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RESUMO

O bocio € uma condigao clinica caracterizada pelo aumento da glandula tireoide a
custa de nddulo(s), palpavel ou nao, cuja incidéncia, em geral varia de 4% a 7%,
principalmente em mulheres. E endémico na Amazobnia, e problema de salde
publica. Objetivo: Avaliar a imunoexpressdo do receptor de estrogénio (RE) de
forma qualitativa em pecas cirdrgicas com o diagndéstico histopatolégico de bocio de
pacientes submetidos a tireoidectomias na cidade de Manaus/AM. Métodos:
Selecionaram-se quarenta e nove pacientes com diagndstico histopatolégico de
bocio e, a partir de seus blocos de parafina, foi avaliada a expressao do receptor de
estrogénio (ndo especifico) por imuno-histoquimica com a técnica da streptoavidina-
biotina-imunoperoxidase e anticorpos primarios anti-RE. A andlise estatistica utilizou
o teste ndo paramétrico exato de Fisher, com nivel de significancia de 5%, e o
Coeficiente de correlacdo de Pearson. Resultados: Quarenta e sete (95,9%)
pacientes mostraram-se negativos para o receptor de estrogénio, enquanto que dois
(4,1%) apresentaram imunoexpressao positiva. Trinta e oito (84,45%) pacientes
eram do sexo feminino e sete (15,6%) do género masculino. A maioria dos pacientes
encontravam-se na faixa etaria de 42 a 52 anos (19 pacientes), enquanto que a
minoria (dois pacientes) estavam acima de 74 anos de idade. A idade minima entre
os pacientes foi de 31 anos e a idade maxima de 87 anos, com média de
aproximadamente 53 anos. N&o foi encontrada significAncia estatistica (p-valor:
0,732) ao correlacionar-se 0 género dos pacientes com a imunoexpressao positiva
do receptor de estrogénio. Houve uma correlacdo razoavel negativa (Correlacdo de
Pearson — 13,9%) entre a analise imuno-histoquimica e a idade dos pacientes, no

qgual os dois pacientes RE positivos encontravam-se dentro da faixa etaria (de 42 a



52 anos) de maior incidéncia (42,6% dos pacientes). Concluséo: nao existe uma
relacdo direta entre o desenvolvimento do bocio e a presenca do receptor de
estrogénio na glandula tireoide; ndo foi possivel correlacionar a expressdo do
receptor de estrogénio com o género dos pacientes devido a baixa casuistica dos

pacientes masculinos (sete) comparados com os femininos (42).

Palavras-chave: Bocio; Receptor de estrogénio.



ABSTRACT

The goiter is a clinical condition characterized by the increase of the thyroid gland at
the expense of a nodule(s), tangible or not, whose incidence in general ranges from
4% to 7%, especially in women. It is endemic in Amazon Region, and a public health
problem. Objective: To evaluate the expression of the estrogen receptor (RE) in a
qualitative way in surgical pieces with the histopathologic diagnosis of goiter patients
undergoing thyroidectomy in Manaus city. Methods: Forty-nine patients with goiter
histopathological diagnosis were selectec, and from its paraffin blocks, was evaluated
the expression of the estrogen receptor (not specific) by immunohistochemistry using
the technique of streptoavidina-biotin immunoperoxidase staining and primary
antibodies anti-ER. The statistical analysis used the non-parametric test Fisher's
exact, with 5% significance level, and Pearson's correlation coefficient. Results:
Forty-seven (95.9%) patients were negative for estrogen receptor, while two (4.1%)
had positive immunoexpression. Thirty eight (84.45%) patients were female and
seven (15.6%) were male. The majority of patients were in the age range 42 to 52
years (19 patients), while the minority (two patients) were above 74 years. The
minimum patients age was 31 years and the maximum was 87 years, with an
average of approximately 53 years. No statistical difference was found (p-value:
0.732) to correlate the gender of the patients with positive immunoexpression of
estrogen receptor. There was a reasonable correlation negative (Pearson Correlation
- 13.9%) between immunohistochemical analysis and the patients age, in which the
two patients ER positive were within the range age (42 to 52 years) of higher
incidence (42.6% of patients). Conclusion: there is not a direct relationship between
the goiter development and the presence of the estrogen receptor in the thyroid

gland.



Keywords: Goiter; estrogen receptor.
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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 et al., 2008;
BOTELHO et al., 2009).

O bocio representa, ainda hoje, uma das doencas mais difundidas,
constituindo em alguns paises sério problema de saude publica, ndo somente pela
extensdo com que atinge certos grupos populacionais como, também, pelas
inlmeras consequéncias que dele advém, como disfuncdo glandular, aumento do
risco de malignizacao, sintomas compressivos locais, como disfagia, dispneia, tosse,
extensdo intratoracica com risco de morte iminente por insuficiéncia respiratoria
aguda e, problemas estéticos.

A deficiéncia de iodo na alimentacdo €, reconhecidamente, a maior
responsavel pelo aparecimento dos bocios, que hoje priva aproximadamente um
terco da populacdo mundial (BOTELHO et al., 2008).

As deficiéncias nutricionais de maior importancia epidemiolégica como a
desnutricdo energético-proteica (DEP), as anemias, a hipovitaminose A e o0 bocio,
acham-se estreitamente associadas ao quadro estrutural da pobreza (CORREA-
FILHO et al., 2002).

No Brasil, trés quartos de seu territorio € considerado area endémica para
bocio, em virtude de seu solo, caracterizado pelos relevos de areas geoldgicas
antigas e erodido, possuir baixo teor de iodo soluvel nas camadas superficiais

(CORREA-FILHO et al., 2002).



Em inquérito nacional sobre a prevaléncia do bocio endémico em escolares
brasileiros entre seis a quatorze anos, realizado de 1994 a 1996, constatou-se que a
Amazbnia apresenta um percentual significativo de pacientes com aumento do
volume da glandula tireoide, mesmo tendo verificado uma reducdo, em relacdo ao
inquérito anterior, de 1975 (CORREA-FILHO et al., 2002).

Na Amazobnia, onde € considerada doenca endémica, o bécio esta
relacionado com o baixo indice de iodeto de potassio presente no sal de cozinha,
ligados a falta de fiscalizacdo do mesmo; ao baixo indice deste mesmo
oligoelemento presente na principal fonte proteica da regido, que € o pescado; e a
provavel associacdo com a ingesta de tiocianato presente na farinha de macaxeira,
largamente consumida na regido (BOTELHO et. al., 2008).

Apesar da incidéncia maior de bdcio em pacientes do sexo feminino (7:1)
(SARAIVA, 2002), e da prevaléncia populacional girando em torno de 3% a 7%
(CORREA-FILHO et al., 2002), poucos estudos existem atualmente que tente
correlaciona-lo com a expressao do receptor do estrogénio, que hoje, representa o

principal marcador tumoral na carcinogénese mamaria (JORDAN, 2004).

Dessa forma, a proposicao deste trabalho foi avaliar a expresséo do receptor
do estrogénio no bocio, por intermédio da técnica de imuno-histoquimica, e com isso

estabelecer uma correlacdo desse marcador tumoral com aquela afecgao.

Neste estudo também foi feita uma correlacdo entre o receptor de estrogénio
e 0s boécios de grande volume, além de procurar explicar a expressao deste

marcador no sexo feminino, onde sua incidéncia é maior.



2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral:

Identificar, de forma qualitativa, a presenca do receptor de estrogénio (nao
especifico) em bdécios de pacientes submetidos a tireoidectomias na cidade de

Manaus/AM.

2.2 Objetivos especificos:

2.2.1 Andlise imuno-histoquimica do perfil de expressdo do receptor de
estrogénio e sua correlacdo com os bocios;
2.2.2 Estabelecer correlacdo da expressao do receptor de estrogénio com o

género dos pacientes.



3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Bo6cio

O badcio é uma condicédo clinica definida pelo aumento do volume da glandula
tireoide, caracterizada pelo crescimento excessivo e transformacdo estrutural e/ou
funcional de uma ou mais areas do parénquima tireoidiano normal, ndo relacionado
a um processo inflamatério, doenca autoimune e neoplasico (KRHON et al., 2005;
BOTELHO et al., 2007; BOTELHO et al., 2008).

E uma das doencas mais antigas conhecidas. Tratados chineses do século V
a.C. demostram sinais do seu reconhecimento, quando descrevem o uso de pé de
algas marinhas como tratamento. Baixos-relevos egipcios, da segunda dinastia,
representam mulheres com a afeccdo, perto de 2000 anos a.C., assim como
esculturas incas do século XIIl. Em Zurique, Jacobus Rueff, em 1556, apresenta os
primeiros desenhos anatdmicos referentes ao tema, em Tratado de Medicina. Apés a
viagem pela América do Sul, entre 1799 e 1804, o cientista alem&o Alexander Von
Humboldt publica varias observacfes sobre a existéncia de bdécio e cretinismo na
regiao do rio Orenoco na Venezuela e Planalto de Bogota (MEDEIROS-NETO, 1977,
FERRAZ & BRANDAO, 1989).

No Brasil, as primeiras descricdes do bocio datam do século XIX e foram
feitas por autores como, Auguste de Saint-Hilaire, Von Spix e Von Martius, que falam
de sua existéncia em negros (figura 1), mesti¢cos e brancos, no Vale do Paraiba e em
direcdo ao oeste e ao norte, sendo, porém, ausente entre os indios. No inicio do
século XX, Carlos Chagas, Penna de Azevedo, Lobo Leite, Villela, entre outros,
realizaram extensos estudos sobre a doenca em nosso meio (MEDEIROS-NETO,

1977; FERRAZ & BRANDAO, 1989).



Figura 1: paciente com bécio multinodular de grande volume. Imagem do inicio da
década de quarenta.

A preocupacao com as doencas tireoideas permanece até hoje, dado que é
considerada a segunda alteracdo enddcrina mais comum, depois do diabetes melito,
como refere Denardin (2001). Na populacdo adulta, 4% a 7% apresentam nddulos
palpaveis na glandula tireoide, podendo atingir 30% a 50% quando s&o
considerados estudos de necropsias ou quando o ultrassom é utilizado para
diagnostico (DEAN & GHARIB, 2008, HEGEDUS, 2004; MATSUO et al., 2004;
MENEZES, 2001). Hegedus e colaboradores (2003) comprovam essas informacdes
e ressaltam a maior incidéncia de nédulos no sexo feminino e com o avancar da
idade, chegando a acometer mais da metade das pessoas acima dos sessenta

anos.



Figura 2: paciente com bdcio. Fonte: arquivo pessoal

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 amazonicos, 0 uso exagerado de farinha de mandioca, alimento bociogénico,
rico em &cido cianidrico, reconhecido antitireoideo, que se transforma em tiocianato,
apos a ingesta, sob acdo da enzima rodanase (BOTELHO et al., 2008).

As transformacdes morfolégicas da glandula tireoide sdo definidas pela
diminuicdo ou pelo aumento das unidades celulares (foliculos tireoidianos) que a
compdem, constituindo os bécios difusos ou nodulares. Como o iodo é matéria-prima
fundamental para o funcionamento da glandula, a caréncia alimentar esta
relacionada com o bocio endémico (HEGEDUS, 2004).

Com a lei federal n® 1944 de 14 de agosto 1953 que tornou obrigatéria a
iodacdo do sal, houve uma queda na prevaléncia nacional do bécio, tornando
imperativa a adicao de iodeto de potassio, na dose de 40 mg/kg a 60 mg/kg de sal,
até 2003. Estudos epidemiolégicos como o THYROMOBIL em 2000, desenvolvido

em varios Estados do Pais e, em 2003, no Estado de Sao Paulo, demonstra eficacia



no controle do bécio endémico; em contrapartida, foi notada a elevacdo dos niveis
de iodo excretado na urina, 0 que sugere consumo exagerado, relacionado com
aumento na incidéncia de tireoidite crénica. Atualmente, a legislacdo baixou a
exigéncia de iodeto por kilograma de sal, para 20mg a 30mg (DUARTE et al., 2004).

Histologicamente o bdécio representa uma hipertrofia do tecido tireoidiano em
consequéncia da hiperplasia das células foliculares (figura 3). Dividem-se em bocios
endémicos, esporadicos, nodulares (figura 4), multinodulares (figura 5), multinodular
hiperfuncionante, mergulhante ou toracico ou mediastinico, e bécios de grande

volume (BOTELHO et al., 2001; GRAF, 2004).

Figura 3. Corte histologico de bécio demonstrando proliferacdo de foliculos tireoidianos de
diferentes tamanhos revestidos por epitélio cuboidal sem atipias. Ha consideravel
quantidade de coloide no limen dos foliculos (Hematoxina-Eosina; aumento original 200x).
Fonte: arquivo do Prof. Dr. Carlos Eduardo Bacchi.

Dentre as apresentacdes clinicas benignas do bécio, a doenca nodular da
tireoide (DNT) representa um aumento nodular clinicamente evidente da tireoide,
caracterizado pelo crescimento excessivo e transformacéo estrutural e/ou funcional
de uma ou vérias areas tireoidianas (HEGEDUS et al., 2003). E uma doenga comum,

e representa o diagndstico final em 82% das tireoidectomias (FERRAZ et al., 2002).

E considerado endémico quando a prevaléncia em criancas de seis a dose anos €



superior a 5%, e esporadico quando inferior a isto (HEGEDUS et al., 2003). A
prevaléncia é bastante variavel, e depende do método de avaliacdo utilizado; na
populacdo em geral € de 3% a 7%, predominantemente no sexo feminino, idosos e
em areas pobres de iodo. Se pesquisado com ultrassonografia, a prevaléncia de
nodulos maiores que 10 mm de diametro pode variar de 20 a 30% na populacéo
geral (CHAMMAS et al., 2005), e em autopsias, de 30% a 60% dos exames, sendo
guase um terco representado por nédulos unicos (WEISS & LADO, 2002).

O bocio pode cursar com eutireoidismo (Bocio nodular ou multinodular
atoxico) ou hipertireoidismo (Bocio multinodular atoxico), que pode ser clinico (niveis
de TSH suprimidos e de horménios tireoidianos livres elevados) ou subclinico (niveis
de TSH suprimidos e de hormobnios tireoidianos livres normais) (WEISS & LADO,

2002).




Figura 5: Bocio multinodular de grande volume visto no transoperatério. Fonte: arquivo do
Dr. Jodo Bosco Lopes Botelho.

A etiologia da doencga nodular da tireoide é multifatorial (HEGEDUS et al.,
2003; TAVANGAR et al., 2007). Uma associacédo familiar tem sido reconhecida na
DNT, embora ndo tenha sido demonstrado um modo de transmissdo simples. A
influéncia genética é multifatorial e o fenétipo representa o efeito somatorio de todos
os fatores genéticos e ambientais (HEGEDUS et al., 2003; KAWABATA et al., 2003).

A deficiéncia de iodo é o fator de risco ambiental para o desenvolvimento da
DNT mais bem estudado, cuja prevaléncia é inversamente proporcional a ingestao
de iodo. A ingestdo adequada diaria de iodo deve ficar em torno de 100 a 150 pg/dia
em adultos e adolescentes. A dosagem da concentracéo de iodo na urina é util para
identificar a deficiéncia de iodo, quando o nivel de iodo em amostra de urina
coletada durante vinte e quatro horas € menor que 100 a 150 pg/dia. Na situacdo
oposta, niveis urinarios maiores que 300 pg/dia sdo sugestivos de ingestdo de iodo
além do recomendado (DUNN, 2003). Verifica-se correlacdo direta entre o grau de

deficiéncia de iodo com a prevaléncia de bocio de uma populagdo e também com o
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tamanho do mesmo. Na presenca de deficiéncia de iodo, ocorre uma reducdo na
producado de T4, acarretando maior secrecao hipofisaria de TSH, a qual por sua vez,
leva a hiperplasia dos foliculos tireoidianos. A deficiéncia de iodo também se
correlaciona com o desenvolvimento da autonomia glandular, a qual pode ser
revertida com a suplementacao de iodo. Entretanto, a suplementacdo de iodo mais
frequentemente pode causar hipertireoidismo em pacientes previamente
eutireoidianos com autonomia glandular, devido ao efeito Jodd- Basedow. Por outro
lado, nem todo paciente com deficiéncia de iodo desenvolve bdcio, o qual também
pode surgir em pacientes com ingestdo adequada do mineral, ou até mesmo
excessiva (TAVANGAR et al., 2007).

O tabagismo também tem sido considerado um fator de risco (GRAF, 2004).
Em qualquer populacdo, a DNT é o resultado da interacdo da suscetibilidade
genética com os fatores ambientais, como a baixa ingesta de iodo e o tabagismo
(HEGEDUS et al., 2003).

A apresentacdo clinica do bdcio simples vai desde um pequeno nédulo
achado de forma incidental a um grande bdécio multinodular intratoracico. Sua
evolucdo natural € caracterizada por um aumento progressivo da glandula com o
desenvolvimento de multiplos nodulos, sintomas compressivos locais e/ou queixas
cosmeéticas. Entretanto, a histéria natural com relacdo ao crescimento e funcédo é
dificil de predizer, em funcdo de ndo existir um pardmetro especifico (HEGEDUS et
al., 2003). Com relacdo aos nodulos, um estudo prospectivo em 140 pacientes nao
tratados, 15 anos apos o diagndstico inicial, mostrou um aumento do nédulo em
13%, manutencdo do volume em 34%, diminuicdo do ndédulo em 23% e néo

palpacdo do ndédulo em 30%. Os nodulos que cresceram eram predominantemente
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sélidos, ao passo que aqueles que desapareceram eram predominantemente
cisticos (GRAF, 2004; HEGEDUS, 2004).

O bocio multinodular (BMN) é definido como aumento da glandula tireoide
devido a proliferacdo multifocal de tiredcitos, resultando em estruturas foliculares
difusamente heterogéneas. A apresentacao inicial podera incluir um aumento difuso,
porém a glandula muitas vezes desenvolve nodularidade assimétrica. Inicialmente, a
hiperplasia € eutireoidea; entretanto, com o crescente aumento de tamanho, podem
ocorrer elevacbes de T3 e T4, e progredir gradualmente para o hipertireoidismo
clinico (PAGE & STRUNSKI, 2007).

A incidéncia de carcinoma no boécio multinodular tem sido descrita como
sendo de 5% a 10%. No6dulos que apresentarem baixa captacado cintilografica, ditos
hipocaptantes, sdo considerados suspeitos para malignidade (LEWY, 2007).

O bécio mergulhante ou toracico ou mediastinico, é outra apresentacao
clinica do bdcio, relativamente rara, cuja primeira descricdo data de 1749.
Caracteriza-se por uma extensao intratoracica geralmente relacionada aos bdcios
multinodulares, cuja formacédo se expande para baixo e para dentro do mediastino
anterior. Em geral, € um quadro crénico, de evolucao lenta e de aspecto insidioso,
sendo assintomatico em até 65% dos casos. E mais frequente em individuos do
sexo feminino, com idade superior a 60 anos e historia pregressa de cirurgia
tireoidiana. Estima-se que de cada cem casos de bdcio, apenas um €& do tipo
mergulhante. E responsavel por cerca de 7% dos tumores do mediastino e 3% a
20% das tireoidectomias. A maior parte consiste em lesdo benigna, localizada no
mediastino anterossuperior (MAIA & ARAUJO, 2002).

A fisiopatogenia do bécio mergulhante ainda ndo esta bem estabelecida,

sendo assunto polémico e controverso. A maioria dos casos corresponde a bocio
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multinodular atoxico. Nado se compreende exatamente 0s mecanismos que levam a
invasdo da cavidade toracica pela glandula tireoide. Supde-se que o tamanho do
pescoco, a musculatura cervical hipertrofiada e a cifose acentuada podem ser
fatores predisponentes do bdécio mergulhante. A musculatura hipertréfica
anteriormente a tireoide impediria o crescimento normal do bdcio por obstrucdo
mecanica. Como consequéncia, a tireoide tenderia a crescer em direcdo ao estreito
superior do toérax, invadindo a cavidade toracica, gerando o quadro de bdcio
mergulhante. Nao foi evidenciada qualquer relacdo com fatores familiares ou
genéticos em sua génese (MAIA & ARAUJO, 2002).

A cirurgia tem sido por muitos grupos, considerada o tratamento de escolha
para bocios. Entretanto, pode estar contraindicada em pacientes idosos devido a
presenca de outras comorbidades, como patologias cardiacas ou pulmonares. Além
disso, essa modalidade terapéutica s6 é eficaz quando se realiza a retirada completa
da glandula, o que aumenta os riscos inerentes a cirurgia e leva ao desenvolvimento
de hipotireoidismo na totalidade dos casos (OZBAS, 2005), mas que pode ser

compensado pela reposicao oral de levotiroxina.

3.2 Hormbénio estrogénio e seus receptores: alfa (a), beta (B) e de
membrana

Muitos aspectos do desenvolvimento, diferenciagdo e homeostase do

organismo humano séo regulados por hormoénios e moléculas sinalizadoras que

controlam a expressao génica por ligacdo com receptores proteicos nucleares, 0s

quais sdo fatores transcricionais ativados por ligacado especifica, que regulam a

expressao de genes-alvo (CARUSO et al., 2003).
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Dentre os inimeros hormonios conhecidos, tém-se o estrogénio, que além do
fendtipo feminino ao qual lhe é atribuido, é responsavel pelo crescimento,
diferenciacdo e funcionamento dos tecidos reprodutivos, como por exemplo, o
crescimento da glandula mamaria e do endométrio uterino durante a gravidez
(IKEDA & INOUE, 2004). Também desempenha papéis importantes em O0rgaos nao
reprodutivos, entre os quais 0ssos, figado, pele, masculos, cérebro e adipécitos
(CHENG et al.,, 2006; ISHIDA et al.,, 2007), bem como, na cognicdo e no
comportamento (DEROO & KORACH, 2006). Nesses locais, 0 estrogénio atua em
processos metabdlicos tais como: acdo nos vasos sanguineos, metabolismo de
lipideos e carboidratos, mineralizacdo éssea e juncao epifzeal (CHENG et al., 2006).

O estrogénio é derivado do metabolismo do colesterol, faz parte da familia
dos hormonios esteroidais e € sintetizado principalmente pelos ovarios e testiculos,
mas também em tecidos periféricos (NILSSON et al., 2001; PAVAO & TRAISH,
2001). E metabolizado principalmente no figado via complexo P450, tendo seus
metabolitos menos ativos excretados na urina e nas fezes. Seu metabolismo varia
dependendo da fase do ciclo menstrual, menopausa, etnia e polimorfismos
genéticos. Com o envelhecimento, as alteragcdes do metabolismo do estrogénio
podem modificar seus efeitos via receptores nos vasos (NASCIMENTO et al., 2009).

Os estrogénios naturais (estradiol, estrona e estriol) sdo moléculas lipofilicas,
gue tem sua biossintese através da conversao da testosterona pela acdo da enzima
microssomal denominada aromatase (aromatizacdo dos androgenos) (CHENG et al.,
2006), que ocorre no citoplasma celular, na membrana bilipidica do reticulo
endoplasmatico (GHOSH et al.,, 2009). Sao transportados no plasma ligados a

albumina e a globulina (MILLER & DUCKLES, 2008).
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O modelo classico para descrever o mecanismo de acdo do estrogénio,
juntamente com os demais hormdnios esteroides (progesterona, androgénios,
glicocorticoides e mineralocorticoides), foi proposto em 1993 por Schuchard e
colaboradores, que descreve uma acdo nuclear dos receptores destes hormdnios.
Segundo o modelo, os horménios esteroides difundem-se através da membrana
celular, formando complexos de alta afinidade com o seu receptor, resultando na
ativacdo do mesmo (MILLER & DUCKLES, 2008). A ativacdo envolve mudancas
conformacionais e associacdes proteina-proteina, que capacitam o complexo
horménio-receptor a ligar-se com alta afinidade a regibes do DNA chamadas
elementos responsivos a esteroides (ERES). Esses elementos responsivos
correspondem a sequéncias de DNA de quinze a vinte pares de bases localizadas
anteriormente (upstream) ao sitio de inicio da transcricdo do gene responsivo ao
esteroide. Uma vez ligado a essa sequéncia, o complexo hormdnio-receptor atua
como fator de transcricdo, modulando a taxa de transcricdo do gene alvo. O modelo
propde ainda que a ligacdo do complexo hormoénio-receptor (H-R) aos EREs ativa a
transcricdo dos chamados genes regulatorios precoces (early genes), cuja resposta
ocorre poucos minutos apos a estimulacdo hormonal. As proteinas codificadas por
estes genes retornam ao ndcleo e modulam a expressdao dos chamados genes
estruturais tardios (late genes). Esses genes codificam proteinas envolvidas no
efeito biol6gico determinado pelo horménio (SCHUCHARD et al., 1993; SMILEY &
KHALIL, 2009).

Estudos posteriores contribuiram para um maior esclarecimento sobre o
funcionamento dos receptores dos hormdénios esteroides. Esses receptores
caracterizam-se pela organizacdo em dominios funcionais especificos, e apresentam

diferentes graus de semelhanca estrutural entre diferentes espécies. Os dominios
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funcionais incluem dominios de ligagcdo ao horménio (na regido carboxi-terminal), de
ligacdo ao DNA (central), dominios de transativacdo (na regido amino-terminal),
responsaveis pelo recrutamento de coativadores da transcricdo, e ainda dominios
inibitorios, responsaveis pelo recrutamento de correpressores da transcricdo génica.
Existem ainda dominios de dimerizacdo, através dos quais os receptores, ligados ao
horménio, dimerizam-se, e assim formam o complexo horménio-receptor ativado
(MULAC-JERICEVIC & CONNEELY, 2004). Porém, estudos atuais questionam a
necessidade de dimerizacdo dos receptores para que sejam ativados, ficando este
tema em aberto (HENEGHAN et al., 2006). Demostrou-se, ainda, que as regides de
ligacdo ao DNA e N-terminal da mesma molécula, uma vez o horménio tendo se
ligado ao receptor, interagem entre si, estabilizando o complexo e otimizando a
ligacdo com proteinas correguladoras (TAKIMOTO et al., 2003).

A aromatase (Aro), também conhecida como P450arom e CYP19, é uma das
diversas enzimas da familia do citocromo P450 (CYP), responsaveis ndo somente
pela producdo e biodisponibilidade do estrogénio, como também pela sua
degradacdo (CHENG et al., 2006; GHOSH et al., 2009). Essa enzima apresenta em
sua estrutura dois sitios de ligacdes: um deles apresentando uma molécula de ferro
e 0 outro um sitio de ligacdo esteroidal, no qual, o androgénio se liga para a
producdo do estrogénio. Sua expressdo é regulada pela presenca de hormonios,
como o androgénio, e pela presenca de fatores teciduais especificos, como por
exemplo, o fator estereoideogénico (GHOSH et al., 2009).

O gene da aromatase esta localizado no brago longo do cromossomo 15 na
regido 21.2 com uma regido codificadora de 30 kd e uma regido regulatoria de 93 kd
(CZAJKA-ORANIEC & SIMPSON, 2010; GHOSH et al., 2009). Esse gene apresenta

um mecanismo regulatorio complexo. A regido codificadora comum apresenta nove
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éxons que iniciam com o Il, e a regido regulatéria contém muitos éxons alternativos
Is que séo alternativamente agrupados na regido imediatamente acima da regido
codificadora comum. Os éxons variaveis estdo nos RNAs mensageiros transcritos
nos tecidos especificos e podem servir como uma assinatura na identificacdo do
promotor utilizado naquele tecido. Nove éxons Is sédo citados na literatura incluindo:
1.1, 1.2, 1.3, 1,4, 1.5, 1.6, 1.7, P.ll e I.f. O éxon 1.l é dirigido pelo promotor 1.1 e é
considerado como exclusivo da placenta, enquanto o promotor Il (P.ll) € mais
utilizado pelos ovarios e testiculos. Os fibroblastos da pele e a maioria do RNAmM da
aromatase no tecido adiposo tem o éxom |.4. O éxon 1.7, dirigido pelo promotor I.7.
que é tipicamente encontrado nas células endoteliais, € também encontrado em
tecido de cancer de mama (CHENG et al., 2006).

Quanto aos polimorfismos desse gene, sabe-se que existem mais de oitenta,
sendo a maioria de um Unico nucleotideo; esses polimorfismos ndo representam
necessariamente relagcdo com alteracfes patoldgicas. No entanto, sugere-se que 0
polimorfismo encontrado no intron 1V, um microsatélite (TTTA) repetido na posi¢ao
77 e outro (TCT) deletado ou inserido na posi¢cao 27, possam estar associados ao
cancer de mama, de prostata, de endométrio, osteoporose e endometriose,
sugerindo a participacdo da aromatase na patogénese de condi¢cdes neoplasicas
(CZAJKA-ORANIEC & SIMPSON, 2010).

A aromatase é expressa tanto em tecido reprodutivos como em sitios extra-
gonadais, como a pele, os musculos, cérebro e adipocitos. Acredita-se que a
presenca da aromatase e, consequentemente, a producao de estrogeno local seja a
maior fonte de estrogénio para os homens, e para as mulheres na menopausa.
Especula-se ainda que essa enzima possa agir de forma autécrina no crescimento

de tumores em 6rgéos nao reprodutivos (CHENG et al., 2006).
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Apesar do estrogénio, juntamente com o androgénio serem especificos para a
determinacdo do género e para as funcdes reprodutivas de cada género, os dois
horménios estao presentes em homens e mulheres, diferindo em quantidade, locais
de producéo e funcéo, o que faz com que a aromatase seja necessaria em ambos
os sexos (BAKKER & BAUM, 2007).

Recentemente, tém-se analisado importantes efeitos do estrégeno no sistema
reprodutivo masculino e em um numero significativo de tecidos ndo associados a
reproducdo, tais como: 0ssos, sistemas cardiovasculares, sistema nervoso central,
gastrintestinais, urogenital, imunologicos, como também em tecidos normais de
tireoide, glandulas parétidas, glandulas submandibulares e mucosas sadias de
assoalho da boca. Em tumores, como carcinomas papiliferos de tireoide, adenomas
pleomdérficos de parotida, carcinoma de células escamosas de assoalho de boca e
de maxila, também foram encontrados (NILSSON et al., 2001; PAVAO & TRAISH
2001).

Existe, ainda, um grande numero de afec¢des associadas a mudancas na
producdo de estrogeno (expressédo local da aromatase e sintese de estrogénio) ou
resposta celular hormonal tais como: osteoporose, aterosclerose e canceres de
mama, endométrio, prostata e cavidade bucal, bem como no leiomioma uterino
(NILSSON et al., 2001; PAVAO & TRAISH, 2001; CHENG et al., 2006; ISHIDA et al.,
2007).

Para que o estrogeno desempenhe suas diversas fungdes na regulacéo do
metabolismo celular em diferentes tecidos, é necessaria a presenca de receptores
celulares intranucleares proteicos especificos (CARUSO et al., 2003). Os receptores
de estrogénio, juntamente com os receptores dos hormoénios da tireoide (T3 e T4),

pertencem a superfamilia dos receptores nucleares para fatores de transcricao.
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A ligacéo do estrogénio com seu receptor depende de fatores coativadores (auxiliam
na acao dos receptores sobre o DNA celular) e correpressores (dificultam-na). Apos
essa interacdo, os receptores do estrogénio passam de monbémeros a dimeros e
acoplam-se em regides especificas do DNA celular, onde ocorre a transcricao,
homeostase e metabolismo celular (SARAIVA, 2002). Entretanto, Zhang e
colaboradores (2004) citam a importancia funcional de receptores citoplasmaticos
através da acdo por vias ndo genbmicas, que incluem reacfes em cascata via

segundo mensageiro, as quais modulam os canais de célcio (Figura 6).

Figura 6. Efeitos “nao gendmicos” do receptor de estrogénio de membrana. O estradiol 17-3
(E2) se une ao receptor de membrana de estrogénio (REm) e ativa diferentes cascatas de
sinais que podem direta, ou comunicagdo cruzada, estimular a ativacdo de mecanismos
genbmicos. Entre os efeitos mediados pelo receptor de membrana estdo a ativacdo de
canais de Ca2+, proteina G, interagdo com receptores de peptideos (RP), ativacao de
kinases, etc. (BRYANT, 2002; SIMONCINI, GENAZZANI, LIAO, 2002; WASSMANN et al.,
2002).

O estrogénio possui trés receptores conhecidos: o receptor de estrogénio alfa
(REa) (Figura 7) e o receptor de estrogénio beta (REB) (figura 8), ditos classicos
(DIEL, 2002), codificados por genes diferentes (ESR1 e ESR2, respectivamente),

encontrados em locais cromossdmicos diferentes, e 0s receptores de membrana
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acoplados a proteina G (GPR30), ditos ndo classicos, de efeito ndo genbmico
(BAKER & MARTINEZ-MAZA, 2005; CARRUBA, 2007).

Ha evidéncias que o GPR30 se liga com o estradiol, tendo alta afinidade e
agindo independentemente dos receptores classicos (NASCIMENTO et al., 2009).

A regulacdo dos receptores pode ser dependente do tecido envolvido e da
duracdo do tratamento com o estrogénio, bem como de outros hormdnios e fatores
de crescimento (MILLER & DUCKLES, 2008).

O receptor de estrogénio alfa foi descoberto em 1986 por Green por meio de
técnica de clonagem do acido desoxirribonucleico complementar (DNAc); jA o
receptor beta, este fato s6 ocorreu dez anos apos, em 1996, pela mesma técnica de
clonagem do DNAc do RE alfa. Assim, varios estudos seguiram-se a respeito da
existéncia dessas duas isoformas de receptores de estrogeno com alta afinidade e
especificidade em humanos, cujo fenbmeno possibilita a acdo seletiva do hormdnio
em diferentes tecidos. Ambos os receptores sdo formados por uma cadeia
polipeptidica Unica composta de 565 aminoacidos para a RE alfa e, 530 para o RE
Beta. Apresentam homologia de cerca de 95% entre seus dominios de ligacdo ao
DNA, e de aproximadamente 60% entre seus dominios de ligacdo ao ligante, o que
confere propriedades diferenciadas de ligacdo do hormdnio aos dois receptores (LI,
BALDWIN, KARLAN, 2003). Ha seis regides homadlogas (de alto grau) no dominio
de ligacdo de DNA, de A a F, porém diferem consideravelmente no dominio N
terminal e no dominio E (JORDAN, 2004). Essas diferencas sugerem que esses dois
receptores apresentam fungbes distintas para as respostas biologicas e na
regulacédo da transcricdo génica sob o comando do estrogénio (BARDIN et al.,
2004). O modo de acdo de cada receptor depende da quantidade e do nivel da

expressao encontrada de cada um nos tecidos (CARRUBA, 2007). A responsividade
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de um tecido ou de um tipo celular expressando somente um dos tipos de receptor
ou ambos pode variar, conforme a formacédo de homodimeros ou heterodimeros (LI,

BALDWIN, KARLAN, 2003)

Figura 7. Representacdo esquermatica do receptor de estrogénio alfa (RE alfa).

Acredita-se que o desequilibrio entre a quantidade de receptores alfa e beta
nos 6rgaos reprodutivos possa estar relacionada ao surgimento de neoplasias
(CARRUBA, 2007).

Evidéncias crescentes apontam para a existéncia de receptores alfa e beta,
mutados em tecidos normais e patologicos, no entanto, ainda ndo se sabe
determinar o tipo dessas mutacdes e nem como atuam (CARRUBA, 2007).

Dessa forma, questionou-se também a possibilidade da participacdo do
estrogénio, através de seus receptores, e da aromatase, nas vias da carcinogénese
em tecidos ndo reprodutivos (CHENG et al.,, 2006; ISHIDA et al.,, 2007; KU &

CROWE, 2007).
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Figura 8. Descricdo esquematica de um dimero da isoforma beta do receptor de estrogénio,
e descricdo/ representacdo esqueméatica de um dimero da regido ligante de receptor de
estrogénio beta em complexo.

O receptor de estrogénio beta é expresso de forma unipresente em tecidos
responsivos a hormdnios, enquanto a expressao do receptor alfa flutua em resposta
ao meio hormonal. Os efeitos celulares e teciduais de um composto estrogénico
parecem refletir uma interagdo dindmica entre as acdes destas isoformas do
receptor de estrogénio. Essas observagfes realcam a complexidade das interactes
estrogénicas com o tecido normal e neoplasico (BAKER, MARTINEZ-MAZA,
BEREK, 2005).

Ademais, foi demonstrado que o estrogénio pode regular co-
dependentemente a expressao génica de suas isoformas de receptores sem resultar
em um efeito na fisiologia celular. A exposi¢do continua ao estrogénio promove a
reducdo dos receptores alfa e aumento dos receptores beta, modulando o balanco

na abundancia desses dois receptores. Weatherman e colaboradores (2001),
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demostraram, ainda, que essa regulacdo depende de sequéncias de DNA
especificas das regibes promotoras dos receptores de estrogénio alfa e beta, que
configuram os elementos de respostas ao estrogénio no DNA. Essas regides
apresentam pequenas variagbes entre as populacdes, caracterizando um
polimorfismo genético nos receptores de estrogénio (KANG et al., 2002; CAl et al.,
2003; SHIN et al., 2003; HAN et al., 2003; MATTHEWS & GUSTAFFSON, 2003;
FORSTI et al., 2003). Um esquema geral do gene do receptor de estrogénio é

mostrado na Figura 9.

Regifo polimérfica 2

|

5= Promotor — E1 ME2HE3H E4 HES E7 = E8 3

|

Regiéo polimérfica 1

Figura 9: Estrutura do gene do receptor de estrogénio alfa (RE alfa). O gene do RE alfa
apresenta os éxons E1 até E8. Polimorfismos sédo encontrados em varios destes éxons (ndo
mostrados) sendo estas relacionadas a variagdes na afinidade de ligagédo do estrogénio. As
regides polimérficas um e dois sdo aquelas relacionadas com o controle da expressdo da
isoforma alfa do receptor de estrogénio (GENNARI et al., 2002).

O polimorfismo representa, nesse caso, uma capacidade de regulacao
diferenciada na abundancia dos receptores alfa e beta durante a exposicdo ao
estrogénio, aumentando nas mulheres que ndo o0s apresentam, e
consequentemente, maior susceptibilidade ao desenvolvimento de cancer mamario

(HAN et al., 2003; JORDAN, 2004).
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A distribuicdo dos receptores de estrogénio nos tecidos normais e patolégicos
se faz em concentracdes significativas nos seguintes tecidos: ovario, endométrio,
hipotalamo, musculo liso vascular, endotélio (MILLER & DUCKLES, 2008),
carcinoma papilar da tireoide, tireoide normal, glandulas parétidas e
submandibulares normais, adenoma pleomoérfico de paroétida, mucosas sadias de
assoalho de boca e nariz, carcinoma de células escamosas de assoalho de boca e
de maxila. O RE alfa é mais encontrado em 6rgaos envolvidos na reproducdo como
atero, vagina e mama, enquanto que o RE beta é mais encontrado em tecidos do
sistema nervoso central, cardiovascular, trato geniturinario, trato gastrintestinal,
mucosa oral, glandulas salivares e pulmao (CARUSO et al., em 2003; CERESINI et
al., 2006).

Os receptores de estrogénio sdo mais bem estudados e aplicados como
marcadores progndsticos no cancer de mama, doenca responsavel como uma das
maiores causas de morte na populacdo feminina acima de 45 anos (CLEATOR &
ASHWORTH, 2004; COTRAN, 2010). O reconhecimento de que a presenca das
isoformas alfa ou beta do receptor de estrogénio no céancer de mama, como
marcador de melhor e pior prognéstico, respectivamente, resultou numa nova diretriz
no estudo dos fendmenos que resultam na carcinogénese mamaria (JORDAN, 2004,
NAKOPOULOU et al., 2004).

A utilizacéo clinica destes marcadores teve inicio na década de oitenta apos a
confirmacdo de sua correlagdo com o grau tumoral. Tumores que respondem a
terapia hormonal expressam altos niveis de receptor de estrogénio, enquanto que
agueles nao respondem, esses niveis sdo baixos ou indetectaveis Quando

diagnosticados, 0s canceres mamarios positivos para os receptores de estrogénio
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geralmente apresentam-se de menor tamanho, de menor grau histolégico e nuclear,

com melhor resposta hormonal e com melhor progndéstico (COTRAN, 2010).

3.3 Imuno-histoquimica e pesquisa dos receptores de estrogénio

A imuno-histoquimica € um teste semiquantitativo, de escolha, para a
pesquisa dos receptores de estrogénio, pelo seu baixo custo, facilidade de execucéo
e alta sensibilidade e especificidade. Dentro de um laboratério de patologia cirdrgica,
€ a técnica complementar indispensavel na resolucdo de certos problemas de
diagnéstico diferencial formulados nas laminas coradas com coloracdo basica de
rotina de Hematoxilina e Eosina (HE) (JAFFER & BLEIWEISS, 2004). Surgiu com as
pesquisas em imunopatologia que comecaram na década de 1940, mas sO a partir
de 1974, quando foi possivel demonstrar alguns antigenos tissulares pela técnica de
imunoperoxidase em tecidos fixados em formalina e incluidos em parafina, € que a
imuno-histoquimica foi aceita como um método simples e pratico na rotina
diagndstica de patologia cirdrgica (BODEY, 2002).

O desenvolvimento de anticorpos monoclonais, que propiciaram uma enorme
fonte de reagentes altamente especificos para a demonstracdo de varios antigenos
tissulares ou celulares, e o advento da recuperacdo antigénica, foram fatos
marcantes na evolucéo da imuno-histoquimica (BODEY, 2002; ROSAI, 2004). Houve
tal avanco na contribuicdo e na aplicagcdo da imuno-histoquimica na patologia
cirurgica que o fendbmeno passou a ser conhecido como a revolugdo marrom do
laboratorio de histopatologia (JAFFER & BLEIWEISS, 2004).

Apesar de ser um meétodo relativamente simples, a imuno-histoquimica tem
certas particularidades e seu resultado é influenciado por diversos fatores,

comecando pela fixacdo do espécime, passando pela escolha dos anticorpos a
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serem analisados em cada caso e pelas reacdes propriamente ditas, e chegando até
a interpretacdo das laminas. Ou seja, o grau de utilidade e contribuicdo da imuno-
histoquimica para resolucdo de problemas em patologia cirdrgica € diretamente
proporcional a experiéncia das maos que realizam as reacfes e dos olhos que
interpretam os resultados (JAFFER & BLEIWEISS, 2004).

A imuno-histoquimica pode ser empregada como um marcador tumoral tipico,
além de permitir uma avaliacdo morfologica tecidual e um manuseio facil das
laminas. Assinala também as linhagens de desenvolvimento de células e requer uma
menor quantidade de tecido fresco para a sua realizagdo (CERESINI et al., 2006).

O emprego de diferentes anticorpos na imuno-histoquimica para a pesquisa
de receptores de estrogénio alfa e beta, como ocorre atualmente, é interessante,

pois aumenta a sensibilidade e a especificidade do método (CARUSO et al., 2003).
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Delineamento do estudo

Trata-se de um estudo horizontal e prospectivo, cujo objetivo principal foi
avaliar o padrédo de expressdo do receptor de estrogénio por imuno-histoquimica
com a técnica da streptoavidina-biotina-imunoperoxidase e anticorpos primarios anti-
-receptor de estrogénio (anti-RE), em amostras de tecidos tireoidianos incluidos em

parafina com diagndstico histopatolégico de bocio.

4.2 Pacientes

Foram incluidos no estudo quarenta e nove pacientes atendidos nos Servigos
de Otorrinolaringologia e Cirurgia Cérvico-Facial do Hospital Universitario Getulio
Vargas (HUGV), Fundacdo Hospital Adriano Jorge (FHAJ) e Hospital Santa Judlia

(HSJ), no periodo de marco de 2008 a agosto de 2012.

4.2.1 Selecao dos (as) pacientes

4.2.1.1 Critérios de inclusdo
Pacientes submetidos a tireoidectomia, com diagnostico histopatolégico de
bécio, com registro de peso da peca cirdrgica, de ambos os sexos e de toda faixa

etaria;

4.2.1.2 Critérios de excluséo
Pacientes submetidos a tireoidectomia com diagnostico histopatoldgico de
doenca de Basedaw-Graves, tireoidites (tireoidite subaguda ou granulomatosa,

tireoidite de Riedel, tireoidite de Hashimoto e outras), neoplasia de células de Hurthle
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(adenomas e carcinomas), carcinoma (papilifero, folicular, medular, anaplasico e
indiferenciado de pequenas células), linfoma primitivo da tireoide, sarcoma tireoideo

e tumores metastaticos.

4.3 Tamanho da Amostra

O tamanho da amostra foi estimado em relacdo a incidéncia de bécios no
Brasil, que segundo Ferraz e colaboradores (2002) € de aproximadamente 1%, e
pela populacdo da cidade de Manaus estimada por meio do CENSO 2010 pelo
Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE) que foi de 1.718.584.
Considerando uma precisdo de aproximadamente 2,8%, com 95% de confianca,

obteve-se um tamanho de amostra de 49 pacientes.

O tamanho de amostra foi calculado utilizando-se a seguinte expressao

matematica (FONSECA & MARTINS, 2006):

B Z2.p.G.N
d’@ -132%p4

n

Onde:

n: Tamanho estimado da populagdo de Manaus-AM (N=1.718.584)
p: Casos incidentes de bécios no Brasil (¢ = 0,01);

: Os casos néo incidentes de bocios no Brasil (§ = 0,99);

Eay

=R

: Margem de erro (d = 0,028);

Z: Coeficiente de confianca (Z = 95%)
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4.4 Procedimentos

4.4.1 Coleta das amostras

As amostras de tecido tireoidiano foram coletadas durante o ato cirirgico
(Tireoidectomia parcial ou total), pelo cirurgido responsavel, participante deste
estudo, no qual foi ressecado um espécime central, livre de necrose, do ndédulo
dominante suspeito da glandula tireoide, que em seguida foi acondicionado em
criotubo devidamente identificado, congelado imediatamente em nitrogénio liquido, e
armazenados em freezer a -80°C, para futuros estudos. A peca cirurgica principal foi

enviada para analise anatomopatologica.

4.4.2. Procedimento histopatoldgico

O material coletado (peca cirurgica principal), oriundo das tireoidectomias, foi
fixado em solucao de formol a 10% e incluido em varios blocos de parafina, em no
maximo 24 horas, para analise anatomopatolégica (ROSAI, 2004). De cada bloco
de parafina realizam-se cortes de 4 mm para preparacao de duas laminas coradas
com a técnica de hematoxilina/eosina (HE); em seguida os blocos de parafina foram
estocados para realizacdo do exame de imuno-histoquimica, que ocorreu apos o

término da coleta das amostras.

4.4.3 Processamento imuno-histoquimico:

Toda parte imuno-histoquimica foi realizada no Laboratério de Imuno-
histoquimica do Departamento de Patologia da Faculdade de Medicina do Campus
de Botucatu da Universidade Estadual Paulista (UNESP), sob a direcdo e a

coordenacao do Prof. Dr. Carlos Eduardo Bacchi .
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Ap6és a comprovacdo diagnostica de bocio por meio do laudo
anatomopatoldgico da peca cirargica, foi realizada a pesquisa imuno-histoquimica do
receptor de estrogénio (ndo especifico), a partir dos blocos de parafina estocados

utilizados no exame histopatologico.

Para pesquisa dos receptores de estrogénio, os blocos de parafina foram
cortados e confeccionados laminas com 4 um de espessura com o adesivo 3-
aminopropiltrietoxisilane (ELIAS, MARGIOTTA, GABORC, 1989; SWANSON et al.,
1994).

Utilizou-se para a pesquisa dos receptores de estrogénio o anticorpo primario
anti-RE (clone SP1 — mab rabbit — neomarkers RM 9101-S, PTLink de 40 minutos,
pH alto e diluicho de 1:750). Estes anticorpos tem a capacidade de reagir
especificamente com o terminal amino do receptor de estrogénio.

O Protocolo Imuno-histoquimico utilizou a técnica da streptavidina-biotina-
peroxidase (StrepABC), de acordo com o principio proposto por Hsu e colaboradores
(1981):

1. O passo inicial foi realizado em PTLink (DAKO), equipamento responsavel
pela desparafinizacdo e recuperacdo antigénica dos tecidos parafinados, em tampéao

de pH alto.

2. As laminas foram retiradas do equipamento e incubadas em solucdo de
lavagem (Envision Flex Wash Buffer) salina tamponada com Tris contendo Tween 20

em pH 7.6, por cinco minutos.

3. Aplicacdo de solugcdo de bloqueio de peroxidase por cinco minutos
(Envision Flex peroxidase block) — tampéo fosfato contendo peroxido de hidrogénio,

NaN; e detergente.
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4. Solucéo de lavagem por cinco minutos.

5. Aplicacéo do anticorpo primario (incubar overnight)

6. Solucéo de lavagem por cinco minutos.

7. Aplicacdo de polimero (Envision Flex/HRP) — dextran acoplado com
moléculas de peroxidase e anticorpo secundario direcionado contra imunoglobulinas

de coelho e camundongo.

8. Solucéo de lavagem por cinco minutos.

9. Aplicacéo de solucéo de trabalho (Envision Flex Subtraste Working Solution

— DAB mais solugédo tamponada contendo peroxido de hidrogénio)

10. Solucéo de lavagem por cinco minutos.

11. Contracoloracdo com hematoxilina.

12. Montagem com laminula e resina sintética para microscopia de luz.

4.5 Controle das amostras:

O controle positivo de cada reacéo foi feito através da incubacéo de cada
anticorpo (anti-RE) em cortes de tecido que sabidamente expressam o anticorpo
estudado (carcinoma ductal de mama). O controle positivo foi submetido
simultaneamente ao tecido tireoidiano em estudo. O controle negativo foi excluido da

pesquisa imuno-histoquimica em tecido tireoidiano.
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4.6 Critérios de avaliacdo imuno-histoquimica das amostras

(Procedimento qualitativo):

As laminas dos bdécios foram examinadas em microscopia 6tica de luz por um
patologista experiente, e adotou-se o critério qualitativo para analise e apresentacao
final dos resultados da reacdo imuno-histoquimica: coloracdo positiva (presenca de
reacdo) ou negativa (auséncia de reacdo), segundo determinacdo do National

Institutes of Health — EUA (DABBS, 2002).

A imunorreatividade positiva para receptores de estrégeno foi identificada pela
presenca de precipitado castanho escuro no citoplasma ou no ndcleo das células do
tecido tireoidiano, independentemente de sua intensidade, sendo esta avaliacao feita

utilizando-se microscépio (ROSAI, KUHN, CARCANJIU, 2006).

Os cortes histoldgicos corados por HE e submetidos ao procedimento imuno-
histoquimico foram analisados em microscopio de luz Olympus Optical CO, LTD.,
(Japan, 120 v, 0,24 A, 60 Hz), e fotografados em microscopio de luz Zeizz

(Germany).

4.7 Analise estatistica

Os dados foram tabulados no programa Excel e analisados por meio do
programa estatistico MINITAB versdo 14.1. Foi realizada analise descritiva e
exploratdria dos dados. Os mesmos foram apresentados em tabelas de distribuicao
de frequéncias e graficos. A correlacdo entre 0 exame anatomopatologico e a
analise imuno-histoquimica dos pacientes, bem como entre a idade a analise imuno-

histoquimica foram encontradas por meio do coeficiente de Correlacdo Paramétrica
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de Pearson, e a relacédo entre o género e a analise imuno-histoquimica foi obtida por

meio do teste Exato de Fisher, considerando um nivel de 5% de significancia.

4.8 Etica

O presente estudo foi submetido & avaliacdo do Comité de Etica em Pesquisa
(CEP) da Fundacéo Hospital Adriano Jorge (CEP-FHAJ) e registrado sob o nimero
CAAE - 0022.0.193.000-07, em obediéncia da Comissdo Nacional de Etica em
Pesquisa envolvendo seres humanos (CONEP), e do Conselho Nacional de
Saude/Ministério da Saude, obtendo parecer de aprovado (Anexo 1). Todos os
pacientes foram devidamente informados que participavam da presente
investigacado, e assinaram o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (Anexo 3)
por escrito, segundo resolucao 196/96 do Conselho Nacional de Saude, doando uma

amostra do tumor removido cirurgicamente.
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A casuistica consta de quarenta e nove pacientes, cadastrados em nosso

banco de dados, com as caracteristicas clinicas e anatomopatoldgicas apresentadas

na Tabela 1.

No.|GENERO |IDADE ANATOMOPATOLOGICO IMUNO-HISTOQUIMICA
1 F 52 Bdcio coloide Negativo
2 M 58 Bdcio coloide multinodular Negativo
3 M 65 Baocio coloide Negativo
4 F 63 Bdécio adenomatoso Negativo
5 F 33 Bocio coloide multinodular Negativo
6 F 68 Bdécio adenomatoso Negativo
7 F 56 Bocio adenomatoso Negativo
8 F 54 Bocio coloide Negativo
9 F 45 Bdécio adenomatoso Negativo
10 F a7 Hiperplasia multinodular Negativo
11 F 49 Bdcio coloide multinodular Negativo
12 F 37 Bocio coloide Negativo
13 F 54 Bocio coloide Negativo
14 F 87 Bocio coloide Negativo
15 F 31 Bocio coloide Negativo
16 F 60 Bocio adenomatoso Negativo
17 F 55 Bocio coloide Negativo
18 F 56 Bocio micronodular Negativo
19 F 53 Bdcio adenomatoso Negativo
20 F a7 Bdcio coloide Negativo
21 F 54 Bocio multinodular Negativo
22 F 45 Bocio multinodular Negativo
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23 F 62 Hiperplasia multinodular Negativo
24 F 53 Hiperplasia multidodular Negativo
25 F 43 | Bocio coloide Negativo
26 F 47 | Hiperplasia multinodular com Negativo
27 F 52 Bdcio coloide Negativo
28 F 58 Bocio multinodular Negativo
29 M 51 Bdcio coloide Negativo
30 F 49 Baocio coloide Negativo
31 F a7 Bdcio coloide multinodular Negativo
32 F 54 Baocio coloide Negativo
33 M 55 Baocio coloide Negativo
34 F 76 Bdcio coloide multinodular Negativo
35 F 36 Hiperplasia multinodular Negativo
36 M 53 Bdcio coloide difuso Negativo
37 F 49 Bocio adenomatoso com Negativo
38 F 61 Nodulo coloide hipercelular Negativo
39 F 51 Bdcio coloide Negativo
40 M 67 Bocio coloide Negativo
41 F 52 Bdcio coloide Negativo
42 F 51 Bocio coloide Negativo
43 F 44 Bocio multinodular Negativo
44 F 51 Bocio coloide Negativo
45 M 46 Bocio coloide nodular Negativo
46 F 45 Bécio coloide Positivo
a7 F 59 Bocio coloide Negativo
48 F 47 Bécio adenomatoso Positivo
49 F 52 Bocio multinodular Negativo

Tabela 1: Caracteristicas clinicas e anatomopatoldgicas dos 49 pacientes.
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Desses pacientes, apenas sete (14,3%) sado de género masculino, enquanto
42 (85,7%) sdo de género feminino, o que corresponde a maioria dos pacientes

(Grafico 1).

Masculino
14,3%

Feminino
85,7%

Gréfico 1: Distribuicdo por género dos pacientes avaliados

Com relagédo a idade, conforme apresentado no Gréfico 2, a maioria dos
pacientes estd na faixa etaria de 42 a 52 anos (22 pacientes), enquanto que a
minoria esta acima de 74 anos de idade (dois pacientes). A idade minima entre os

pacientes foi de 31 anos e maxima de 87 anos, com média de 53 anos.
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Gréfico 2: Distribuicdo por faixa etaria dos pacientes avaliados

Das 42 pacientes de género feminino, 20 (47,6%) encontravam-se na faixa

etaria de 42 a 52 anos de idade, enquanto que dos sete pacientes de género

masculino, trés (42,9%) estavam-se entre 53 e 63 anos de idade (Tabela 2).

: GENERO

FAIXA ETARIA (em anos) |-~ ————— TOTAL
31 a 41 4 9,5 0 0,0 4
42 a 52 20 476 2 28,6 22
53 a 63 14 33,3 3 42,9 17
54 a 74 438 2 286 4
Acima de 74 4.8 0 0,0 2

TOTAL 42 100,0 7 100,0 49

Tabela 2: Faixa etaria e género dos pacientes avaliados

Quanto ao exame anatomopatologico, 29 (61,7%) pacientes apresentaram

bocio coloide, um (2,1%) apresentou bocio micronodular , e um (2,1%) apresentou

nodulo coloide, sendo esses dois ultimos os menos frequentes encontrados entre 0s

pacientes avaliados (Grafico 3).



37

Bdcio coldide

Bdécio adenomatoso
Hiperplasia multinodular
Bécio multinodular

2,1% (1)

Nodulo coldide

Bécio micronodular 2,1%(1)

14,9% (7)
10,6% (5)

8,5% (4)

61,7% (29)

1 I

1 1 |

0,0 10,0 20,0 30,0 40,0 50,0 60,0 70,0 80,0

% de Pacientes

Gréfico 3: Resultado dos exames anatomopatoldgicos dos pacientes avaliados.

Quanto a andlise imuno-histoquimica dos pacientes, verificou-se que dois

deles (4,1%) apresentaram positividade para o receptor de estrogénio, enquanto que

47 (95,9%) apresentaram resultado oposto (Grafico 4).

Negativo
95,9%

Positivo
4,1%

Gréfico 4: Resultado da andlise imuno-histoquimica dos pacientes
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Das quarenta e duas pacientes da casuistica, 22 (52,4%) apresentaram Bocio

Coloide ao anatomapatoldgico, enquanto que no género masculino, todos os sete

(100%) pacientes apresentaram o referido diagnostico (Tabela 3).

ANATOMOPATOLOGICO ——— %GE”E:W"M 7 TOTAL
Baécio adenomatoso 8 19,0 0 0.0 8
Bdacio coldide 22 52 4 7 1000 29
Badcio micronodular 1 2.4 0 0,0 1
Bacio multinodular 5 11,9 ] 0.0 5
Hiperplasia multinodular 5 11,9 ) 0.0 5
Nadulo coldide 1 2.4 0 0,0 1

TOTAL 42 100,0 7 100,0 49

Tabela 3: Distribuicdo dos resultados dos exames anatomopatologicos e o género dos

pacientes avaliados.

De acordo com a Tabela quatro, a correlagdo observada entre o exame

anatomopatologico e a analise imuno-histoquimica foi fraca e negativa (Correlacao

de Pearson = - 8,4% ).

IMUNOHISTOQUIMICA

HISTOPATOLOGIA POSIIVO % Negativo % TOTAL

Bocio adenomatoso 1 50,0 7 14,9 8

Bdcio coldide 1 50,0 28 59,6 29

Bocio micronodular 0 0,0 2,1 1

Bocio multinodular 0 0,0 10,6

Hiperplasia multinodulal 0 0,0 10,6

Nodulo coldide 0 0,0 2,1 1
TOTAL 2 100,0 47 97,9 49

pacientes.

Nota: p-valor: -8,84%
Tabela 4: Correlacéo entre o exame anatomopatoldgico e a analise imuno-histoquimica dos
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Ao verificar a relacdo entre 0 género e a analise imuno-histoquimica, nao
foram encontradas evidéncias de que exista relacdo entre as referidas variaveis,
embora 100% dos casos positivos sejam de género feminino, considerando um nivel

de 5% de significancia, por meio do teste Exato de Fisher (Tabela 5).

~ IMUNOHISTOQUIMICA
GENERO — Q - TOTAL
Positivo % Negativo %
Feminino 2 100,0 40 85,1 42
Masculino 0 0,0 7 14,9 7
TOTAL 2 100,0 47 100,0 49

p-valor=0,732

Tabela 5: Correlagdo entre o género e a analise imuno-histoquimica dos pacientes.

Considerando a idade e a analise imuno-histoquimica, observou-se que ha
um correlacdo razoavel negativa entre as referidas varidveis (Correlagdo de Pearson
— 13,9%). Os dois casos positivos estavam na faixa etaria de 42 a 52 anos,

conforme apresentado na Tabela 6.

FAIXA ETARIA (em anos) PositiV(I)MUNc;o_”STCI)\IQeZ!\t/:IVC(:)A % TOTAL
3la4l 0 0,0 4 8,5 4
42 a 52 2 | 100,0 20 42,6 22
53 a 63 0 0,0 17 36,2 17
54 a 74 0 0,0 4 8,5 4
Acima de 74 0 0,0 2 4,3 2

TOTAL 2 | 100,0 47 | 100,0 49

Tabela 6: Correlacdo entre a faixa etaria e a andlise imuno-histoquimica dos pacientes
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6 DISCUSSAO

Desde 1896, quando George Beatson observou que mulheres portadoras de
tumores de mama e submetidas a ooforectomia apresentavam reducédo do tumor
(CUNHA et al., 2004), iniciaram-se os estudos para avaliar o papel desempenhado
pelos hormbnios na carcinogénese. Com a observacdo de Beatson, o horménio que
passou a ser alvo das pesquisas foi o estrogénio, e o modelo de carcinogénese
hormonal que se tornou mais detalhado e compreendido foi o0 de mama, o que
possibilitou o surgimento de importantes marcadores prognésticos e o
estabelecimento de terapias anti-hormonais (GRAIQ et al., 2007).

A partir de entdo, buscou-se compreender o mecanismo pelo qual o
estrogénio e outros hormonios esteroides poderiam atuar nas vias da carcinogénese.

Em 2005, o Comité de Consenso em Tratamentos Adjuvantes para cancer de
mama em fase inicial recomendou que a primeira consideracao na selecédo do tipo
fosse a resposividade enddcrina. O reconhecimento desse fato aumentou a
relevancia da avaliacdo patolégica quanto as informacdes bioldgicas.

Mulheres que apresentam cancer de mama, aproximadamente 2/3 possuem
receptores estrogénicos (RE +). A incidéncia dessas neoplasias positivas é maior em
mulheres na pés-menopausa do que na pré-menopausa. As neoplasias de mama
que apresentam esses receptores possuem um prognostico relativamente
satisfatdrio e maior probabilidade de obter beneficio da terapia hormonal. A pesquisa
da presenca do RE no carcinoma primario de mama é um importante indicador de
prognostico, pois a auséncia do RE indica alta probabilidade de recorréncia e curta

sobrevida (GRAIQ et al., 2007).
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E conhecida a analogia estatistica entre as patologias mamarias e
tireoidianas, no qual ambas apresentam maior incidéncia sexo feminino. Tal analogia
nos guiou a este estudo no sentido avaliar a expressdo do RE nos bécios.

Poucos estudos existem na Amazoénia a despeito do boécio. Os Inquéritos
epidemioldgicos nacionais realizados em 1973, 1983 e 2003 sobre a prevaléncia de
bocios em escolares através da ioduria, demonstraram diminuicdo significativa (até
80%) no numero de casos. No entanto, esses mesmos inquéritos relatam nimeros
expressivos de pacientes com aumento da glandula tireoide na Amazoénia.

O presente estudo demonstrou que as caracteristicas dos nossos pacientes
nao diferiram da literatura, no que concerne a maior incidéncia no sexo feminino
(85,7%) e a idade média de acometimento (53 anos).

A alta incidéncia de patologias da tireoide entre as mulheres é uma
caracteristica complexa a ser entendida. No entanto, fatores como o desequilibrio
dos hormoénios femininos, poderiam explicar a alta incidéncia de desenvolvimento de
nodulos tireoidianos entre as mulheres (HERNANDES, CESPEDES, XAMENA,
2003). Por outro lado, fatores nutricionais, especialmente as dietas deficientes de
iodo, a exposigéo terapéutica a radiagdo e as falhas nos sistemas de controle do
ciclo celular estariam associados com a carcinogénese tireoidiana, além do
polimorfismo genético (LIMA et al., 2007). Entretanto, os bdcios coloides ndo séo
considerados neoplasias verdadeiras, apesar de também estarem associados a
dietas deficientes de iodo (BOTELHO et al., 2007; BOTELHO et al., 2009).

Por outro lado, autores como Krohn e colaboradores (2005) afirmam que a
maioria dos componentes do bocio simples sdo de tecidos neoplasicos, e nao
puramente hiperplasicos secundarios a deficiéncia de iodo. Apesar do grande

avanco no entendimento desses aspectos patogénicos, estudos adicionais com
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enfoque na proliferacdo e no controle do crescimento celular serdo importantes na
compreensdao dos mecanismos etiopatogénicos do BMN com implicacbes
terapéuticas futuras.

O bocio é caracterizado pela heterogeneidade na funcéo e crescimento das
células foliculares. O bocio esporadico e o endémico sdo fundamentalmente a
mesma patologia da glandula tireoide. Desse modo, a etiologia do bocio deve ser
explicada no proprio tireécito, em analogia com a maioria das neoplasias.

A maior incidéncia do bocio entre as mulheres provavelmente seja
relacionada ndo sé com fatores genéticos, mas também com os hormdnios sexuais
femininos. O estrogénio tem a capacidade de estimular o crescimento de células
tireoidianas normais de camundongo (FURLANETTO et al., 1999) como também de
células cancerigenas (MANOLE et al., 2001), o que ajudaria a explicar a maior
incidéncia de bocio entre as mulheres. Ja os receptores de estrogénio sao
responsaveis pela mediacdo dos efeitos do estrogénio nos tecidos reprodutivos e
nao reprodutivos.

Grimaldi e colaboradores (2002) afirmam que o estrogénio pode contribuir
com as desordens autoimunes, que também ocorrem com grande frequéncia no
sexo feminino. Nesse caso, a susceptibilidade a doencas autoimunes enddcrinas é
poligénica, e outras variantes genéticas permitem a diferenciacdo da predisposicao
com a interacao génica.

As doencas autoimunes tireoidianas que afetam de 2% a 5% da populacdo
geral, especialmente mulheres adultas e idosas, permanecem com sua etiologia
desconhecida, mas a interacdo entre a susceptibilidade genética e fatores
ambientais parece ser de fundamental importancia no seu desenvolvimento (SGARB

& MACIEL, 2009).
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Muitas doencas complexas sdo determinadas por trés fatores principais: o
estilo de vida, a exposicdo ambiental e a susceptibilidade genética (SGARB &
MACIEL, 2009).

Em nosso estudo, 95,9% dos pacientes apresentaram imunoexpressao
negativa para o0 receptor de estrogénio. Esta praticamente auséncia de
imunorreatividade, sugere uma ndo associacdo entre o horménio estrogénio (que
depende do RE para atuar) e o surgimento do bécio coloide (normalmente o RE esta
presentes em tecidos tireoidianos normais). Entretanto, vale ressaltar que existem
vias ndo gendmicas do estrogénio, representados pelos receptores de estrogénio de
membrana ligados a proteina G, que podem ativar a transcricao génica.

Com relacdo aos inumeros resultados nos exames anatomopatolégicos
descritos, todos sdo considerados sinbnimos de bécios e, portanto, foram incluidos
na casuistica.

Neste estudo foi identificado um paciente com diagnéstico de bécio de grande
volume; apresentava género masculino, idade de 53 anos e imunoreacdo negativa
para o receptor de estrogénio. Nao foi possivel estabelecer uma correlagdo entre
sua patologia e o referido marcador, em virtude da baixa casuistica.

Para a deteccdo e quantificacdo do RE, optou-se pela imuno-histoquimica,
constituindo-se, hoje, método de escolha.

A imuno-histoquimica permite a identificacdo dos receptores de estrogénio em
sede intranuclear e intracitoplasmatica, e determinacdo quantitativa e qualitativa.
Essa técnica permite elevada sensibilidade. Contudo, deve-se ressaltar que a
avaliacdo quantitativa (descrito em cruzes) ou qualitativa (presenca ou auséncia da
imunocoloracéao) do resultado esta condicionada a inUmeros fatores intrinsecos ao

préprio método, como a escolha do anticorpo especifico, a diluicdo a ser utilizada, a
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eficacia do procedimento de recuperacdo da antigenicidade tissular, a escolha do

sistema de deteccéo, do tempo e, da temperatura de incubacéo.

No presente estudo, optamos pelo método qualitativo na analise e
apresentacao final dos resultados da reacdo imuno-histoquimica, segundo
determinacdo do National Institutes of Health — EUA (DABBS, 2002). A escolha por
esse meétodo pelo referido instituto, deveu-se as inidmeras controvérsias a despeito
do resultado do exame: desde diversos sistemas de pontuacdo baseados no
percentual e na intensidade da coloracdo, até percentuais simples de células

neoplasicas positivas.
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7 CONCLUSAO

No presente estudo verifica-se que nao existe uma relacdo direta entre o
desenvolvimento do bocio e a presenca do receptor de estrogénio na glandula
tireoide. A ndo expressao dessa proteina verificada na maioria das amostras, sugere
outras vias ou mecanismos ainda ndo conhecidos estdo envolvidos ha génese dos
bécios.

Poucos estudos foram realizados até o momento sobre a relacdo do papel
desempenhado do receptor de estrogénio na glandula tireoide com relacdo ao
surgimento do bdécio. Dessa forma, investigacbes mais profundas se fazem
necessarias para esclarecer essas questoes.

A correlacdo entre o receptor de estrogénio com o género dos pacientes ndo
foi possivel de ser estabelecida devido a baixa casuistica dos pacientes do género

masculino (sete pacientes) comparados com os do género feminino (42 pacientes).
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ANEXO 1

FUNDACAO

HOSPITAL

ADRIANO JORGE

Comité de Etica em Pesquisa
Fundacao Hospital Adriano Jorge

Uirs,

Comité de Etica em Pesquisa
Fundagao Hospital Adriano Jorge

FR-166798

PARECER DO PROCESSO N.° 020/07

Titulo do Projeto: Expressdo dos receptores de estrogénio alfa e beta nos bécios submetidos a
tireoidectomias em Manaus

Pesquisador Responsavel: Gecildo Soriano dos Anjos

Data da Versao: 03.02.2008. | | CAAE (SISNEP): 0022.0.193.000-07 Data da Reunido: 29.11.2007

Grupo e Area Tematica (Classificagio utilizada pela CONEP): GRUPO Il

Objetivo Geral do Projeto: Identificar de forma quantitativa a presenca de receptores de estrogénio em
bécios de pacientes submetidos a tireoidectomia na cidade de Manaus.

Comentarios do CEP/FHAJ:

v' Todos os documentos apresentam-se em conformidade com a Resolucdo N° 196/96 do
Conselho Nacional de Satde.

Observagoes:

v Qualquer proposta de modificagdo no projeto (original) deve ser apresentada ao CEP juntamente
com a justificativa que a motivou, para gerar outro protocolo de pesquisa;

v" Disponibilizar a este CEP o relatério final da pesquisa tdo logo a mesma seja concluida.

EP/FHAJ: — B
Parecer do CEP/FHAJ: Data do Parecer: ')v'{/mGWD\L/h C vacmZmL)
Projeto Aprovado. 31 de margo de 2008. G{jlmara Noronha Guimaraes
Coordenadora do CEP/FHAJ

Av. Carvalho Leal, 1778 - Cachoeirinha CEP 69065-001 Manaus (AM)
Tel./ Fax: (92) 3214-9104 e-mail: cep_fhaj@hotmail.com
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ANEXO 2

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Titulo do Estudo: Expressdo do receptor de estrogénio nos bocios
submetidos a tireoidectomias em Manaus.

Justificativas e o problema de salude a ser estudado: Este estudo podera
ajudar os médicos a compreender porque as mulheres sdo mais afetadas pelas
doencas da glandula tireoide do que os homens, e com isso ajudar os médicos a
conhecerem melhor a doenca e ajudar as pessoas doentes. Manaus e, toda a
Amazobnia, possui muitas pessoas com o bécio, que € o aumento de uma glandula
que fica localizada no pescoco chamada de tireoide.

Objetivo do estudo: Encontrar uma substancia presente no bécio, removido
do paciente através de cirurgia, através de exame de laboratério.

Beneficios do estudo: Com este trabalho espera-se obter esclarecimentos
ou respostas ao fato de que os moradores da regido Amazonica, incluindo Manaus,
adoecem mais de doencas da glandula tireoide, como o bécio, do que em outras
regioes.

Riscos associados ao estudo: N&o apresenta.

Confidencialidade: Sera mantida sob sigilo absoluto a identidade das
pessoas que participardo deste trabalho, bem como os dados obtidos através desse
estudo. Informo também que todas as informacdes dos participantes seréo utilizadas
apenas para fins do presente estudo.

Acompanhamento assistencial: Os pacientes participantes deste estudo
terdo, sempre que necessario esclarecimento de duvidas, podendo entrar em

contato com o Dr. Gecildo Soriano dos Anjos, no endereco: Av. Boulevard Alvaro
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Maia, Hospital Universitario Getulio Vargas, Centro, SN, Manaus/AM, ou pelo
telefone (92) 81319922, ou pelo e-mail drgecildo@ig.com.br.

Autonomia, voluntariedade e retirada do estudo: O participante tem
autonomia para decidir participar ou ndo do estudo, como também pode se retirar do
mesmo, sem a necessidade de justificar esse gesto e sem qualquer prejuizo ao seu
tratamento. Também tem o direito de fazer qualquer pergunta sobre o estudo em
qualquer fase de execu¢do do mesmo.

Formas de ressarcimento e indenizacdo: O Dr. Gecildo Soriano dos Anjos
e a Universidade Federal do Amazonas (UFAM) ficardo responsaveis pela
assisténcia integral, inclusive indenizatéria aos participantes, quando esses sofrerem

danos a sua saude em decorréncia do presente estudo.

CONSENTIMENTO POS-INFORMACAO

Ap6bs ter recebido informacgdes claras, eu concordo com minha participagédo no

estudo.
Assinatura do paciente ou responsavel Assinatura do pesquisador: Gecildo
Soriano dos Anjos
RG:

Manaus/AM, / /
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ANEXO 3

FORMULARIO PADRAO

SEXO: () Masculino () Feminino

ENDEREGCO ... e

PROCEDENCIA: () MANAUS

PESQUISA IMUNO-HISTOQUIMICA PARA RECEPTOR DE ESTROGENIO
( ) POSITIVO

( ) NEGATIVO



