio Império,
entre os anos 587-617, durante a dinastia dos Suei, 0 médico Suen Sseumiau (581-
682 d.C.), na sua obra Mil Receitas Valiosas descreveu o bécio como doenca

provocada pela caréncia alimentar.

No século XI, Albucasis teria executado a primeira cirurgia bem sucedida para
exérese da tireoide. Frugardi fez a primeira referéncia a extracdo cirargica de um
bdcio. A primeira mencdo a um bocio multinodular foi feita no Tratado de Medicina
de Rueff, em 1556. O primeiro relato cirdrgico de uma tireoidectomia coube a
Desault, em 1791.

No século XIX houve uma populariza¢édo das cirurgias da glandula da tireoide,
principalmente por parte de alemdes e austriacos, como Mandl, Gunther e
Bruberger. Entretanto, nessa época, ndo havia unanimidade sobre a efetividade e
seguranca do tratamento cirdrgico dos bécios devido a morbimortalidade

frequentemente observada.

Samuel Gross, o mais famoso cirurgido norte-americano daquela época,
afirmava em 1866: “Pode a glandula tireoide, quando aumentada, ser removida com
uma razoavel esperanca de se salvar o paciente? A experiéncia, enfaticamente,
responde nao!” Até mesmo Bilroth, em 1883, contabilizava 20 tireoidectomias, com

40% de mortalidade intra-operatoria.

Foi nesse cenario acima descrito que surgiu 0 pai da cirurgia tireoidiana,
estabelecendo as bases técnicas que sdo empregadas até hoje com poucas
alteracdes. Emil Teodor Kocher (1841-1917) foi o mais brilhante discipulo de Bilroth.
Nascido em Berna, na Suica, ocupou a Catedra de Cirurgia com 31 anos. Em 1898,
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publicou sua experiéncia inicial com 600 tireoidectomias, notando uma reducao da
mortalidade de 30 para 5%.

Em 1907, publicou um livro sobre cirurgia de tireoide baseado em sua
experiéncia de 3.333 cirurgias. Em 1909, foi o primeiro cirurgido a receber o prémio
Nobel de Medicina (KOWALSKI, 2005).

As patologias da glandula tireoide sdo muitas e os tumores da tireoide
representam a mais frequente neoplasia no ambito do sistema endécrino e
constituem o objeto de estudo de véarios ramos da medicina como a endocrinologia,
a oncologia, o diagnéstico por imagem, a cirurgia e a anatomia patolégica. S6 nos
Estados Unidos da Ameérica sao diagnosticados 20.000 novos casos por ano e,
destes, cerca de 1% sdo malignos com uma taxa de mortalidade que ultrapassa
10% (STEWART; KLEIHUES, 2003; RIES, 2005).

O amplo espectro da patologia tiroidiana compreende: forma autoimune como
a tireoidite de Hashimoto e a doenca de Basedow; lesbes proliferativas do tipo
benigno como o bécio nodular e o adenoma folicular; neoplasias malignas de forma
bem diferenciada como o carcinoma papilifero e o folicular e formas menos

diferenciadas como o carcinoma pouco diferenciado e os anaplésicos.

Da mesma forma, a conduta cirdrgico-farmacolégica e o seguimento dos

pacientes portadores das diversas patologias tireoideas € claramente diversificado.

Morfologicamente, os bécios podem ser difusos ou nodulares, sendo que, 0s
altimos podem ser uni ou multinodulares e, o critério funcional classifica-os em
bdécios com eutireoidismo, isto €, com a funcdo hormonal preservada (atoxicos ou
simples), bdocios com hipotireoidismo e bocios com hipertireoidismo (toxicos),
conforme as manifestacbes clinicas de hipo ou hiperatividade hormonal,

respectivamente.

Histologicamente, os bdcios representam uma hipertrofia do tecido tireoidiano

em consequéncia da hiperplasia das células foliculares.

Dividem-se em bocios endémicos, esporadicos, ndo nodular, multinodular,

multinodular hiperfuncionante, mergulhante ou toracico ou mediastinico, e bécios de
21



grande volume (BOTELHO, 1981).

Nos ultimos 5 anos muitas publicagBes cientificas testemunharam o esforgo
comum multidisciplinar visando a formulacdo de diretrizes para o tratamento das
neoplasias benignas e malignas da tireoide também a luz da moderna prética de
Medicina Baseada em Evidéncias para uma correta gestdo socio-econdmica e das

modernas técnicas de diagnadstico e terapia.

A Medicina Baseada em Evidéncias ndo € simplesmente o que deriva da
pesquisa, mas, principalmente, a partir de estudos clinicos controlados e guiados por
pratica clinica. O enorme progresso nas pesquisas biomédicas pbde hoje a

disposicéo novas informac¢des sobre os mecanismos bioguimicos da carcinogénese.

Hoje é imperativo basear a prépria deciséo, diagndstica e terapéutica, sobre a
avaliacdo critica dos resultados disponiveis na literatura cientifica. No campo
anatomo-patolégico o simples diagnostico morfolégico de uma lesdo neoplasica

deve ser acompanhado por investigacfes auxiliares relativas a novos marcadores.

O desenvolvimento de novos farmacos, sobretudo da terapia “target” (“alvo”),
torna também necesséario a identificacdo do perfil génico e fenotipico da leséo

especifica para otimizar o tratamento cirargico-farmacoloégico.

A manifestacdo clinica de inicio de disfuncdo da tirdide € muitas vezes
acompanhada pelo aparecimento de um nédulo da tirdide. Estima-se que 4-8% da
populacdo tem pelo menos um nodulo identificado a palpacdo, e esta proporgéao
aumenta consideravelmente se levarmos em conta os dados que emergem de
exames de ultrassom incidentais (eco cardtida ou parétida) e ainda mais se
analisarmos provas forenses que destacam a presenca em 50% dos relatorios de

necropsia.

Apenas uma pequena percentagem (5%) dos ndédulos esconde, no entanto,
lesbes malignas e &, portanto, fundamental identificar, e sobretudo, caracterizar os

nodulos da tireoide ainda na fase pre-operatoria (BURGESS, 2006).

Existe atualmente um algoritmo sistematico para a avaliacdo dos nodulos da

tireoide, baseado na histéria clinica, no exame objetivo local, na medida do hormonio
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TSH, na ultrassonografia do pescogo e aspiracdo com agulha fina (PAAF), com e

sem a orientacao do ultrassom.

A PAAF tem certamente um papel central na gestdo de pacientes com
nodulos da tireoide como um procedimento minimamente invasivo, e particularmente
atii para determinar a extensdo da abordagem cirargica (lobectomia ou

tireoidectomia total).

4.2 As limitagcdes no diagndstico citolégico do bécio ou do nddulo tireoidiano

Para diferentes patologistas conforme citado por Fischer (2008), a maioria dos
tumores de tiredide, é confrontado com lesdes da tiredide, em que a distincdo entre
benignos e malignos, pode ser bastante sutil. A decisdo favorecendo um, ou outro,
tem consequéncias clinicas que implicam em diferentes modalidades de tratamento.
Por um lado, existe a necessidade, de que seja evitado o tratamento excessivo e

geracado de desconforto psicolégico para o paciente.

Quanto a citologia, apresenta limitacdes diagndsticas relacionadas com a
natureza da amostra; sendo por isso que, o sistema de classificacdo dos critérios
encontra-se em continua evolucao, com base na avaliacado do risco de malignidade
(RM) e necessitando sempre, da aplicacdo de novos marcadores moleculares de

suporte ao diagndéstico morfolégico.

Na atual classificacdo Bethesda (National Cancer Institute Thyroid Fine-
Needle Aspiration State of the Science Conference) existe ainda, segundo Ali
(2010), uma zona cinzenta no diagnodstico citoloégico da tiredide constituida das
categorias diagnosticas de TIR3 e TIR4.

Por esta razéo, a abordagem destes tumores de diagnéstico dificil deve incluir
técnicas auxiliares, imunohistoquimica e molecular de perfis, que podem melhorar o
padrdo de avaliacdo morfolégica, tanto em pecas cirdrgicas e em amostras obtidas
por citologia aspirativa com agulha fina (REZK; KHAN, 2005; SALVATORE et al,
2004).
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Nestas categorias é ainda mais importante individualizar novos marcadores
que nos permitam definir melhor o diagndstico citolégico e distinguir entre lesdes
malignas e benignas para evitar-se uma cirurgia em dois tempos com aumento das
despesas de saude e com geracdo maior de impacto para o paciente. Até os dias
atuais, um diagnéstico citolégico de TIR3 e TIR4 de acordo com Ali (2010),

determina uma clara indicacéo de cirurgia com lobectomia /lobotomia.

Para a autora antes nominada, células foliculares dispostas em grupos
lotados e/ou micro-foliculos no mundo atual sdo hoje diagnosticadas em citologia,
como TIR3 ou “neoplasia folicular, ou suspeito de neoplasia folicular”. Refere ainda ,
que as lesdes histologicas diagnosticadas citologicamente como “indeterminadas”,
mostra simples ndédulos hiperplasicos de bo6cio adenomatoso ou proliferacfes
benignas como o adenoma folicular, mas podem também esconder uma variante

folicular do carcinoma papilifero, ou carcinomas foliculares.

Estatisticamente nesta categoria diagnostica “indeterminada”, o MR (Risco de
Malignidade) = 20% significa que uma lesdo em cinco, acaba por ser maligna e, por
conseguinte, requer radicalizacao do ato cirirgico com cirurgia totalizadora adicional.
(ALI, 2010).

Células agrupadas em estruturas papilares cujo ndcleo tem anomalias
nucleares evidentes ndo sdo suficientes para estabelecer um diagnéstico de
carcinoma papilifero (PTC), se enquadram na categoria de diagnéstico TIR4. O
exame histolégico dos nédulos com citologia "suspeita" revelou, na maioria dos
casos, a presenca de um carcinoma papilifero com MR (Risco de Malignidade) de
66% e necessidade da "totalizacdo” do procedimento cirargico (ALl; CIBAS, 2010;
SAGGIORATO et al, 2005).

4.3 O método da imuno-histoquimica no diagndstico citolégico do bocio

A literatura disponivel para estabelecer diagnostico e progndéstico das

tumoragfes tireoidianas é extensa, incluindo marcadores imuno-histoquimicos,
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proliferacdo, citometria de fluxo, analise cromossémica, citogenética, estudo de
ploidia do DNA, analise de atividade oncogene, etc. No entanto, ainda ndo se
conseguiu encontrar um teste que claramente ajude a determinar o comportamento

bioldgico e o prognostico das tumoracgdes da tireoide (MOYANO et al, 2004).

Novas abordagens tecnoldgicas mais relevantes, gendmica e protedmica
estdo sendo pesquisadas para criar as autenticagbes moleculares capazes de
separar tumores benignos de malignos da tiréide e, no ultimo grupo, para distinguir
tumores com comportamento pouco e muito agressivos (BARDEN et al, 2003;
GIORDANO et al, 2005).

Varios marcadores imuno-histoquimicos tem sido estudados na literatura e foi
agora descartada a idéia de um marcador Unico capaz de identificar a malignidade
de uma leséo suspeita, colocando cada vez mais a atencdo de que a identificacédo
de um “painel” de anticorpos capazes de tornar a informacdo completa
(SAGGIORATO et al, 2005).

O conjunto de mais marcadores fenotipicos que nos permite melhorar a
precisdo do diagndstico e valores preditivos de malignidade em lesdes citologicas
duvidosos, mas também pode fornecer informacdes importantes sobre prognéstico e
terapéutica. Citado por Sherr (2000), particular interesse na literatura cientifica atual
€ dirigido aos genes e moléculas, envolvidas no controle do ciclo celular,

considerados como principais envolvidos no processo da carcinogénese.

4.4 O ciclo celular e a carcinogénese

A regulagéo do ciclo celular € um mecanismo excepcionalmente complexo
gue requer a compreensédo de numerosos atalhos moleculares finamente regulados
(SHERR, 2000).

O organismo humano consiste num grande namero de células cujos nucleos
contém todo o nosso material genético (DNA), localizado em 46 cromossomos (em

23 pares), sendo que a divisao celular é fundamental para a manutencdo do estado
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de equilibrio do individuo. O processo de divisdo celular € constituido basicamente
por dois periodos que se repetem continuamente: a interfase e a mitose.

Este processo inclui a replicagdo cromossomal e a segregacdo em duas
células filhas (KOSHLAND JR, 1989; LINDEN et al, 1992).

Conforme citado por Sherr (2000), esta dividido em quatro fases sucessivas: a
fase G1 em que a célula fornece para a sintese de todos os componentes a serem
distribuidos para as células filhas e complexos de enzimas necessarias para a
progressao, a fase S ocorre em que a duplicacdo do material genético do ndcleo, a
fase G2 onde continua o crescimento da célula e a sintese de novas moléculas

necessarias na fase mitoética.

A replicacdo do DNA ocorre durante a fase S (sintese de DNA) e a
segregacao cromossomal durante a fase M (mitética). Nas células somaticas as
fases S e M sao separadas pelas chamadas fases “gap” ou intervalo: G1 (pré-
sintética) e G2 (pré-mitética). Na primeira (G1), que ocorre antes da replicacdo do
DNA, had uma série de eventos biolégicos responsaveis pelo crescimento celular.
Quando atinge um determinado tamanho a célula entra na fase seguinte (S), na qual
acontece a sintese do DNA. A célula duplica o seu material genético (replicacdo do
DNA), dando origem a uma copia de cada cromossomo. Finalmente na fase
seguinte (G2), que corresponde ao intervalo entre o final da sintese de DNA e o
inicio da mitose, a célula verifica se a duplicacdo do DNA estd completa e se
prepara para a divisao celular. A fase M é o periodo mais curto do ciclo celular. Aqui
ocorre a condensacao dos cromossomos e 0 seu alinhamento no fuso mitotico,

culminando com a separacéo das cromatides irmas (NURSE, 1990, 1994, 2000).

Sherr (2000) afirma ainda, que exceto o compartimento germinal, além dos
processos fisiopatoldgicos, a grande maioria das células do organismo humano,
permanece na maior parte do tempo, em um estado de né&o proliferagcdo chamado de
fase GO.

O autor antes referido continua discorrendo, que a entrada e a progressao, ao
longo do ciclo celular séo regulados pelas flutuacées no nivel de concentracdo e na

atividade de uma molécula especifica chamada de Ciclina. A sintese e a degradacgéo
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da Ciclina especificada segue uma precisa sequéncia temporal. O ajustamento das
diversas fases do ciclo celular depende da Ciclina especifica e é regulada a nivel da
transcricdo génica mas, acima de tudo, nos mecanismos pos-transcricionais de

degradacéao proteossomica ubiquitina-dependente.

4.5 As ciclinas

Ciclinas do tipo D (D1, D2 e D3) séo essenciais para a transi¢cdo G1-S e a sua
sintese, como resultado de estimulos mitogénicos, sdo imprescindiveis para o

gatilho da proliferacdo celular e a saida da fase quiescente GO (KHOO, 2002).

A atual referéncia do painel imuno-histoquimico na literatura para a
caracterizacdo das lesfes da tirdide consiste em Gal3, HMBE-1 e CK19, que séo, no
entanto, pouco aplichAveis a lesBes oncocitarias para células de Hirthle
principalmente pela dificuldade da interpretacdo do sinal citoplasmatico, ja que se
tratam de células ossifilas que consistem de um grande citoplasma rico em biotina
enddgena, muitas vezes resultando em sinal ndo especifico (SAGGIORATO et al,
2005).

A ciclina D1 é um regulador da progressdo do ciclo celular de G1 a S,
codificado por um gene no cromossoma 11q13 que se superexpressa em muitos
tumores, mesmo sem alteracdo do gene em alguns casos. Sugere-se que a ciclina

D1 desempenha algum papel na génese tumoral da tirdide (MOYANO et al, 2004).

O gene CCND1 localizado no cromossoma 11923 codifica uma proteina
nuclear que forma complexos com quinases dependentes de ciclina 4 e 6,
resultando na fosforilacdo e inativacédo da proteina, permitindo a progressao do ciclo

celular de G1 para a fase S.

Células foliculares da tireoide normais ndo mostram imunorreatividade para
ciclina D1. Esta proteina é alvo de beta-catenina e a sua superexpressao esta
associada com alteracbes da beta-catenina na progressdo do cancer da tiréide
(MORIN et al, 1997; LANTSOV et al, 2005).
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A ciclina D1 é amplamente estudada na literatura, em lesGes da tirGide e seu
aumento é agora amplamente reconhecido como indicador de maior agressividade e

maior capacidade metastatica de tumores malignos da tireoide.

Khoo (2002) infere que, a ciclina D3 parece estar principalmente envolvida na
transformacao neoplasica das células da tiréide e, sendo um importante checkpoint
de controle da fase G1 das células foliculares da tireoide pode desempenhar um

papel oncogenético a nivel nuclear.

A expressdo nuclear aumentada de ciclina D1, mRNA e proteina, ja foi
demonstrada em tumores benignos e malignos da tireoide (KHOO, 2002;
NAKASHIMA et al, 2004).

N&o existem estudos anteriores no campo citolégico, mas no momento em
gue a neoplasia de células de Hurthle nas categorias diagnosticas TIR3 e TIR4 tém
um maior indice de malignidade, torna-se fundamental distinguir entre lesdes

benignas e malignas para otimizar o tratamento cirtrgico do paciente.

Outro marcador, a ciclina D3 esta definitivamente associado a um fendtipo
maligno das lesdes em células da tireoide e pds-transcricional que levam a sua
acumulacéo e a sua superexpressao estao significativamente associadas a um pior
prognéstico. A ciclina D3 aumenta a proliferacdo de células neoplasicas por
sequestrar a proteina p27(KIP1) (ciclina dependente de inibidores de quinase) em
um complexo de enzima inativa (DEPOORTERE et al, 1998).

A investigacao imunocitoquimica para ciclina D1 e D3, em funcdo dos dados
obtidos sugerem gue esses marcadores podem ser inseridos como novos membros
do painel Gal3, HMBE1 e CK19 para melhor caracterizar as lesbes nas células
ossifilas no pré-operatorio por PAAF (ERICKSON et al, 2000; LUKAS; BARTEK,
2004).

Tumores malignos exibem maior imunorreatividade para ciclina D1,
particularmente os carcinomas papiliferos, embora os adenomas foliculares tenham

sido descritos por relatar aumento da expresséo para ciclina D1 (SAIZ et al, 2002;
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NAKASHIMA et al, 2004).

Sem duavida, os métodos imuno-histoquimicos melhoram a sensibilidade, a
especificidade, o valor preditivo positivo e a precisdo diagnéstica nos estudos
tireoidianos, demonstrando aumentando a acuracia inclusive no pré-operatorio na
avaliacao de lesGes nodulares de tireoide (BARTOLAZZI et al, 2001; COMSTOCK et
al, 2011).

4.6 O bécio na AmazoOnia

As populacdes da regido Amazonica sofrem com a prevaléncia aumentada de
bocios, os quais se destacam entre as patologias hiperplasicas tireoidianas, muitas
vezes demandando técnica cirdrgica diferenciada. No Amazonas, estas populacdes
viajam dias de barco ou horas de avido pela falta de condi¢cdes de resolutividade em
seus locais de origem (BOTELHO et al, 2012).

A tireoide adulta caracteriza-se pela baixa renovacdo de suas células
foliculares; entretanto, mantém o potencial para proliferar em resposta a estimulos. A
incidéncia do nddulo tireoidiano palpavel, na populagéo geral, € de cerca de 4 a 7%,
contudo, com o advento da ultrassonografia, a prevaléncia sobe para 30%,
mostrando alta capacidade mitogénica do tecido (BARTOLAZZI et al, 2001).

Na populacdo em geral, 3 a 7% em nodulos tireoidiano palpaveis (BAILEY;
PILLSBURRY; DRISCOLL, 1998) e, se considerarmos um estudo ultrassonogréafico
a partir da 58 década, a incidéncia de nddulos tireoidianos pode variar de 30% a 50%
da populacdo (MENEZES, 2001).

A Amazonia, segundo o 3° Inquérito Nacional relativo a presenca de bocio em
escolares brasileiros realizado em 1995, apresenta um percentual significativo de
pacientes com aumento do volume da glandula tireoide (CABRAL, 1979;
MEDEIROS NETO, 1982).

Dentre os fatores ligados a este fato estdo: o baixo indice de iodeto de
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potédssio presente no sal de cozinha, ligados a falta de fiscalizacdo do mesmo; ao
baixo indice deste mesmo oligoelemento presente na principal fonte protéica da
regido, que é o pescado; e a provavel associacdo com a ingesta de tiocianato
presente na farinha de macaxeira, largamente consumida na regidao (BOTELHO,
2000).
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5 PROPOSICAO

A maioria das lesdes neopldsicas oriundas da glandula tireoide é
diagnosticada com base em caracteristicas histologicas bem definidas. No entanto,
ha um subconjunto de tumores com arquitetura folicular que ndo possuem as
caracteristicas de malignidade inequivocas, colocando assim dificuldades na
distincdo de condi¢cdes malignas e benignas.

Alguns tumores da tireoide ndo sé@o derivados do epitélio folicular da tireoide.
Em tais casos, a utilizacdo de técnicas complementares, incluindo analise imuno-

histoquimica e molecular pode melhorar significativamente o diagndstico.

A caracterizacdo molecular dos tumores € uma abordagem tecnoldgica
promissora que pode revelar novos biomarcadores importantes a serem

incorporados no tratamento de lesfes da tireoide.

A proposta deste trabalho é avaliar a expresséo imuno-histoquimica da ciclina
D1 em bdcios de tireoidectomias realizadas em Manaus/AM.
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6 MATERIAIS E METODOS

6.1 Descricdo da area de estudo

Estudo transversal realizado com material proveniente de exames
histopatolégicos produtos de tireoidectomias realizadas por bocio na cidade de
Manaus-AM, e analisados imuno-histoquimicamente, utilizando-se o método do
polimero marcado com peroxidase em cortes submetidos aos anticorpos primarios

ciclina D1.

6.2 Amostra

Composta por blocos de parafina de bdécios oriundos de 41 pacientes

tireoidectomizados, operados na cidade de Manaus-AM.

6.3 Critérios de inclusao

- Paciente oriundo da regido amazoénica ocidental;
- Paciente eutireoideo;
- Nao haver suspeita ou confirmacéo de doenca maligna tireoidea;

- N&o ter sido exposto a tratamento radioativo prévio.

6.4 Critérios de exclusao

Pacientes submetidos a tireoidectomia com diagndstico histopatolégico de

doenca de Basedow-Graves, qualquer tireoidite, neoplasias de células de Hiurthle
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(adenomas e carcinomas), neoplasias foliculares, carcinomas papilifero, folicular,
medular, anaplasico, indiferenciado, linfoma primitivo da tireoide, sarcoma tireoideo

e tumores metastaticos.

6.5 Aspectos éticos

Projeto aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa, respeitando a Resolucéo
196/96, da CONEP.

Os pacientes foram identificados, orientados sobre os objetivos do estudo e,
apos terem compreendido e concordado espontaneamente em participar da
pesquisa por meio da assinatura do termo de consentimento livre e esclarecido
(TCLE), responderam ao questionario com dados pessoais e dados dos exames

complementares previamente realizados.

6.6 Andlise histopatoldégica e imuno-histoquimica

Os dados foram colhidos por meio de um questionario semi-estruturado com

guestbes abertas e fechadas aplicados aos pacientes selecionados (Anexo 1).

Apobs o tratamento cirdrgico e estudo histopatologico, compuseram a amostra
as pecas obtidas dos tecidos tireoideanos parafinizados, com diagnéstico de bocio
pela técnica de coloragdo com hematoxilina e eosina, e foram sujeitas a coloracao

pela técnica de imuno-histoquimica.

6.10 Analise dos resultados

A andlise dos resultados foi feita mediante uma avaliagdo qualitativa da
proteina ciclina D1 nas tumoragbes estudadas (bdcios). Foram consideradas

positivas as células com marcacao imuno-histoquimica de coloragdo acastanhada,
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com marcacdes citoplasmaticas e nucleares independente da quantidade de células
marcadas e nao sendo levada em consideracao a intensidade da coloracao.

Foi atribuido o escore “0” (zero) aos casos negativos para a ciclina D1 e

escore “1” (um) aos casos positivos para essa proteina.

As células positivas para a para a ciclina D1 foram contadas manualmente -
1000 células por campo - escolhidas aleatoriamente em cada caso estudado,
obtidas em microscépio de luz com aumento final de 400x e camera fotografica

especifica acoplada a um sistema computadorizado.

6.11 Analise estatistica dos dados

Os dados obtidos neste estudo foram analisados pelo programa ANOVA para
observacdo de possiveis interagcbes da expressdo da ciclina D1 e os bdcios,

adotando para as associacdes a significAncia estatistica (p) e odds ratio (OR).

Foram realizados testes Mann-Whitney para comparar a marcagdo imuno-
histoquimica nuclear e citoplasmatica da ciclina D1 entre as tumoracdes estudadas.
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7/ RESULTADOS

A amostra foi composta por quarenta e um pacientes, de ambos 0s géneros

com as caracteristicas clinicas apresentadas na Tabela 1.

Tabela 1 - Caracteristicas epidemioldgicas e clinicas dos 41 pacientes.

No. GENERO |IDADE |PROCEDENCIA DIAGNOSTICO (RCEI(SZEIIF\ITB?)S
1 F 30 Manaus Bécio Nodular Atoxico Positivo
2 F 49 Manaus Bécio Nodular Atoxico Positivo
3 E 50 | Interior* Eizi;aNrOdUIar Atoxico+ Adenoma POSitiVO
4 F 40 Outros Estados | Bocio Nodular Atoxico Positivo
5 F 50 Manaus Bécio Multinodular Positivo
6 F 69 Interior* Bdécio Coloide Positivo
7 F 45 |Manaus Eoizi; Qdenomatoso rAdenoma | b tivo
8 F 14 Interior* Adenoma folicular Positivo
9 F 74 Outros Estados | Bocio Multinodular Atoxico Positivo
10 F 53 Interior* Bécio Multinodular Atéxico Positivo
11 F 47 Manaus Adenoma folicular Positivo
12 F 27 Interior* Bécio Nodular Atoxico Positivo
13 F 31 Outros Estados | Hiperplasia Nodular Positivo
14 F 32 Outros Estados | Bocio Nodular Atéxico Positivo
15 F 59 Manaus Bécio Multinodular Atéxico Positivo
16 F 48 Manaus Bécio Nodular Atoxico Positivo
17 F 52 Manaus Bécio Multinodular Atéxico Positivo
18 F 45 Manaus Bécio Adenomatoso Negativo
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19 F 62
20 F 29
21 F 54
22 F 60
23 F 47
24 F 45
25 F 58
26 M 59
27 M 53
28 F 49
29 F 44
30 F 55
31 F 32
32 M 54
33 F 51
34 F 30
35 M 45
36 F 49
37 F 31
38 F 68
39 F 53
40 M 68
41 F 47

Manaus
Outros Estados
Interior*

Manaus

Outros Estados

Interior*
Interior*
Interior*
Interior*
Manaus
Interior*
Interior*
Interior*
Manaus
Interior*
Interior*

Manaus

Interior*

Interior*
Manaus
Interior*
Interior*

Manaus

Bécio Nodular Atéxico

Hiperplasia Multinodular Cistificada

Bécio Nodular Atoxico

Bécio Multinodular Atéxico

Hiperplasia Nodular + Nodulo

Adenomatoso

Bécio Adenomatoso

Bécio Coloide

Bécio Adenomatosos
Bécio Coloide Difuso
Bécio Multinodular Atéxico
Bécio Coloide

Bécio Adenomatoso

Bécio Multinodular Atéxico
Bécio Nodular Atéxico
Adenoma folicular
Hiperplasia Multinodular
Bécio Nodular Atéxico

Bécio Adenomatoso com
degeneracao cistica

Bécio Coldide Multinodular
Bécio Adenomatoso

No6dulo Colbide Hipercelular
Bécio colbide

Bécio Multinodular Atéxico

Negativo
Negativo
Negativo

Negativo

Negativo

Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo

Negativo

Negativo

Positivo
Negativo
Positivo
Positivo

Negativo

F — Feminino / M — Masculino

* Interior do Estado do Amazonas
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Desses pacientes, cinco (12,2%) sado de género masculino, enquanto 36
(87,8%) sdo de femininos, o que corresponde a maioria dos pacientes avaliados e

com diagnaostico para bocio (Gréfico 1).

Masculino
12,2%

Feminino
87,8%

Gréfico 1 - Distribuicdo por género dos pacientes avaliados.

hY

Com relagédo a idade, conforme apresentado no Grafico 2, a maioria dos
pacientes esta na faixa etaria de 47 a 57 anos. A idade minima entre os pacientes foi

de 14 anos e idade maxima foi de 74 anos, com média de 48 anos.

Dos 36 pacientes de femininos, 15 (41,7%) estdo na faixa etaria de 47 a 57
anos de idade, enquanto que dos cinco pacientes de masculinos, quatro (80,0%)

tém entre 47 e 68 anos de idade (Tabela 2).
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0,0 ¥

%

1

14a24 25a35 36a46 47a57 58a68 Acima
de 68

Faixa Etaria (em anos)

Gréfico 2 - Distribuicdo por faixa etaria dos pacientes avaliados.

Tabela 2. Correlagéo entre o género e a faixa etaria dos pacientes.

: GENERO

FAIXA ETARIA (em anos) |~ ————— TOTAL
14 a 24 1 28 0 0,0 1
25 a 35 8 222 0 0,0
36 a 46 5 13,9 1 20,0 G
47 a 57 15 417 2 40,0 17
58 a 68 5 13,9 2 40,0
Acima de 68 2 5.6 0 0,0 2

TOTAL 36 100,0 5 | 1000 41

Quanto ao diagnostico, 11 (26,8%) pacientes apresentaram BOcio
Multinodular e um (2,4%) apresentou Nédulo Coloide (Gréfico 3).

38



Bacio multinodular

Bécio adenomatoso 24,4% (10)

Bacio nodular 22,0% (9)

Bécio coldide 14,6% (6)

Hiperplasia multinodular 4,9%(2)

Hiperplasia nodular 4,9% (2)

Nédulo coldide 2,4% (1)

26,8%(11)

I I | | | |

0,0 50 10,0 150 20,0 250 30,0
% de Pacientes

35,0

Grafico 3 - Distribuicdo por diagndstico dos pacientes avaliados.

Quanto ao resultado da ciclina D1 dos pacientes, verificou-se que 20

(48,8%) foram positivos, enquanto 21 (51,2%) foram negativos para o referido

marcador (Gréfico 4) (Figuras 1, 2, 3).

Negativo
51,2%

Positivo
48,8%

Graéfico 4 - Resultado da CD1 dos pacientes avaliados.
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Figura 3 - Células coradas com CD1 apresentando positividade (castanho).
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A tabela 3 sumariza os diagndsticos por género, e demonstra a fraca
correlacdo entre essas variaveis ao teste de Pearson = 1,7%.

Tabela 3 - Correlacao entre diagndstico e género dos pacientes avaliados.

ANATOMOPATOLOGICO — GENERO _ TOTAL
Feminino % Masculino %

Nodulo coldide 1 2.8 0 0,0 1
Hiperplasia nodular 2 56 0 0.0 2
Hiperplasia multinodular 2 56 0 0.0 2
Badcio coldide 4 11,1 2 40,0 6
Badcio nodular 7 19 4 2 40,0 9
Badcio adenomatoso 9 250 1 200 10
Badcio multinodular 11 30,6 0 0.0 11

TOTAL 36 100,0 5 100,0 41

Dos 20 pacientes com resultados positivos para ciclina D1, sete (35,0%)
pacientes eram portadores de Bdcio Multinodular e cinco (25,0%) de Bocio Nodular,
sendo esses os diagnosticos mais frequentes entre os pacientes positivos (Tabela
4).

A correlacao observada entre o diagndstico e os resultados para ciclina D1 foi
pequena e positiva (Correlacdo de Pearson = 26,1%), e indicou que nesses tipos de

bdcio os resultados sdo positivos para ciclina D1.
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Tabela 4 - Correlagdo entre o exame anatomopatologico e a IHQ.

ANATOMOPATOLOGICO __RESULTADO (Ciclina B1) TOTAL
Positivo % Negativo %

Noédulo coldide 1 5,0 0 0,0 1
Hiperplasia nodular 1 5,0 1 4,8 2
Hiperplasia multinodular 0 0,0 2 9,5 2
Bacio coloide 3 15,0 3 14,3 6
Bé6cio nodular 5 25,0 4 19,0 9
Bd6cio adenomatoso 3 15,0 7 33,3 10
Bdocio multinodular 7 35,0 4 19,0 11
TOTAL 20 100,0 21 100,0 41

Os resultados positivos da ciclina D1 foram mais frequentes entre o0s

pacientes de género feminino (Tabela 5).

A relacdo estatistica entre o género e o resultado da ciclina D1, ndo foi
significante, considerando um nivel de 5% de significancia, por meio do teste Exato
de Fisher (p-valor = 0,16), embora a chance de um paciente de género feminino ter
resultado positivo para ciclina D1 € 4,5 vezes maior do que em pacientes de género
masculino (OR = 4,5).

Tabela 5 - Relac&o entre o género e os resultados da ciclina D1.

GENERO _ RESULTADO (Clcllr.1a D1) TOTAL
Positivo % Negativo %
Feminino 19 95,0 17 81,0 36
Masculino 1 5,0 4 19,0 5
TOTAL 20 100,0 21 100,0 41
p-valor= 0,16

Com relacdo a associagdo entre o resultado da IHQ e a faixa etaria, esses
dados sao categorizados na Tabela 6, em que se observou que a maioria dos
pacientes positivos esta na faixa etaria de 47 a 57 (40,0%).com correlacdo negativa

entre as referidas variaveis (Correlacdo de Pearson= 31,2%).
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Tabela 6 - Correlacao entre a faixa etéria e a analise IHQ dos pacientes.

FAIXA ETARIA (em anos) Sos tiVORESUt/IADO Iflc;g!t?jom) % TOTAL
14 a 24 1 5,0 0 0,0 1
25a35 5 25,0 3 14,3 8
36 a 46 2 10,0 4 19,0 6
47 a 57 8 40,0 9 42,9 17
58 a 68 2 10,0 5 23,8 7
Acima de 68 2 10,0 0 0,0 2

TOTAL 20 100,0 21 100,0 41

Observou-se ainda que a positividade nos pacientes avaliados aumentou até

a faixa de 47 a 57 anos e foi dimuindo o nimero de casos positivos a partir dessa

mesma faixa etéaria (Gréfico 5).

No. de Pacientes

S =N W RE N0 Y
e e e —

2 L

Faixa Etaria (em anos)

14a24 25a35 26a46 47a57 58a68 Acima

de 68

M Positivo

m Negativo

Gréafico 5 - Distribuicdo grafica da correlacdo entre a faixa etaria e os

resultados para CD1.
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8 DISCUSSAO

A proteina CD1 tem sido frequientemente superexpressa em Varios tipos de
tumoracdes da regido de cabeca e pescoco e, por isto, citada em diversos trabalhos,
principalmente quando se trata do estudo de patologias malignas. Lantsov et al
(2005) avaliaram através de imuno-histoquimica a expressdo da ciclina D1 no
microcarcinomas papilifero e observaram uma superexpressado dessa proteina (mais
de 5% de nulcleos de células marcadas). Os autores sugerem que a superexpressao
da ciclina D1 pode contribuir para o crescimento tumoral dos microcarcinomas. A
superexpressdo da CD1 foi também estudada por Nakashima (2004) , Saiz (2002) e
Khoo (2002), sempre com trabalhos associados ao aumento da proliferagdo das

células neoplasicas nos carcinomas.

No presente trabalho observou-se a expressdo de CD1 nos bdcios (20/41
casos positivos, correspondendo a 48,8% dos casos). O interesse inicial era avaliar
a expressao da CD1 como valor preditivo que pudesse contribuir com a escolha da
radicalidade do ato cirdrgico no pré-operatério através da PAAF que, com pouco
material celular, pudesse adiantar o diagnéstico morfolégico e imuno-histoquimico
fornecendo um segundo parametro (diagnéstico molecular), barato e eficiente, para

respaldar a conduta cirargica.

Conhecendo-se o papel da CD1 na progressdo do ciclo celular, pode-se
sugerir que esta proteina esta associada a maior proliferacao celular e agressividade
gue essas tumoracgfes apresentam, e, no surgimento e desenvolvimento dos bocios,
uma vez que também se tratam de proliferacdes anormais do tecido inicialmente

sadio.

Os resultados da literatura sdo interessantes, porém conflitantes e o
somatorio dos diversos estudos sobre a CD1 relatados na literatura poderao elucidar
0 papel dessa proteina na carcinogénese e com isso contribuir para o
estabelecimento do diagndstico, progndstico e tratamento de algumas neoplasias

benignas ou malignas.
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9 CONSIDERACOES FINAIS

Nas neoplasias benignas da glandula tireoide, os bocios nodulares,
hiperplasias glandulares e adenoma folicular, a expressdo da CD1 ndo parece estar
relacionada com a diferenciacdo celular como nas lesbées com algum grau de
malignidade onde pode exercer uma funcdo de multiplicacdo celular, levando as

células a proliferacdo pela ativacdo da CD1.

Os resultados deste trabalho, inédito em uma regido bociogénica, e com
bécios benignos, apontam a CD1 como possivel contribuicdo na elucidacdo
citolégica, pré-operatdria, de lesbes inconclusivas ou suspeitas na PAAF, mas,
reforca a necessidade de se estabelecerem novos marcadores celulares para a
doenca, de maneira a compor um perfil diagnéstico espectral imuno-histoquimico

dos bécios.
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ANEXO 1 - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO - TCLE

Titulo do Estudo: “A expressdo da ciclina d1 nos bdcios submetidos a

tireoidectomias em Manaus/AM”.

Vocé esta sendo convidado(a) a participar deste estudo intitulado “A
EXPRESSAO DA CICLINA D1 NOS BOCIOS SUBMETIDOS A TIREOIDECTOMIAS
EM MANAUS/AM” porque vocé tem perfil e preenche os critérios para, na condigcéo
de sujeito, participar desta pesquisa. Sujeito da Pesquisa é a expresséo dada a todo
ser humano que, de livre e espontanea vontade e apds ser devidamente esclarecido,
concorda em participar de pesquisa, doando material biolégico, se submetendo a
variados procedimentos invasivos ou ndo, ou ainda fornecendo informagdes. Neste
estudo vocé serd submetido(a) a uma entrevista com o objetivo de fornecer
informacgBes para o melhor entendimento do assunto em questdo, e vocé tera toda
autonomia para decidir entrar ou ndo na pesquisa. Também, vocé tera toda
liberdade para se retirar do estudo a qualgquer momento, sem prejuizo de qualquer
natureza. Tanto sua pessoa quanto os dados por vocé fornecidos serdo mantidos
sob absoluta confidencialidade e, portanto, ninguém mais tera conhecimento sobre
sua participacdo. Embora a natureza desta pesquisa apresente risco muito baixo,
VOCcé tem a garantia de indenizacao por parte da instituicdo promotora da pesquisa,
do investigador e do patrocinador (quando houver) se acontecer dano(s) a sua
saude, em decorréncia da pesquisa; e sua decisao de participar do estudo ndo esta
de maneira alguma associada a qualquer tipo de recompensa financeira ou em outra
espécie. Entretanto, vocé pode ser ressarcido de eventuais despesas, tais como

transporte e alimentacdo, quando for o caso.

Sempre que for necessario esclarecer alguma duvida sobre o estudo, vocé
devera buscar contato com o coordenador da pesquisa Rodolfo Fagionato de Freitas

no endereco Avenida Apurind, n° 4, Praca 14 de Janeiro. Fone 3305-4747.

Para quaisquer informac0des, fica disponibilizado o endere¢co do Servico de
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Cirurgia do Hospital Universitario Getulio Vargas, Avenida Apurind, n® 4, Praca 14 de
Janeiro CEP: 69020-170 - Manaus / AM - Fone (92) 3305-4747.

CONSENTIMENTO

Li, tomei conhecimento, entendi 0s aspectos da pesquisa e, voluntariamente,

concordo em participar do estudo.

Assinatura ou Impressao Datiloscopica do Sujeito da Pesquisa

Residéncia:
Fone(s):

Assinatura do pesquisador
Data: / /
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ANEXO 2 - FORMULARIO PADRAO

UNIVERSIDADE FEDERAL DO AMAZONAS

IDENTIFICACAO
I L0 1 1= S

Idade: .............

DIAGNOSTICO PRE-OPERATORIO: .ottt
Inicio dos Sintomas: - de 1 ano la3anos 4a8anos +de9anos

Primeiro diagndstico: - de 1 ano 1 a3 anos 4 a 8 anos

HISTORIA SOCIAL:
Origem: Zonaurbana Capital Interior  Zona rural

Base alimentar por semana:

Carne vermelha: 0-2X 3-5X todos os dias
Peixe: 0-2X 3-5X todos os dias

Farinha de mandioca: 0- 2X 3-5X todos os dias
Legumes: 0-2X 3-5X todos os dias.
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HISTORIA FAMILIAR:

Casos de bocio na familia.

Antecedentes familiares de bdcio: 1° grau
Carcinoma de tireoide na familia: 1° grau

Sem antecedentes conhecidos

EXAMES SOLICITADOS (especificos): data

TSH: oo elevado
T s elevado
T4 e, elevado
TAL: i, elevado
CINTILOGRAFIA:

Nédulo hipocaptante

2° grau

2° grau

normal
normal
normal

normal

Nédulos hipercaptante

3° grau

3° grau

baixo
baixo
baixo

baixo

Captagao: .........ceeeeennen.

Peso estimado: ..................

ULTRASSONOGRAFIA

Bocio uninodular  Lobo esquerdo  Lobo direito
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Bdcio multinodular Lobo esquerdo  Lobo direito
Diametro total: Oa2cm 2a4dcm
Classificacao: Tipo | Tipo Il Tipo I

Diametro estimado: ...........ccceeene....

RESUMO DO LAUDO:

PUNCAO ASPIRATIVA POR AGULHA FINA:

Positivo Negativo Material insuficiente

Laudo ReSUMIAO: ...cveeeeeeeee e,

EXAME HISTOPATOLOGICO:

Benigno Maligno Inconclusivo

Benigno:  bdcio coloide adenoma papilifero
Exame imunohistoquimico:

Expressao de Ciclina D1

Porcentual

Ausente;

Tipo IV

adenoma folicular

1+ fracamente positiva ou em menos de 10% do material examinado;

2+ moderadamente positiva ou de 11 a 25% do material examinado;

3+ positiva — entre 26 a 50% de positividade do material examinado;

4+ fortemente positiva — acima de 50% do material examinado.
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Intensidade

Ausente;

1+ fracamente positiva;

2+ moderadamente positiva;
3+ positiva.

4+ fortemente positiva.

ESQUEMA DO BOCIO (opcional):

normal 0al10 mm acima de 10 mm

Assinatura do pesquisador

Data: / /
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