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RESUMO

A citoqueratina 19 (CK 19) é um marcador molecular que expressa diferenciacéo e replicagdo
celular e 0 oncogene HER-2 (Human Epidermal Growth factor receptor-Type 2), membro da
familia Fator de Crescimento Epidérmico Humano (EGFR), uma proteina que quando sobre-
expressa pode significar maior ploriferacdo celular e agressividade em varios tipos de
tumores, dentre eles mama, pulmdo e prostata. Nas ultimas décadas vém aumentando o
diagnostico de alteragdes morfoldgicas da glandula tireoide, sendo que quando diagnosticado
a ultrassonografia a prevaléncia do nodulo tireoideano chega a 20% a 30% na populagdo
geral. Objetivamos neste estudo prospectivo verificar a presenca destes marcadores em
glandulas tireoideas operadas em pacientes habitantes em regido amazonica néo litoranea, e
sua relacdo com as alteragdes morfoldgicas encontradas. Foram selecionadas 34 amostras de
tecido tireoidiano preservados em formol e armazenados em parafina, de pacientes operados
na Fundacdo Hospital Adriano Jorge, de Manaus, Amazonas. Os pacientes corresponderam a
seis homens e 28 mulheres, com idade entre 25 e 76 anos e média de 47 anos. Os tecidos
corresponderam a nove bocios multinodulares (BMN), sete bdcios coloides (BC), cinco
hiperplasias nodulares (HN) quatro bdcios adenomatosos (BA), trés microcarcinomas
papiliferos (MCP) e cinco carcinomas papiliferos da tiredide (CPT). Exames de imuno-
histoquimica em busca dos marcadores CK19 e HER-2 foram realizados em todos os tecidos
usando anticorpos monoclonais BA17 (mab rato, Dako M0772, EUA) e SP3 (policlonal em
coelho, Spring M3034, EUA) e 0 método esteptavidina-biotina-peroxidade (Kit LSAB, Dako,
EUA) e analise estatistica inferencial aplicando o teste Exato de Fisher com nivel de
significancia de 5%. N&o foi encontrada positividade para o marcador HER-2 em tecidos
tireoidianos malignos ou benignos. Foram encontrados positividade média a forte intensidade
para CK19 em todos os trés pacientes com MCP, quatro CPT, um BMN e um BC. Foram
encontrados positividade focal em um CPT, dois BMN, quatro BC e um BA. A analise
estatistica demonstrou significancia estatistica somente entre as variaveis CK 19 e tipo
histopatolégico. Os resultados da amostra analisada demonstraram que a pesquisa no
oncogene HER-2 ndo apresentou presenca deste marcador em nenhum dos tecidos
tireoidianos, e o marcador CK 19 foi presente em maior intensidade nos casos de Carcinoma
que nos tecidos benignos onde foi encontrado.

Palavras-chave: Bocio, imuno-histoquimica, Citoqueratina 19, C-erbB2, HER-2/neu,
Carcinoma Papilifero da Tireoide



ABSTRACT

Cytokeratin 19 (CK 19) is a molecular marker that express cell replication and differentiation,
and HER-2 oncogene (Human Epidermal Growth factor receptor-Type 2) is the second
member of the human epidermal growth factor receptor (EGFR) family. Its overexpression
can mean aggressiveness and poor prognostic in various kinds of tumors, as breast, lung and
prostate. In last few decades the diagnostic of morphological changes of the thyroid gland was
increased. When being diagnosed with ultrasound, the thyroid nodule prevalence reaches 20%
to 30% in the general population. The aim of this prospective study is verify the presence of
these markers in thyroid glands in operated non-coastal Amazon inhabitants, and its
relationship with pathologic findings. We selected 34 samples of formalin-fixed, paraffin-
embedded thyroid tumor tissues, from patients treated at Hospital Adriano Jorge, Manaus,
Amazonas. The patients consisted of six men and 28 women, aged between 25 and 76 years,
average 47 years. The tissues corresponded to nine multinodular goiter (MNG), seven colloid
goiters (CG), five nodular hyperplasia (NH) four adenomatous goiters (AG), three papillary
thyroid microcarcinoma (PTMC) and five papillary thyroid carcinomas (PTC).
Immunohistochemistry (IHC) staining with CK 19 and HER-2 were performed using the
labeled streptavidin—biotin peroxidase complex system (LSAB2, DAKO, USA) on all tissues
using monoclonal antibodies BA17 mab mouse (Dako MO0772, USA) and SP3 rabbit mab
(Spring M3034, USA) and inferential statistical analysis applying (Fisher exact test with 5%
significance level). HER-2 IHC was not found in all samples. We found a strong positive
reactivity for IHC CK19 in all 3 patients with PTMC, in four with PTC, one with MNG, and
one with CG. We found focal positivity for CK 19 in one PTC, two MNG, 4 CG and one AG.
Statistical significance was found only between CK 19 and histopathology. The results
suggest thats HER-2 oncogene has no predictive or prognostic value in thyroid tissues and CK
19 marker showed affinity for PTC, although it is also found in benign tissues with less
intensity.

Key-words: Goiter, Immunohistochemistry, cytoqueratin 19, C-erbB-2, HER-2/neu, Papillary
Carcinoma of Thyroid.
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INTRODUCAO

Com a melhora técnica e barateamento de tecnologia de imagem médica, nas Gltimas
décadas vém aumentando o diagnostico de alteragdes morfoldgicas da glandula tireoide. O
nodulo tireoidiano palpavel é encontrado em 4% a 7% da populacédo adulta. Sua prevaléncia
varia de 5,3% a 6,4% em mulheres e de 0,8% a 1,6% em homens, dependendo do estudo e da
idade (GRAF, 2004). Quando diagnosticado a ultrassonografia a prevaléncia do nddulo
tireoidiano € de 20% a 30% na populacdo geral (GRAF, 2004) podendo chegar a 67% em
mulheres com mais de 60 anos (CERUTTI, 2007), portanto, na maioria das vezes, 0os nédulos
sdo impalpaveis e identificados nas ultrassonografias cervicais realizadas por razdes nem
sempre relacionadas a tiroide, e tém o tratamento baseado em aspectos clinicos e exames de
imagem, laboratoriais e citopatologicos (BALOCH, et al., 2002; CASTRO e GHARIB,

2003).

A retirada cirurgica terapéutica da glandula tireoide reserva-se principalmente nos
casos onde a mesma aumenta muito de volume — os chamados bdcios — e casos com

diagnostico ou suspeita de cancer da tireoide (ALEXANDER, et al., 2012).

Tendo em vista o fato de que o desenvolvimento e a progressdo dos tumores sao
decorrentes do acumulo de alteracdes genéticas e/ou epi-genéticas no genoma das células
somaticas tumorais e que essas alteracGes resultam em modulacdo da expressdo génica, a
caracterizagdo destes perfis de expressdo dos tumores tém se tornado uma ferramenta
importante para a descoberta de genes que estejam envolvidos na patogénese dos tumores e
proteinas que possam ser utilizadas com marcadores de diagndstico, prognéstico ou ainda
alvos terapéuticos (MATSUO, et al., 2004).

Um marcador bioldgico ideal deve ser especifico e sensivel para identificar o tipo

tumoral e caracterizar o estagio da progressdao neoplasica. Isto é muito dificil de conseguir
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com um unico gene como marcador. Existem varios protocolos de pesquisa envolvendo pool
de genes ou biomarcadores (CHEN, et al., 2001; CERUTTI, DELCELO e AMADEI, 2004;
FINLEY, et al., 2004), ou trés genes (WEBER, et al., 2005), quatro biomarcadores
(CERUTTI, et al., 2006) ou cinco (PRASAD, et al., 2005), para investigacdo de tumores da
tireoide, através de diversos métodos, como imuno-histoquimica (PRASAD, et al., 2005),
cDNA microarray (GIORDANO, et al., 2005), pesquisa de Cadeia de Polimerase por
Transcripcdo Reversa (PCR-RT), mais recentemente, protebmica em tumores pulmonares
(KIKUCHI e CARBONE, 2007). Tais métodos exigem gastos elevados, tempo e material
(pecas congeladas, aparelhagem ndo usual) que tornam estes exames pouco acessiveis ao
cirurgido permanecendo a imuno-histoquimica como um dos meios que mais rapidamente
pode chegar ao uso clinico rotineiro (REED, et al., 2008).

Alguns genes preditivos ja foram identificados e sdo usados pelo método imuno-
histoquimico rotineiramente em tumores de mama (HER-2/neu), préstata, ceco, e outros,
norteando as condutas terapéuticas e livrando muitos pacientes de tratamentos desnecessarios,
caros e extremamente mérbidos como, por exemplo, a quimioterapia em canceres de mama
(ECCLES, 2001; SILVA, SADDI, MOMOTUK, 2002; BACCHI, et al., 2010).

O método mais usado para avaliacdo dos nddulos tireoidianos, na maioria dos
servicos, € a puncdo aspirativa por agulha fina (PAAF) com subsequente analise citoldgica,
guiada ou ndo pela ultrassonografia (GHARIB & PAPINI, 2007). Estes métodos néo
mudaram muito desde quando criados, na década de 1970 e ainda apresentam consideravel
indice de falsos negativos e positivos, pois sdo considerados exames subjetivos (FINLEY, et
al., 2004). Existem varias tentativas de aumentar a sensibilidade e especificidade da PAAF e
assim diminuir a ainda alta incidéncia de cirurgias da tireoide de carater diagnostico. A
principal é associar com a citologia com a imuno-histoquimica, método mais acessivel e

barato que exames geneticos (FINLEY et al., 2004). A aplicagdo do metodo imuno-
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histoquimico na identificacdo das células foliculares normais e neoplasicas tem sido realizado
na tentativa de fazer o diagnostico diferencial entre tumores tireoidianos benignos e malignos,
na avaliacdo pré-operatoria, na correlacdo com atipias morfoldgicas e com prognostico
desfavoravel (BARTOLAZI, GASBARRI, PAPOTTI, 2001; BALOCH, et al., 2002;
CASTRO e GHARIB, 2003; FINLEY, et al., 2004; PRASAD, et al, 2005; GRIFFITH, et al.,
2006). Apesar de todos estes esforcos, até 0 momento nao dispomos de um marcador Unico
eficiente que auxilie na indicacdo do tratamento clinico ou cirurgico dos tumores tireoidianos,
0 que poderia auxiliar na conduta terapéutica e, quem sabe, economia de recursos no

tratamento desta doenca téo prevalente.

Neste projeto de pesquisa buscamos verificar a expressdo imuno-histoquimica dos
marcadores Citoqueratina 19 e HER-2 em bdcios operados em um hospital do Amazonas.
Deste estudo verificaremos o comportamento biol6gico dos bocios, pois a Citoqueratina 19 é
um marcador que expressa diferenciacdo e replicacdo celular presente em varios tipos de
cancer como prostata e pulméo, e 0 HER-2, abreviatura de “Human Epidermal Growth factor
receptor-Type 27, também conhecida como C-ErbB2, Her-2/neu ou CERBB2, segundo
membro da familia dos Fatores de Crescimento Epidérmico Humano (EGFR), uma proteina
qgue em quantidade normais tem um papel importante no crescimento e desenvolvimento de
células epiteliais e quando sobre-expresso pode significar maior ploriferacdo celular e
agressividade em determinados tipos de tumores malignos, dentre os quais, o cancer de

mama, onde ja é utilizado rotineiramente.
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1. OBJETIVOS

1.1 Objetivo Geral

Verificar a expressdao do marcador molecular Citoqueratina 19 (CK 19) e da proteina
HER-2 (Human Epidermal Growth Factor receptor-Type 2, também conhecida como
HER-2/neu ou C-erbB2) nos bdcios e neoplasias tireoidianas de individuos operados em

um hospital de Manaus, Amazonas.

1.2 Objetivos Especificos

e Verificar se 0s bocios e as neoplasias tireoidianas operados no Hospital Adriano Jorge
apresentam expressdo ausente, fraca, moderada ou forte do marcador CK19 e se esta
expressao apresenta correlacdo estatistica com as demais varidveis estudadas,
principalmente tipo histopatoldgico.

e Verificar se os bocios e neoplasias tireoideanas estudadas apresentam expressao
imuno-histoquimica do proto-oncogene HER-2, hiperexpresso em varias outras

neoplasias humanas, e quantificar esta expressao.
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1 O bocio

O bdcio € qualquer aumento de volume da glandula tireoide, ndo importando a
etiologia ou fisiopatologia. Contudo, sob a perspectiva da histopatologia, o bdcio representa
uma hipertrofia difusa do tecido tireoidiano em consequéncia da hiperplasia das células
foliculares. Quanto a fisiologia, quase sempre 0 bdcio se acompanha de hipotireoidismo,
levando a graves consequéncias ao individuo e mesmo ao intelecto, pois a biossintese do
horménio tireoidiano tem um importante papel no metabolismo, crescimento e maturacao de
varios importantes Orgdos, particularmente o sistema nervoso central (BOTELHO e
GEHANNO, 2002; CASTRO e GHARIB, 2003).

Com a melhora dos exames de imagem, principalmente a ecografia, cada vez mais
se detectam alteracdes na anatomia tireoidea, e até nddulos ndo palpaveis podem ser aspirados
por uma punc¢do com agulha fina (PAAF), que se tornou um dos exames mais importantes no
pré-operatorio da cirurgia da glandula tireoide (CASTRO e GHARIB, 2003; ALEXANDER,
et al., 2012). Mas a sensibilidade e especificidade destes exames sdo limitadas, pois sdo
dependentes da experiéncia do examinador e muitas vezes somente o exame histopatoldgico e
imuno-histoquimico podem dar uma maior seguranca ao pesquisador (CASTRO e GHARIB,
2003, ALEXANDER, et al., 2012).

A regulacdo do crescimento dos tiredcitos (unidades morfoldgicas da tiredide) por
fatores externos, principalmente os alimentares, tem sido extensivamente estudada e tem
influenciado a terapia de tumores benignos e malignos da tireoide. A regulagédo externa do
crescimento da glandula tiredide foi reconhecida pelos chineses cerca de 2000 anos atras,
quando algas ricas em iodo foram dadas para as pessoas que viviam longe do mar para
prevenir ou tratar a formacdo do bocio (GORETZKI, et al., 2000). A suplementacdo de iodo

na dieta foi iniciada na Suica e nos Estados Unidos, mesmo antes que as vias de regulacéo
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entre a tiredide e a hipofise fosse elucidada. Por outro lado, a suplementacédo de iodo nunca
chegou a aceitacdo legal na Alemanha, apesar dos dados epidemioldgicos, cientificos e
clinicos convincentes. Esta falta de iodo na dieta alimentar ainda resulta em uma prevaléncia
de bdcio de até 60% em mulheres idosas na Alemanha, demonstrando um exemplo perfeito de
morbidade desnecessaria e exploséo de custos em cuidados de satde devido decisfes judiciais

equivocadas (DELANGE e BURGI, 1989).

2.2 O cancer da tiredide

Os carcinomas de tireoide se originam de dois tipos celulares: carcinoma medular
originario de células parafoliculares e as neoplasias de células epiteliais foliculares. Os
primeiros sdo raros e correspondem a menos de 3% dos casos, sdo 0s chamados carcinomas
medulares da tireoide (CMT). O restante das neoplasias malignas sdo os tumores derivados
das células foliculares, sd@o os chamados carcinomas diferenciados da tireoide: carcinomas
papiliferos (80 a 85%) e carcinomas foliculares (10 a 15%), e cerca de 1 a 2% corresponde ao
carcinoma indiferenciado ou anaplasico, a neoplasia folicular mais agressiva da tiroide, e
outros tumores mais raros (MATSUO, et al., 2004).

Em contraste com alteracdes bociogénicas e benignas, a prevaléncia do cancer de
tiredide ndo difere significativamente entre os paises com ingestdo alta e baixa de iodo, entdo
devemos nos concentrar em outros fatores, além da ingesta de iodo, quando o crescimento de
tumores malignos da tirdide é avaliada (GALANTI, et al., 1995). A distribuicdo entre os tipos
de carcinoma folicular e papilar da tiredide, no entanto, demonstra que o carcinoma folicular
ocorre mais em areas com baixa ingesta de iodo, e o carcinoma papilar ocorre mais quando a

suplementacédo de iodo € realizada (GALANTI, et al., 1995; CERRUTI, 2007; INCA, 2011).
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Fatores conhecidos que influenciam a prevaléncia do cancer de tiredide sdo o sexo, a
idade, disposicdo hereditaria para o carcinoma da tirdide (NEM Ilb) e exposicdo a radiacéo
externa (DE GROOT, 1976; SCHLUMBERGER, et al., 1998). O efeito da radiacdo tornou-se
evidente depois de experimentos em ratos e apds o acidente de Chernobyl, quando um
aumento de cancer de tireoide foi detectado em criancas da Bielorussia alguns anos depois
(KLUGBAUER, et al., 1998).

O céancer surge de uma mutacdo inicial em algum gene envolvido na regulacdo de
proliferacdo ou diferenciacdo celular, ocorrendo entdo, expansdo clonal da célula
geneticamente modificada devido a sua maior capacidade de proliferar e escapar ao controle
do ciclo celular e dos sinais que induzem a apoptose, predispondo ao acumulo de mutacdes
sucessivas (MATSUO, et al, 2004). O entendimento da tumorigénese depende da
identificacdo das mutacdes que levam a expansao clonal. Na tireoide, padrdo de expanséao
clonal é observado tanto em neoplasias benignas (bdcios e adenomas) quanto malignas. Até o
momento, foram identificadas mutacdes no gene do receptor de TSH (TSHR) e mutacGes em
adenomas hiperfuncionantes; mutacdo de RAS é encontrada tanto em leses benignas quanto
malignas, mas predominantemente em carcinoma folicular; rearranjo PAX-8/PPARS em
carcinoma folicular; mutacdo de p53 em carcinoma anaplasico, rearranjo RET/PTC e de TRKT
em carcinoma papilifero e, mais recentemente, mutacdo de BRAF em carcinoma papilifero.
Interessantemente, em carcinomas papiliferos ndo se observa sobreposi¢cdo de mutacdo de
genes RET/PTC ao de BRAF e de RAS, refletindo uma diversidade biol6gica desta neoplasia
que necessita ser elucidada. Entretanto, mesmo sem a identificacdo precisa destas mutacdes,
podemos observar uma série de alteragcdes na expressdo ou funcao dos fatores de crescimento,
receptores e sinalizadores intracelulares, que auxiliam no entendimento da patogénese, com

potencial como marcadores em tumores de tiroide (MATSUO, et al., 2004).
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Dados oficiais do Ministério da Saude Brasileiro através do Instituto Nacional do
Cancer José Alencar Gomes da Silva (INCA) estimam para o Brasil, em 2012, 10.590 casos
novos de cancer da tireoide, com um risco estimado de 11 casos a cada 100 mil mulheres
(Figura 01). Sem considerar os tumores da pele ndo melanoma, o céncer da tireoide em
mulheres € o terceiro mais incidente na regido Norte (7/100 mil). Nas regi6es Sudeste (15/100
mil) e Nordeste (6/100 mil), ocupa a quarta posicéo, e, nas regides Sul (10/100 mil) e Centro-

Oeste (6/100 mil), a quinta e sexta posicOes, respectivamente.

Mulheres

. 10,11- 17,06
% g,07 - 10,10
. 5,22 - 8,06

3,40-5,21

Figura 1. Representagéo espacial das taxas brutas de incidéncia por 100 mil mulheres, estimadas para
0 ano de 2012, segundo Unidade da Federacdo (neoplasia maligna da glandula tireoide).
Fonte: INCA/MS (2012).

A magnitude em homens ainda € muito pequena e, portanto, o calculo da estimativa
ndo foi realizado, mas sabe-se que quando um homem apresenta um néddulo na tireoide a
chance de ser cancer é cinco vezes maior que nas mulheres. Os outros tumores mais
incidentes em mulheres no Brasil sdo os tumores de pele ndo melanoma (71 mil casos novos),

mama (53 mil), colo do utero (18 mil), célon e reto (16 mil) e pulm&o (10 mil) que vem
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disputando com tireoide este quinto lugar no Brasil como um todo. Ha poucos anos o cancer

da tireoide ocupava apenas a sétima colocacdo (INCA, 2011).

Na maioria dos paises, as taxas de incidéncia vém mostrando um padrdo de
crescimento lento, porém continuo (cerca de 1% ao ano) durante as Ultimas décadas. Segundo
as informacdes do ultimo volume da publicacdo Cancer Incidence in Five Continents, durante
0 periodo de 1973 a 2002, as taxas de incidéncia aumentaram mais de cinco vezes na maioria
das populacdes analisadas (DAVIES e WELCH, 2006; CURADQO, et al., 2007). As taxas de
mortalidade apresentam queda continuada na maioria das populacGes, provavelmente em
virtude da melhoria do tratamento. O aumento do uso de ultrassom e biopsia guiada por
imagem para deteccdo de doenca subclinica é uma possivel explicacdo para essa tendéncia de
aumento nas taxas de incidéncia. Todavia, observou-se também um aumento no diagnostico
de neoplasias com tamanhos acima de quatro centimetros e com metastases a distancia,
sugerindo, de fato, um aumento real na incidéncia da doenca devido a outros fatores,
incluindo os ambientais, de dieta e os genéticos (HODGSON, BUTTON, SOLORZANO,

2004; INCA, 2011).

2.3 O diagndstico e o tratamento

Com o crescente nimero de diagnosticos ultrassonograficos de nédulos tireoidianos, os
gastos médicos com investigacdo e tratamento tendem a aumentar cada vez mais (GHARIB e
PANINI, 2007). Quanto a escolha do tratamento adequado, 0 médico leva em conta 0s
diversos exames de imagem e laboratoriais, orientando cada caso para acompanhamento,
tratamento clinico ou cirurgia, que pode ser a retirada total ou parcial da glandula
(BOTELHO, et al., 2002).

Como exames laboratoriais temos a disposicdo dosagem dos hormonios tireoidianos

(T3, T4, T4L), hipofisarios (TSH), Proteinas (Tireoglobulina) e anticorpos (Anticorpos anti-
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tireoglobulina, anticorpo anti-microssomal) presentes no sangue, que nos orienta se a glandula
encontra-se hipofuncional (hipotireoidismo), hiperfuncional (hipertireoidismo) ou acometida
por doenca auto-imune (anticorpos). Dos diversos exames de imagem, como tomografia
computadorizada, ressonancia nuclear magnética, cintilografias e outros, o mais usado e com
boa acuracia é a ultrassonografia com ou sem Doppler (BOTELHO, et al.,2002). Estes
diversos exames podem orientar o diagnostico e tratamento das mdultiplas doencas que
acometem esta complexa glandula.

Os maiores dilemas diagndsticos e terapéuticos atualmente se encontram na doenca
nodular ou multinodular da tireoide, quando se busca afastar a malignidade de um nédulo
encontrado pelo exame de imagem, sem repercussdo nos exames laboratoriais. Atualmente, na
avaliacdo dos nodulos tireoidianos, o exame “padrdo — ouro” chama-se puncao aspirativa por
agulha fina (PAAF), que consiste na coleta de material do nddulo através de uma agulha
comum, guiada ou ndo pelo ultrassom (GHARIB e PANINI, 2007). Deste material é feito um
esfregaco em uma ladmina, corado com hematoxilina-eosina (HE) e examinado por um
patologista, que pode classificar os achados citoldgicos usando critérios da classificacdo de
Bethesda (CIBAS e ALI, 2009) em cinco categorias, sendo a primeira chamada material ndo
diagndstico ou insuficiente até a Gltima que indica forte suspeita de malignidade. O grande
problema é que de 15 a 30% destas puncdes e repuncGes caem em uma categoria chamada de
“diagnostico citologico indeterminado”, e muitos destes pacientes, principalmente por medo
de falsos positivos ou negativos, optam pela cirurgia, muitas vezes mais diagnodstica que
propriamente terapéutica (ALEXANDER et al, 2012). HERSMAN (apud ALEXANDER et
al, 2012) comenta este artigo no qual e testado um Kit comercial oferecido por uma empresa
de biotecnologia (Veracyte Company) em 577 casos considerados indeterminados em todo 0s
Estados Unidos, ele pesa 0s pros e contras de usar um exame genético (micro array com 167

genes) nestes pacientes, que promete quase 100% de certeza diagnostica, haja vista que cada
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exame citologico tem um custo estimado de 300 dolares e o exame genético oferecido 3.350
ddlares. Portanto buscam-se hoje marcadores moleculares que indiguem o maior ou menor
potencial de crescimento desses bocios e agressividade dos tumores, e a0 mesmo tempo sejam
acessiveis ao uso clinico habitual.

Quanto a escolha do procedimento cirargico, ou seja, se retirada total ou parcial da
tiredide, também € objeto de controvérsia, pois o bocio é uma doenca benigna e a retirada
total da tiredide leva ao hipotiroidismo que, quando ndo adequadamente corrigido acarreta
comorbidades consideraveis ao paciente (BOTELHO, et al., 2001; GRAF, 2004). Por outro
lado, a retirada parcial da tiredide também pode levar a futuras complicagdes, sendo a mais
comum a recidiva do bocio e o hipotireoidismo subclinico. BOTELHO et al. (2002)
encontraram 15% de recidiva em seguimento de 10 anos em bdcios tratados com
tireoidectomias parciais (na literatura a recidiva chega a 45%) e a reoperacdo da glandula
tiredidea aumenta o risco de complicacGes em dez vezes.

Outra modalidade de tratamento inclui dose terapéutica de I*** (iodo 131 radioativo).
Este tratamento é reservado aqueles pacientes com diagndéstico de carcinomas diferenciados
da tireoide, ou seja: o carcinoma papilifero e o folicular (BOTELHO e GEHANNO, 2002),
como tratamento adjuvante ap6s a realizacdo de tireoidectomias totais. Apesar de Varios
protocolos indicarem o uso do iodo radioativo somente naqueles casos maiores de 1 cm ou
com metastases locais e a distancia, hoje em dia se usa mesmo em microcarcinomas (menores
de 1 cm). DOUGALL e CAMARGO (2007), baseados em dados epidemioldgicos,
questionam se ndo estariamos tratando estes pacientes aléem do necessario, advogando
inclusive tireoidectomias parciais sem iodoterapia para casos selecionados de
microcarcinomas diferenciados da tireoide, que habitualmente tém bom prognostico e

evolucéo benigna.
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2.4 A Citoqueratina 19

As citoqueratinas, uma das cinco classes de filamentos proteicos citoplasmaticos, sao
normalmente expressas em células epiteliais e mesénquimais normais. Tumores epiteliais
geralmente expressam o filamento intermediario em seu tecido de origem. Tecidos
tireoidianos com neoplasias benignas e malignas podem apresentar uma variedade de
citoqueratinas (BARTEK, et al, 1985).

A Citoqueratina 19 (CK 19), uma proteina de 40 kDa, € a menor de uma classe
denominada de citoqueratinas maiores, e pode ser detectada em tecido através de eletroforese
ou através de imuno-histoquimica (IHQ).

A Citoqueratina 19 (CK 19) é um marcador expresso em uma variedade de epitélios
normais e neoplésicos, sendo seu uso diagnéstico bem estabelecido em tumores malignos da
mama, célon, pulmao e préstata. Também hoje também se buscam anticorpos contra proteinas
codificadas por este gene (ou uma combinacédo de genes de citoqueratina e outros marcadores)
para a deteccdo de células tumorais circulantes na mama, pulmao, célon, e outras canceres
(REED, et al, 2008). A presenca de proteinas da CK 19 em sangue periférico, por exemplo
em tumores como o carcinoma pulmonar de N&o Pequenas Células, pode significar presenga
do tumor e metastases. Pesquisas semelhantes também ja foram feitas em pacientes com
tumores prostaticos e mesmo tireoide. Os fragmentos de CK19 soluveis (Cyfra 21.1) podem
ser medidos por ensaios imunométricos empregando anticorpos monoclonais especificos.
Estudos constataram que podem haver diferencas nos niveis séricos de Cyfra 21.1 entre
pacientes com nodulos benignos e pacientes com carcinoma. A liberacdo de CK 19 para a
corrente sanguinea parece estar fortemente relacionada com o percurso apoptdico e com a

hiperproliferacdo celular relacionada com apoptose (GIOVANELLA, et al., 2008).

Os padrbes de expressdo das citoqueratinas 7, 8, 18 e 19 nos distintos tipos de

neoplasias tiredideas benignas e malignas despertaram interesses em novos estudos e
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apresentaram forte expressdo em tecidos tireoideos normais e em carcinomas papiliferos da
tiredide (CPTs), porém mostrou fraca expressdo em alguns carcinomas e adenomas
foliculares. Enquanto algumas neoplasias bem diferenciadas com caracteristicas papilares tém
diagnostico simples e bom prognostico, outras, notadamente as de aspecto folicular, tém
diagnostico citologico incerto, o que induz a um aumento do nimero de procedimentos
cirargicos na glandula tireoide muito mais de carater diagnostico do que terapéutico
(BALOCH, et al., 2002; CERUTTI, 2007). Apesar de alguns autores terem concluido que as
citogueratinas eram Uteis na distingdo entre as neoplasias epiteliais tireoideas, outros

mostraram resultados diversos, limitando seu uso para diagnostico (CERUTTI, 2007).

De qualquer forma a CK 19 tornou-se mundialmente usada como mais um dado
adjuvante para a confirmacdo diagnostica dos carcinomas papiliferos (CPT) bem
diferenciados da tireoide (CDP), pois apresenta expressao aumentada em CPTs e baixa em
bocios coloides e areas foliculares, destacando-se como um dos marcadores mais usados.
Também ha trabalhos que o utilizam associado a outros marcadores (GAL-3, fibronectina-1,
CITED-1, HBMEZ1) para diferenciar o CPT do carcinoma folicular da tireoide (CFT) e de
outras neoplasias malignas e benignas em até 97% dos casos, aumentado a sensibilidade e

especificidade do marcador (BEESLEY e MCLAREN, 2002; PRASAD, et al., 2005).

Também encontramos a CK 19 sendo usada para diferenciar areas papilares e de CPTs
em bécios multinodulares (ERKILIC et al., 2002) e o uso em bidpsias aspirativas por agulha
fina (PAAF) para aumentar a sensibilidade do método no diagnostico de CPTs, tendo se

revelado altamente sensitivo (BEESLEY e MCLAREN, 2002; FINLEY, et al., 2004).
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2.5 HER-2 ou C-erbB-2

A literatura mostra para este marcador varios nomes e também algumas grafias
diferentes: c-erbB-2; cerbB-2; C-erbB-2; HER-2; HER-2/neu; ERBB2; erbB2; erbB-2;
oncogene neu; neu/c-erbB-2; proteina neu; neu. Nesta tese optamos por usar a designacao
HER-2.

O HER-2 tem sido extensamente estudado em carcinomas de mama desde que Slamon
et al. (1987) demonstrou uma associacdo entre a sua amplificacdo e um mau progndstico
(apud EISENBERG & KOIFMAN, 2001). O método imuno-histoquimico é atualmente o
método mais empregado para a deteccdo de HER-2, sendo mais conveniente que outras
andlises, como o FISH (Fluorescence In Situ Hybridization ), ndo somente porque a técnica é
mais facil, mas também porque existem evidéncias de que a despeito da alta correlacdo entre a
amplificacdo do gene e a expressdo aumentada de HER-2, esta Ultima pode estar presente sem
a amplificagdo do gene (ECCLES, 2001; EISENBERG e KOIFMAN, 2001).

O oncogene Her-2 localiza-se no cromossomo 17921 e codifica um receptor
glicoprotéico transmembrana denominado p185neu/p285 erbB-2, um dimero, sendo
classificada como uma glicoproteina transmembrana de 185 KDa, contendo um dominio
extracelular de ligacdo e um dominio de atividade intracelular de tirosina quinase (TK). O
oncogene HER-2 é o segundo membro da familia de receptores Fatores de Crescimento
Epidérmico ou EGFR (Epidermic Grow Factor Receptor) . Ele pode ser encontrado hiper-
expresso em muitos tipos diferentes de canceres humanos, incluindo os da mama, ovario,
pulméo, gastrico, esdfago e orais. A expressdo aumentada da oncoproteina HER-2 acarreta
autofosforilacdo do receptor especifico e subsequente ativacdo de quinases envolvidas em
mecanismos de transducdo de sinais, 0 que eventualmente afeta a transcricdo de genes
reguladores da progressao do ciclo celular (Figura 2). No entanto, ainda néo é clara a forma

como uma via de sinal especifico pode corresponder a uma resposta biologica especifica
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(OLAYOYE, et al., 2001). De qualquer forma, a superexpressdo de HER-2 em alguns tipos
de cancer e particularmente no cancer de mama tem sido associado com a pior sobrevida

global, maior malignidade e fenétipos metastaticos (ECCLES, 2001).

Normal Amplificacion/sobreexpresion
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Figura 2: figura esquematica mostrando uma célula normal e outra com hiper-expressdo do gene HER-
2 e suas consequéncias para a célula.
Fonte: modificado de Balseaga e Arteaga (2011)

Aproximadamente 20%-25% dos tumores de mama apresentam amplificacdo deste
oncogene, mas o0s indices aumentam para 40% quando pacientes apresentam
linfadenomegalias metastaticas positivas. Esta superexpressdo pode estar associada com pior
prognostico e falta de resposta a determinadas drogas antitumorais em pacientes com cancer
de mama (SILVA, SADDI, MOMOTUK, 2002).

Mais de 20 anos atrés, Mendelsohn et al propuseram que a familia EGFR poderiam ser
usadas como terapia-alvo em tipos de cancer (Target teraphy) (apud ECCLES, 2001).
Com duas classes de agentes anti-EGFR com estabelecida atividade clinica em cancer, esta

hipdtese foi agora confirmada. Como esperado, o desenvolvimento clinico de anticorpos anti-
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EGFR é altamente dependente do tipo de tumor a ser estudado, exigindo para cada tumor
pontos diferentes de estudo, baseados em regimes de quimioterapia, e potencial para
integracdo com radioterapia (RT) (OLAYOYE, 2001). Atualmente o receptor do Fator de
crescimento epidérmico (EGFR) é considerado alvo terapéutico para o tratamento de cancer
de pulmao e carcinoma colorretal metastatico. Existem atualmente dois tipos de drogas que
bloqueiam o EGFR. A primeira classe inclui os anticorpos monoclonais panitumumab e
cetuximabe (Figura 3). A segunda classe inclui pequenas moléculas, como os inibidores de
tirosino-quinase gefitinib e erlotinib. Ambos os tipos de drogas inibem a sinalizacao

molecular deflagrada por EGFR.
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Figura 3. Drogas que atuam como targeth terapy contra HER-2/neu e EGFR.
Fonte: Nature Reviews (2006).

Embora a introducdo de terapias alvo contra HER-2, tais como o anticorpo

monoclonal trastuzumab (Figura 3) e a molécula pequena, lapatinib (inibidor da tirosina
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quinase), tenha melhorado significativamente os resultados de cancer da mama HER-2 + em
comparacdo com as terapias disponiveis anteriormente, a utilizacdo destas terapias alvo €
muitas vezes limitada pelo desenvolvimento de resisténcia as drogas e problemas de
tolerabilidade (AWADA, et al., 2012). Isto ndo impediu que existam varios estudos, em
varias fases em andamento, com estas drogas, para tratamento por exemplo de carcinoma de
esdfago avancado (cetuximabe), cancér de prostata, cancer de célon avancado e pulméo

(BALSEAGA e ARTEAGA, 2007).
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3. MATERIAL E METODOS
3.1 Material

3.1.1 Amostra

A amostra do estudo foi selecionada de pacientes submetidos a tireoidectomias totais e
parciais na Fundagdo Hospital Adriano Jorge, Manaus-Amazonas nos anos de 2008 a 2011
(Figura 4A e 4B). Foram selecionados 34 pacientes, os demais foram excluidos ou por se

recusarem a participar da pesquisa e/ou ndo passarem pelos critérios de incluséo.

Figura 4: A. Paciente posicionada e anestesiada para a cirurgia da tireoide, com
hiperextensdo cervical. B. A retirada cirargica completa da glandula tireoide, além de
linfonodos localizados na parte inferior (chamada zona V1). Observa-se noédulo de aspecto e
coloracdo diversa da glandula, localizado no istmo, transicdo entre os lobos direito e
esquerdo. C. Amostras de tecido suficientemente representativos do noddulo sdo colocados em
blocos de parafina. A seguir sdo confeccionadas laminas contendo cortes histolégicos de 3pum.
Fonte: Fotos do Autor (2011).
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3.1.2 Critérios de inclusao e coleta de dados

A coleta foi iniciada apds aprovado o projeto em Comité de Etica e Pesquisa (CEP),
em observacdo a Resolucdo 196/96, da CONEP (Anexo 3) e adquiridos 0s recursos iniciais.
Como critérios de inclusdo foram considerados: tecidos tireoidianos incluidos em blocos de
parafina (Figura 4C) acompanhados de laudo histopatologicos, de pacientes submetidos a
tireoidectomias totais ou parciais, de ambos 0s sexos e em todas as faixas etérias. Os blocos
parafinizados deveriam conter &reas suficientes e vidveis de tecido tireoidiano com
diagndstico histopatoldgico de doengas benignas ou malignas, de pacientes ndo submetidos a
tratamentos prévios como radio-iodoterapia ou exposi¢do a radiacdo em doses elevadas,
registro de peso da peca cirdrgica, serem de pacientes habitantes da regido amazénica ndo
litornea, incluindo o Amazonas e estados adjacentes. Foram excluidas pacientes com
hipertireoidismo, tumores raros, metastases de outros tumores primarios, neoplasias
medulares e indiferenciadas, de origens genéticas e autoimunes (tireoidites).

Ao laudo histopatoldgico foi anexado um questionario (anexo 2) com dados pessoais e
neste foram anotados todos os resultados dos exames complementares realizados e a
indicacdo da cirurgia. O Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) foi explicado
aos pacientes que assinaram autorizando a anotacéo dos dados e a utilizacdo de fragmentos de

suas bidpsias para esta pesquisa.
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3.2 Métodos

3.2.1 Andlise histopatoldgica

3.2.1.1 Processamento da amostra e macrodisseccao:

As amostras de tecido tiredideo colhidas no centro cirargico foram inicialmente
fixadas em formol tamponado a 10%, pesadas em balanca de precisdo e emblocadas
rotineiramente em parafina (Figura 4C).

O estudo das caracteristicas histopatoldgicas foi feito através de microscopia o6tica nas
laminas coradas em Hematoxilina e Eosina (HE) por patologistas capacitados do laboratorio
que atua no Hospital Adriano Jorge, sob responsabilidade do Prof. da Universidade Federal do
Amazonas e Instituto de Medicina Tropical do Amazonas Dr. Luiz Carlos Ferreira e José
Loureiro. As lesdes foram classificadas segundo critérios mundialmente aceitos (HEDINGER,

WILLIAMS, SOBIN, 1988; BACCHI et al.,1999).

3.2.2 Analise imuno-histoquimica

3.2.2.1 Processamento do material bioldgico:

O material biolégico (tecidos tireoidanos) armazenados em blocos parafinados foi todo
ele examinado em conjunto no Laboratério de Imuno-histoquimica do Departamento de
Patologia da Faculdade de Medicina do Campus de Botucatu da Universidade Estadual
Paulista- UNESP, sob a direcéo e a coordenacgédo do Prof. Dr. Carlos Eduardo Bacchi. De cada
bloco de parafina, foi confeccionada uma lamina contendo um corte histoldgico de 3um
(Figura 4C). As laminas contendo os cortes histologicos foram submetidas ao seguinte

procedimento:
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1. O passo inicial foi realizado em PTLink (DAKO), equipamento responsavel pela
desparafinizacdo e recuperacao antigénica de tecidos parafinados, em tampao de pH alto para

HER-2 e baixo para CK19, ambos por 20 minutos.

2. As laminas foram retiradas do equipamento e incubadas em solugédo de lavagem (Envision
Flex Wash Buffer — solucéo salina tamponada com Tris contendo Tween 20, pH 7.6) por 5

minutos.

3. Aplicacdo de solucdo de bloqueio de peroxidase por 5 minutos (Envision Flex peroxidase
block) — tampéo fosfato contendo perdxido de hidrogénio, NaN3 e detergente.
4. Solucdo de lavagem por 5 minutos.
5. Aplicacdo do anticorpo primario (incubar overnight)
6. Solucdo de lavagem por 5 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. Solucdo de lavagem por 5 minutos.
9. Aplicagéo de solucédo de trabalho (Envision Flex Subtraste Working Solution — DAB mais
solucdo tamponada contendo perdxido de hidrogénio)
10. Solucdo de lavagem por 5 minutos.
11. Contra-coloragdo com hematoxilina.
12. Banho em agua corrente por 10 minutos
13. Banho em agua destilada.
14. Desidratacdo em solu¢Ges com concentracOes crescentes de alcool, 70%, 96% e 100%.
15. Colocacdo automatizada da laminula.
Os clones dos anticorpos testados foram: para Citoqueratina 19 o BA17 da companhia

DAKO (clone BA17 mab mouse — DAKO MO0772) PT link 20 minutos, pH baixo, dilui¢do de
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1:1600 e para 0 HER-2 foi o clone SP3 (mab rabbit — Spring M3034) PT link 20 minutos, pH

alto, diluicao de 1:800.

3.2.2.2 Avaliacéo das reagdes imuno-histoquimicas.

As reagdes imuno-histoquimicas foram avaliadas da seguinte maneira:

1. Avaliou-se a presenca ou auséncia da reagdo imuno-histoquimica, utilizando acinos ou
ductos de gladulas écrinas como controles internos para a reacdo. O controle negativo foi
obtido substituindo-se o anticorpo primario por solucdo salina tamponada. A imuno-expressao
do HER-2 foi confirmada com a coloracdo das membranas celulares em cor castanha. Os
resultados foram analisados semi quantitativamente utilizando-se os seguintes parametros:

(-) nenhuma célula positiva (Figura 5).

(+) positividade em menos de 10% das células: imunorreatividade de membrana, fraca e
irregular em pelo menos 10% das células.

(++): imunorreatividade de membrana, de intensidade fraca a moderada, porém regular em
mais de 10% das células. Obs: nestes casos € recomendavel realizar outro exame para
verificar se o resultado é confidvel, o estudo dos cortes com a técnica de hibridizacédo
fluorescente in situ (FISH na sigla inglesa) que ira determinar a presenca ou nao da
amplificacdo génica (WOLF, 2007).

(+++): imunorreatividade de membrana, com forte intensidade, em pelo menos 30% das

células.
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Figura 5 — Fotomicrografia de resultado imuno-histoquimico demonstrando resultado negativo para HER-2, no
paciente nimero 31, com histopatoldgico compativel com carcinoma papilifero.
Fonte: Laboratdrio Bacchi (2012).

A imunorreatividade positiva para citoqueratina 19 foi identificada pela presenca de
precipitado castanho escuro no citoplasma das células do tecido tiredideo. Os casos positivos
foram semiquantificados com base na relativa quantidade de células positivas em 1+ a 3+:

« fraca (+) ou focal: positividade em algumas células estimada em pelo menos 10% do total

examinado;
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Figura 6 — Fotomicrografia de resultado imuno-histoquimico demonstrando positividade focal para Citoqueratina
19, no paciente nimero 30, com histopatolégico compativel com Carcinoma Papilifero.
Fonte: Laboratdrio Bacchi (2012).
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» moderada (++): positividade de aproximadamente 11% a 50% das células;

« forte (+++) : positividade em grande ntimero de células estimada em mais de 51%.

Figura 7 — Fotomicrografia de resultado imuno-histoquimico demonstrando resultado positivo +++ e ++ para
Citoqueratina 19, na paciente nimero 31 com histopatolégico compativel com Carcinoma Papilifero.
Fonte: Bacchi (2012).

3.2.3 Tratamento e analise dos dados

Para a andlise estatistica foram utilizados métodos descritivos e inferenciais. Na
analise descritiva foram determinadas as estatisticas: Média, Desvio-Padrdo para varidveis
quantitativas. Quanto a andlise inferencial foi aplicado o teste Exato de Fisher para avaliar a
associacdo entre as variaveis categoricas. O nivel de significancia adotado foi de 5%, e o nivel
de confianca do teste de 95%.

Os dados foram armazenados na forma de banco de dados na planilha eletronica
Microsoft® Office Excel 2007, e analisados através do software Minitab, versdo 14,

juntamente com software R, verséao 2.9.0.
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4. RESULTADOS

A analise dos dados permitiu verificar que dos 34 pacientes estudados, 28 (82%) séo do

género feminino, e seis (18%) do género masculino, conforme Figura 8.

82%

Masculino
M Feminino

18%

Figura 8: Distribuicdo dos pacientes quanto ao sexo. Fonte: Autor (2012).

A faixa etaria dos pacientes variou de 25 a 76 anos, apresentado um nimero maior de
pacientes entre 45 a 64 anos, com 44% do total. Seguidos da faixa etaria de 25 a 44 anos
(41%). Pacientes na faixa etéaria de 65 a 76 anos representam 15%. A média de idade foi de
47+13 anos.

50%

45% 44%

41%

40% -

35% -

30% -

25% -

20% -

15%

15% -
10% -
5% -

0% -
25 a 44 anos 45 a 64 anos 65 a 76 anos

Figura 9: Distribui¢do quanto a faixa etaria dos pacientes.
Fonte: Autor (2012).
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Quanto a presenca do marcador HER-2, nenhum caso foi detectado, sendo todos

considerados negativos e nao foi realizada analise estatistica. Ja quanto a CK 19, foi

encontrado em varias intensidades, como se descreve a seguir:

Tabela 1: Cruzamento da varidvel CK19 (negativa, positiva focal e positiva) com a variavel

faixa etaria, sexo e tipo histopatolégico dos pacientes.

CK19
Variaveis (n = 34) () (F+) Total p-valor*
fi % fi % fi %
Faixa etaria (anos)
25a44 5 31 4 50 5 50 14
45 a 64 8 50 2 25 5 50 15 0,4229
65a 76 3 19 2 25 0 0 5
16 8 10 34
Média + DP 47 +13
Sexo
Masculino 2 13 4 50 0 0 6 0,02967
Feminino 14 88 4 50 10 100 28
Tipo Histopatolégico
Adenoma Folicular 1 6 0 0 0 0 1
Bocio Multinodular 6 38 2 25 1 10 9
Bocio Adenomatoso 3 19 1 13 0 0 4
L ) 0,004642
Bdcio Coloide 2 13 3 38 2 20 7
Carcinoma Papilifero** 0 0 1 13 7 70 8
Hiperplasia Nodular 4 25 1 13 0 0 5

fi = frequéncia absoluta simples; DP = desvio — padrdo; * Teste exato de Fisher;
** Estdo inclusos os Microcarcinomas papiliferos.

Fonte: Autor, 2012

A Tabela 1 apresenta o cruzamento da variavel CK19 com a variavel faixa etaria, sexo

e tipo histopatolégico. Os pacientes foram classificados em trés grupos quanto a presenca de

CK 19: positivo focal (F+), negativo (-) e positivo (+). Dos 16 pacientes com CK negativo (-),

31% estdo na faixa etaria de 25 a 44 anos, 50% estdo na faixa etaria 45 a 64 anos e 19% estdo

na faixa de 65 a 76 anos. Dos oito pacientes classificados com CK19 positivo focal, 50%

estdo na faixa etaria de 25 a 44 anos, 25% estdo na faixa etaria de 45 a 64 anos e outros 25%

estdo na faixa de 65 a 76 anos. Ja os pacientes classificados como CK 19 positivo, 50% estao

na faixa etéria de 25 a 44 anos e os outros 50% na faixa de 45 a 64 anos. Nao se verificou
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nenhuma associacao significativa entre a presenca de CK 19 e faixa etéaria, visto que o p-valor
> 0.05, ou seja, a faixa etaria dos pacientes ndo influenciou quanto a presenca de CK 19.

Desses 16 pacientes com CK19 negativo, 88% sdo do sexo feminino e 12% do sexo
masculino. Dos oito com CK 19 positivo focal, 50% sdo sexo feminino e 50% do sexo
masculino. Os casos de CK 19 positivos, 100% sdo do sexo feminino. Néo se verificou uma
associacdo significativa entre a variavel género e a presenca de CK 19.

Quanto ao tipo histopatoldgico, os pacientes classificados com CK 19 negativo, 6%
foram diagnosticados com adenoma folicular, 38% com bécio multinodular, 19% com bécio
adenomatoso, 13% com bdcio coloide e 25% com hiperplasia nodular. Os pacientes
classificados com CK 19 positivo focal, 25% foram diagnosticado com bdcio multinodular,
13% com bdcio adenomatoso, 38% com bdcio coloide, 13% com carcinoma papilifero e 13%
com hiperplasia nodular. Ja os classificados com CK 19 positivo, 10% foram diagnosticados
com bocio multinodular, 20% com baocio coloide e 70% com carcinoma papilifero. Verificou-
se uma associacgdo significativa entre a variavel tipo histopatoldgico e a presenca de CK 19,
visto que o p-valor < 0,05, o que significa que o diagnostico do tipo histopatolégico é
influenciado quanto a presenca da variavel CK 19.

A Tabela 2 apresenta a classificacdo dos pacientes quanto a intensidade da variavel
CK 19, que foi classificada em quatro grupos: negativa (-), fraca (+), moderada (++) e forte
(+++). Ao cruzarmos a faixa etdria com a varidvel intensidade da CK 19, vemos que 42% dos
pacientes com idade entre 25 e 44 anos apresentaram intensidade de CK 19 fraca (+), o
mesmo aconteceu com 0s pacientes com idades entre 45 e 64 anos. Dezessete por cento dos
pacientes com idades entre 65 e 76 apresentaram intensidade de CK 19 fraca (+).

Quanto a intensidade de CK 19 moderada (++), podemos observar na tabela 2 que
60% estdo na faixa etaria de 25 a 44 anos, 40% na faixa de 45 a 64 anos e um paciente

apresentou intensidade forte (+++). Quando comparada com o género, 33% do sexo
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masculino e 67% do sexo feminino apresentaram intensidade de CK 19 fraca. Os pacientes
que apresentaram intensidade de CK 19 moderada e forte sdo todos do sexo feminino.

Tabela 2: Cruzamento da variavel citoqueratina 19 — CK19 (fraca, moderada, forte e negativa) com a
varidvel faixa etaria, sexo e tipo histopatologico dos pacientes.

CK19
Fraca Moderada Forte Negativo

Variaveis (n = 34) (+) (++) (+++) ) Total  p-valor

f; % f; % f; % f; %
Faixa Etéaria
25a44 5 42 3 60 1 100 5 31 14
45 a 64 5 42 2 40 0 0 8 50 15  0,8769*
65a 76 2 17 0 0 0 0 3 19 5
Total 12 5 1 16 34

Média + DP 47 + 13

Sexo
Masculino 4 33 0 0 0 0 2 13 6 0.3935*
Feminino 8 67 5 100 1 100 14 88 28

12 5 1 16 34
Tipo Histopatologico
Adenoma Folicular 0 0 0 0 0 0 1 6 1
Bécio Multinodular 2 17 1 20 0 0 6 38 9
Bécio Adenomatoso 1 8 0 0 0 0 3 19 4 0.088*
Bécio Coloide 4 33 1 20 0 0 2 13 7 ,
Carcinoma Papilifero 4 33 3 60 1 100 0 0 8
Hiperplasia Nodular 1 8 0 0 0 0 4 25 5

12 5 1 16 34

fi = frequéncia absoluta simples; DP = desvio — padréo; * Teste exato de Fisher; ** Estdo inclusos os
microcarcinomas papiliferos. Fonte: Autor, (2012)

Quanto a variavel tipo histopatoldgico, os pacientes classificados com intensidade CK
19 fraca (+), 17% foram diagnosticados com bo6cio multinodular, 8% com bocio
adenomatoso, 33% com baocio coloide, 33% com carcinoma papilifero e 8% com Hiperplasia
Nodular. Dos pacientes com intensidade CK 19 moderada (++), 20% foram diagnosticados
com bocio multinodular, 20% com bdcio coloide e 60% com carcinoma papilifero. O paciente
com intensidade de CK19 forte (+++) apresentou carcinoma papilifero. N&o se verificou
nenhuma associacdo significativa entre as variaveis da tabela 2 (p-valor > 0,05), o que
significa que quando a variavel CK19 é classificada quanto sua intensidade ndo ¢ influenciada

por nenhuma outra.
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Tabela 3: Cruzamento da variavel tipo histopatoldgico com a variavel
faixa etaria e sexo dos pacientes.

Tipo Histopatpldgico

S Bécio Hiperpla
Varl_agils Adenoma Bécio Adenomato Bécio Carcinoma sia Total [I)- .
(n=34) Folicular Multinodular so Coloide Papilifero Nodular valor

fi % fi % fi % fi % fi % f %

Faixa

etaria

25a44 0 0 2 22 1 25 4 57 4 50 3 60 14

45 a 64 0 0 6 67 1 25 2 29 4 50 2 40 15 0,2693

65a 76 1 100 1 11 2 50 1 14 0 0 0 0 5

Total 1 9 4 7 8 5 34

Média =

DP 47 +13

Sexo

Masculino 0 0 2 22 1 25 2 29 1 13 0 0 6 0,8320

Feminino 1 100 7 78 3 75 5 7 7 88 5 100 28
1 9 4 7 8 5 34

fi = frequéncia absoluta simples; DP = desvio — padréo; * Teste exato de Fisher; Fonte: Autor (2012)

Podemos verificar na Tabela 3 que o paciente que apresentou adenoma folicular esta
na faixa etaria de 65 a 76 anos e é do sexo feminino. Dos nove que apresentaram Bodcio
multinodular, 22% estdo na faixa etaria de 25 a 44 anos, 67% na faixa de 45 a 64 anos e 11%
na faixa de 65 a 76 anos, sendo que 22% sdo do sexo masculino e 78% do sexo feminino. Os
quatro pacientes que apresentaram bdcio adenomatoso, um esté na faixa etéaria de 25 a 44 anos
e outro na faixa etéria 45 a 64 anos, dois estdo na faixa etaria de 65 a 76 anos. Dos quatro
pacientes, um é do sexo masculino e trés do sexo feminino. Sete pacientes apresentaram bocio
coloide, sendo que 57% estéo na faixa etaria de 25 a 44 anos, 29% na faixa etaria de 45 a 64
anos e 14% na faixa etéria de 65 a 76 anos, desses sete, 71% sdo do sexo feminino. Os
pacientes que apresentaram carcinoma papilifero, 88% sdo sexo feminino e 13% do sexo
masculino. Metade deles esta na faixa de 25 a 44 anos e a outra metade na faixa de 45 a 64
anos. Todos os cinco que apresentaram hiperplasia nodular bocio sdo do sexo feminino,
desses cinco 60% esta faixa etaria de 25 a 44 anos e 40% esta na faixa de 45 a 64 anos. N&o se
verificou nenhuma associagéo significativa entre as variaveis da Tabela 3, visto que o p-valor

> 0,05, o que significa que a faixa etaria e 0 sexo ndo influenciaram o tipo histopatologico.
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4. DISCUSSAO

Quanto aos quesitos género, idade e tipo histopatoldgico os resultados apresentados
mostram uma distribuicdo compativel com a literatura, que mostra uma prevaléncia de
individuos do sexo feminino (82%) em relacdo ao masculino, uma idade média de 47 anos,
com um numero maior de pacientes na faixa de 45 a 64 anos (44%) seguidos da faixa etaria
de 25 a 44 anos (41%). Mostra também uma prevaléncia de doenca benigna, sendo que 0s
tipos histopatoldgicos benignos mais frequentes foram bdcio multinodular (nove), bécio
coloide (sete), hiperplasia nodular (cinco), bocio adenomatoso (quatro) e adenoma folicular
(um). Quando se realizou a andlise estatistica, ndo se evidenciou relacdo entre a idade e 0 sexo
e a presenca dos marcadores, tampouco a faixa etaria e o sexo influenciaram o tipo
histopatolégico.

Nesta casuistica, os pacientes classificados com CK 19 positivo focal, 25% foram
diagnosticados com bdcio multinodular, 13% com bécio adenomatoso, 38% com bhécio
coloide, 13% com carcinoma papilifero e 13% com hiperplasia nodular.

Ja os classificados com CK19 positivo ou fortemente positivo (+ a +++), 10% foram
diagnosticados com bocio multinodular, 20% com bécio coldide e 70% com carcinoma
papilifero. Verificou-se uma associacao significativa entre a variavel tipo histopatoldgico e a
presenca de CK 19, visto que o p-valor < 0,05, o que significa que o diagndstico do tipo
histopatoldgico é influenciado quanto a presenca da variavel CK 19.

Quanto aos Carcinomas Papiliferos da Tiredide (CPT) especificamente, dos oito casos
estudados, sete apresentavam positividade moderada a forte (+ a +++) e um positividade
focal. Dentre 0s que apresentaram positividade encontramos trés casos que foram
classificados como Microcarcinomas Papiliferos (MCP), ou seja, tumores menores que um
centimetro de didmetro, que habitualmente sdo encontrados associados a bocios

multinodulares ou coloides, e que também s8o conhecidos na literatura como
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“incidentalomas” (achados acidentais). Estes nodulos dnicos raramente evoluem com
metastases e, pelo tamanho, dificilmente sdo diagnosticados no pré-operatério. Devido ao
bom progndstico, ndo esta indicado complementacdo do tratamento com lodo 131 (ablacéo
com iodo radioativo) para estes pacientes, que geralmente ficam curados com a cirurgia
(DOUGALL e CAMARGO, 2007). Em nosso trabalho os nédulos tinham entre 0,3 e 0,4 cm
de didmetro e estavam associados, um a bocio coloide, e os outros a bocio multinodular.
Todos os microcarcinomas papiliferos (MCP) apresentaram coloracdo positiva para CK 19
moderada a intensa (+ a +++), 0 que estd compativel com dados publicados por ERKILIC,
AYDIN E EMRAH (2002), que citaram a utilidade do marcador CK 19 na diferenciacdo de
MCP e carcinomas papiliferos da tireoide (CPT) em meio a bdcios multinodulares,

informando que os MCP e CPT apresentam coloracdo mais intensa.

A positividade dos CPT quanto a CK 19 est4 de acordo com dados da literatura
(SAHOO, et al., 2001; ROSA, KANAMURA, CARVALHO, 2005). Porém foram observados
positividade difusa também em um bécio multinodular e um bdcio coloide, o que nos leva a
aferir que a CK 19 ndo ocorre somente em carcinomas, mas estd correlacionada
estatisticamente a eles (p-valor=0,004642) embora ndo lhes sejam exclusivos. A positividade
focal ou ausente, em nosso estudo foi mais presente em tumores benignos, o que também esta
de acordo com o levantamento bibliografico, onde diversos autores relatam a presenca de
CK19 no tecido tireoideano normal ou benigno de forma fraca e dispersa ou ausente
(BALOCH, 1999; KRAGSTERMAN, et al., 1999; ERKILIC, 2001; BEESLEY e
MCLAREN, 2002; SAHOO, et al., 2005). Estes e outros autores procuraram associar a
presenca de CK 19 a malignidade, porém esta afirmativa permanece controversa, pois apesar
de ter uma sensibilidade que chega a 94,4% (WISEMAN, et al., 2008), a especificidade deste
marcador ainda resta baixa, em torno de 50% a 80%, o que nos leva a concluir que pode ser

util como marcador diagnéstico, porém com especificidade baixa.
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N&o existe, na literatura, um marcador molecular que tenha se mostrado eficiente
isoladamente para diferenciar lesdes benignas e malignas da tireoide, embora varios
promissores tenham sido estudados, como por exemplo, telomerase, HMGI (Y), HBME-1,
FN-1, CITED-1, TPO, GAL-3, RASSF1, RAS, PTEN e CAV1l (FINLEY, et al., 2004;
CERUTTI, 2007). Sendo a carcinogénese um processo complexo e associado a multiplas
alteracdes genéticas, a identificagdo de um Unico marcador capaz de classificar todas as lesdes
com alta sensibilidade e especificidade € um grande desafio. Assim, sugere-se que a
associacdo entre os marcadores possa aumentar a sensibilidade e a especificidade do método

(CERUTTI, 2007).

Um dos modos mais usados atualmente em busca de novos “genes candidatos” sdo dos
estudos chamados microarrays , onde se buscam entre tecidos genes candidatos presentes em
amostras com cDNA a partir de RNAmM (ESZLINGER, et al., 2007). Estes genes codificariam
proteinas que poderiam ser investigadas por outros métodos como imuno-histoquimica (IHQ)
e reacdo de transcriptase reversa em tempo real (PCR-RT)).

WISEMAN, et al. (2008), em um estudo com corte de 100 tumores benignos e 99
tumores malignos da tireoide (Carcinomas Foliculares da Tiredide (CFT), CPT e carcinomas
de células de hurtle) usando tissue microarrays encontraram CK 19 como o segundo
marcador mais importante, atras apenas de Galectina-3 (GAL-3). Outros marcadores dignos
de nota foram Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF), Androgen Receptor, pl6,
Aurora-A, e HBME. Estes autores encontraram boa sensibilidade, mas especificidade limitada
(54%) da CK 19 quando usada isoladamente.

Com o objetivo de identificar genes cuja diferenca de expressdo era constante em
diferentes estudos tipo ‘“microarray”, GRIFFITH, et al. (2006) reavaliaram as listas
resultantes de 21 estudos publicados. Usando critérios de selecdo bem definidos, eles

identificaram 107 genes diferencialmente expressos e citados mais de uma vez, 18 genes
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reportados pelo menos duas vezes e doze citados pelo menos quatro vezes. Os autores
descrevem uma lista de 12 genes, 10 dos quais foram validados por metodologias que
investigam MRNA e/ou proteina (PCR-RT e/ou IHQ e Elisa), e dentre estes estd a CK 19,
que segundo os autores podera auxiliar no desenvolvimento de um painel de marcadores que

tera suficiente sensibilidade e especificidade para diagnostico dos tumores da tiroide.

Aqui no Brasil, DE MATQOS, et al (2005) encontraram positividade para CK 19 em
72,6 % de CPT analisados (total de 84 casos) e 21% de carcinomas foliculares (38 casos).
Eles sugerem adicdo de outros marcadores (HBME-1 e RET) para aumentar a sensibilidade

deste método, sua sensibilidade e especificidade.

Através de nossa casuistica e a revisdo da literatura, verificamos que a forte e difusa
positividade da CK 19 isoladamente ndo pode ser considerada diagnéstica de CPT, porém,
quando presente em lesdes tireoideanas , devem ser consideradas suspeitas, sendo necessario
um estudo minucioso para o encontro de alteragdes nucleares por um patologista capacitado
para concluir o diagnostico. Assim, um exame objetivo como o estudo IHQ com o uso da CK
19 ainda ndo pode suplantar o olhar criterioso de um patologista, mas pode auxilid-lo para

classificar adequadamente o tipo histopatoldgico do tumor examinado.

Quanto a presenca da hiperexpressdo do oncogene HER-2, ndo encontramos nenhum
caso positivo nesta amostra. Podemos sugerir varias hipoteses para tal fato, como variacbes
decorrentes dos clones dos anticorpos utilizados e das tecnicas realizadas, mas, fazendo uma
breve revisao da literatura encontramos algumas pistas que justificam esta auséncia.

Em uma seérie realizada na Espanha, os autores examinaram 67 tumores tireoidianos
(10 adenomas foliculares, 11 carcinomas foliculares, trés carcinomas anaplasicos, 25
carcinomas papilares e 18 carcinomas medulares) e 16 metastases por imuno-histoquimica

usando um metodo de recuperacdo antigénica para parafina e um anticorpo policlonal
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especifico contra a parte intracitoplasmatica da proteina HER-2 (UTRILLA, et al., 1999). N&o
encontraram expressao da oncoproteina HER-2 em adenomas foliculares, carcinomas
foliculares e carcinomas anaplasicos, mas sim em 52% dos carcinomas papiliferos (membrana
e padrdo citoplasmatico difuso) e em todos os carcinomas medulares (padrdo citoplasmatico
granular). Eles sugeriram novos estudos para confirmar estes dados, porém nao foi encontrada
casuistica com resultados semelhantes, como poderemos ver a seguir.

Em outra série realizada na Coréia (KIM, et al., 2001), os autores coletaram 62
amostras com canceres diferenciados e indiferenciados e 24 amostras de tumores benignos da
tiredide. Todos os tumores foram estudados por imuno-histoquimica utilizando anticorpos
monoclonais contra PTEN, HER-2 e p53. Neste caso, a superexpressdo de HER-2 foi
observada em canceres de tiredide (83,8%) com mais frequéncia do que em tumores benignos
(16,7%).

Numa série de 55 tecidos normais e neoplasicos da tiredide (36 neoplasias) de 46
mulheres e 9 homens nos Estados Unidos, MONDY, et al. (2003) n&o encontraram
significante expressao imuno-histoquimica de HER-2, sugerindo que o marcador ndo seria Util
em estudos com tecidos tireoidianos.

Numa série maior composta s6 de canceres, de 103 casos de carcinomas diferenciados
da tireoide (KREMSER, et al., 2003) estudados na Austria, com acompanhamento minimo de
oito anos e submetidos ao mesmo tratamento, HER-2/neu foi detectada por imuno-
histoquimica em seccbes de tecidos tireoidianos fixados em formalina, embebidos em
parafina, utilizando anticorpo monoclonal para oncoproteina Her-2/neu Ab-17. Na anélise
estatistica, utilizando o teste de Mann-Whitney, U-teste e qui quadrado, a superexpressdo de
Her2/neu foi significativamente correlacionada com pior prognostico. Os casos sem
metastases a distancia mostraram significativamente menos coloracdo citoplasmatica do que

aqueles cujos pacientes desenvolveram metastases neste acompanhamento. Os autores
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sugerem o possivel beneficio do uso de Herceptin® (trastuzumab) associado ao iodo
radioativo para estes casos mais agressivos de carcinoma tireoidiano.

HER-2 e a expressdo do gene P65 foram investigadas pelo método da reacdo de
transcriptase reversa em cadeia da polimerase (RT-PCR) em 30 carcinomas foliculares da
tirdide e 20 adenomas foliculares (CZYZ, et al., 2003). Quanto a presenca de HER-2, sua
expressao foi encontrada em 18 (90%) dos adenomas foliculares, mas ndo em canceres. Os
autores concluiram que a expressdo de genes de HER-2 e P65 estdo associadas com adenoma
folicular, mas ndo com o carcinoma folicular da glandula tiredide. Em nossa casuistica, so
tivemos um caso de adenoma folicular, o que sugere que deveriamos investigar mais este tipo
histoldgico para validar esta hipotese.

Para esclarecer a importancia da KIT (tirosina quinase), EGFR e HER-2 no carcinoma
da tiréide indiferenciado, a expressdo destes receptores e de fosforilacdo de tirosina foi
analisada por imuno-histoquimica em casos de carcinoma indiferenciados e carcinoma
papiliferos da tirdide ressecados (MURAKAWA, et al., 2005). Eles encontraram expressao de
HER-2 fraca (10%), mas significativa, nos carcinomas indiferenciados, e sugerem um
possivel papel no desenvolvimento dos carcinomas indiferenciados, tumores raros (menos de
1% dos canceres de tiredide) e muito agressivos, com alta mortalidade, o que ndao encontrado
nesta casuistica.

Também estd descrito a presenca de HER-2/neu em Carcinomas Medulares da
Tiredide (CMT), tumores também muito agressivos e raros (menos de 2% dos canceres da
tiredide), acompanhados de hiperplasia de células C (ENSINGER, et al., 2003). Os autores
estudaram 21 casos e 29 controles, e a expressdo de HER-2 nos casos de cénceres foi
relacionada estatisticamente a presenca de metastases linfonodais e estadiamento do tumor.

Né&o foram encontrados este tipo de cancer nesta casuistica.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Czyz%20W%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12722795
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Ensinger%20C%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12894498
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O carcinoma papilifero foi o mais encontrado em nossa casuistica, com 8 casos, mas
ndo encontrou-se positividade para HER-2 em nenhum deles. No levantamento bibliografico
verificamos que os resultados sdo muito variaveis e conflitantes, embora sigam métodos
semelhantes (IHQ, PCR-RT), utilizaram diferentes anticorpos monoclonais e numeros
variados de tecidos e pacientes. Como a oncoproteina HER-2 esté associada a fenotipos mais
agressivos, que nao sdo tdo comuns nos canceres da tiredide, seriam necessarios maior
numero de amostras coletadas durante periodo de tempo maior (10 a 20 anos) para resultados
mais fidedignos, priorizando principalmente 0s casos mais raros e agressivos.

Quanto a Citoqueratina 19 (CK19), mostrou-se Util no estudo dos Carcinomas
Papiliferos da Tiredide (CPT), que sdo os mais frequentes mundialmente, chegando a 85%
dos tumores malignos e 10% dos casos operados em nosso servico, o que favorece sua

presenca em estudos de curta duracdo, como o realizado.

Para investigar mais a regulacdo do crescimento dos tiredcitos, devemos criar modelos
reproduziveis onde fatores ambientais, agentes internos estimulantes do crescimento,
herdados ou mutacdes genéticas acumuladas possam ser estudados separadamente e em
combinacdo. Atualmente os pesquisadores procuram marcadores bioldgicos e genéticos para
tentar elucidar esta questdo. As maiores ou menores expressoes destes marcadores vao nos dar
as caracteristicas bioldgicas das doencas tireoidianas mais comumente operadas em nossa
regido e daremos um novo passo no estudo desta doenca, do tecido em direcdo a molécula e a

genética.
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CONCLUSOES

Na casuistica estudada ndao foram encontrados casos positivos ou mesmo tracos do
marcador HER-2, 0 que sugere que a incidéncia da presenca deste marcador nos tipos
histologicos provavelmente seja baixa, 0 que limita seu uso como fator diagnostico ou

prognostico.

Quanto a Citoqueratina 19 (CK 19), foi encontrado em varios tipos histolégicos, sendo
expressa com maior intensidade na maioria dos Carcinomas Papiliferos da Tireoide estudados
nesta casuistica, realizada na Fundacdo Hospital Adriano Jorge, com correlacdo estatistica.
Estes dados concordam com a literatura estudada. Concluimos que a CK 19 pode ter utilidade
como adjuvante ao exame histopatoldgico indicando, quando presente a possibilidade de se

tratar de um Carcinoma Papilifero da Tireoide.
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Anexo A - TERMO DE CIENCIA E CONSENTIMENTO LIVRE ESCLARECIDO

Titulo do Estudo: A EXPRESSAO IMUNOHISTOQUIMICA DO MARCADOR TUMORAL
CITOQUERATINA 19 E DA PROTEINA C-ERBB2 NOS BOCIOS OPERADOS EM MANAUS - AM

Justificativa e o problema de salde a ser estudado: A tiredide estd localizada na regido
anterior do pescoco. Esta glandula produz o horménio tireoideano, o qual controla a taxa
metabdlica (velocidade das fungdes quimicas do organismo). Alguns problemas que afetam a
tiredide tambeém podem fazer com que ela aumente de volume, uma condi¢cdo denominada
bocio. O tratamento Cirurgico se imp8e quando se esgotaram todas as tentativas de
tratamento clinico e o crescimento da tiredide podem levar a riscos de vida ao paciente.
Depois da retirada parcial ou total de sua tiredide esta peca cirdrgica (também conhecida
como bidpsia) serd examinada por patologistas experientes que dird qual foi o diagnostico
final, se uma doenca benigna ou maligna acometeu a sua tireoide.

Solicitamos que, DEPOIS de fechado o diagndstico hitopatoldgico (a chamada BIOPSIA), e
que esclarecera que tipo de doenca acometeu a sua tiredide e que justificou a cirurgia, ou seja,
se foi doenca BENIGNA ou MALIGNA, possamos usar blocos em parafina de Bdcios
BENIGNOS para um exame imunohistoquimico, que seria um tipo de bidpsia MAIS
APROFUNDADA. Informamos que este trabalho n&o vai alterar de nenhuma forma a
conducdo do seu tratamento nem o tipo de medicacéo que vocé tomara.

Obijetivos do Estudo: O objetivo desse trabalho é permitir uma exata identificacdo das
expressdes maiores ou menores dos marcadores de diferenciagdo tumoral
CITOQUERATINA 19 E C-ERBB2 em bdcios operados na cidade de Manaus- AM

Beneficios do Estudo: Pretende-se ao final da execucdo do projeto, ter material de analise
gue permita aos pesquisadores a presenca ou ndo de marcador de malignidade (Citoqueratina
19) ou gem DE MENBRANA (C-ERBB2) em bdcios operados no Amazonas.

Riscos associados ao estudo: Por se tratar de estudo de levantamento de dados ja coletados
do paciente, o presente estudo ndo apresenta riscos ao paciente.

Confidencialidade: Serdo mantidos sob sigilo absoluto a identidade dos sujeitos da pesquisa
e os dados obtidos através desse estudo. Informo também que todas as informacBes dos
participantes serdo utilizadas apenas para fins do presente estudo.

Acompanhamento assistencial: Os pacientes participantes deste estudo terdo, sempre que
necessario, esclarecimentos de duvidas, podendo entrar em contato com Dr. Lesemky
Cattebeke, Telefone (92) 3234 9464 ou por email: cattebeke@uol.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 execucdo do mesmo.

Formas de ressarcimento e indenizacéo: O pesquisador, a Fundacdo Hospital Adriano Jorge
ficara responsavel pela assisténcia integral, inclusive indenizatoria aos participantes, quando
esses sofrerem danos a sua saude em decorréncia do presente estudo, o que, devido a natureza
do trabalho, ndo acontecera.


mailto:cattebeke@uol.com.br

CONSENTIMENTO POS-INFORMACAO

Apos ter recebido informacdes claras, eu concordo com minha participacdo no estudo:

Assinatura do participante
RG:

Assinatura do pesquisador ou colaborador

Manaus (AM), /
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Anexo B - QUESTIONARIO PADRAO

UNIVERSIDADE FEDERAL DO AMAZONAS

IDENTIFICACAO
1 0] 1 1 =TT
[0 =T [T Telefone:

Inicio dos Sintomas: [J-delano [Jla3anos [l14a8anos []+de9anos
Primeiro diagnostico: [J-delano [Jla3anos [J4a8anos

HISTORIA SOCIAL.:

1) Origem:

(] Zonaurbana [J Capital [ Interior

[l Zona rural

2) Base alimentar por semana:

Carne vermelha: [10—-2X []13-5X []todos os dias

Peixe: [J0—-2X [13-5X []todos os dias

Farinha de mandioca/ mandioca: [10—-2X []3-5X []todos os dias
Legumes: [J0-2X [J3-5X [Jtodos os dias.

HISTORIA FAMILIAR:

[] Casos de bécio na familia.

Antecedentes familiares de bécio: [11° grau [12°% grau [ 3°. grau
Carcinoma de tire6ide na familia: [0 1°. grau [12° grau [ 3°. grau
[] Sem antecedentes conhecidos.

EXAMES SOLICITADOS (especificos): data

TSH: oo [Jelevado [Inormal [ baixo
T3 e [Jelevado [lnormal [l baixo
T4 e [lelevado [lnormal [l baixo
[ [Jelevado [ normal [ baixo

CINTILOGRAFIA: [1sim  []Nao
[] Nodulo hipocaptante  [] Nodulo hipercaptante

L@ 1101 PSPPSRI
Captagao: .....ccoeeveruvennnne Peso estimado: .................
ULTRASSONOGRAFIA:

[J B6cio uninodular L] Lobo esquerdo  [J Lobo direito LI Istmo

[] Bocio multinodular ~ [] Lobo esquerdo  [] Lobo direito  [] Istmo
Diametro total: [J0a2cm [J2a4cm [J+dedcm
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Classificacao: UTipol OTipo Il [ Tipo Nl [ Tipo IV
Diametro estimado: ..........ccccceeneen.

RESUMO DO LAUDO:

PUNCAO ASPIRATIVA POR AGULHA FINA:
] Positivo [ Negativo [ Material insuficiente

EXAME HISTOPATOLOGICO:

[ Benigno [ Maligno [ Inconclusivo

Benigno:

[ bacio coloide [ adenoma papilifero [ adenoma folicular

O 11 1 OSSR

Exame imunohistoquimico:

Expressdo de WWOX

Porcentagem

[0 ausente

[J1+ fracamente positiva ou em menos de 10% do material examindado

[12+ moderadamente positiva ou de 11 a 50% do material examinado

13+ fortemente positiva — mais de 51% de positividade do material examinado

Intensidade

[0 ausente

[J1+ fracamente positiva
[12+ moderadamente positiva
[13+ fortemente positiva

Expressao de Citoqueratina 19 (CK 19)

[J0 ausente

[]1+ fracamente positiva ou em menos de 10% do material examindado

[]2+ moderadamente positiva ou de 11 a 50% do material examinado

[13+ fortemente positiva — mais de 51% de positividade do material examinado

Assinatura do pesquisador

Data: / /




ANEXO C. Aprovagcao pelo Comité de Etica em Pesquisa

dagéo Hosp

PARECER DO PROCESSO N°. 031/11

SEGUNDA (2%) VIA

Titulo do Projeto: A expressao imunoistoquimica do marcador tumoral citoqueratina 19 e da protel
erbB2 em bdcio operados em Manaus —AM.

Pesquisador Responsavel: Lesemky Carlile Herculano Cattebeke.

Data da Versao: 27.10.2011

CAAE (SISNEP): 0037.0.193.000-11

Data da Reunido: 0112.2011

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

Objetivo Geral do Projeto: Verificar a expresséo da citoqueratina 19 e do receptor C-erbB2 nos bocios
de individuos operados em Manaus.

Nacional de Saude.

Comentarios do CEP/FHAJ
¥ Todos os documentos apresentam-se em conformidade com a Resolugdo N.° 196/96 do Conselho

Observagoes:

v Disponibilizar, a este CEP, relatério final da pesquisa, tdo logo a mesma seja finalizada.

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

Parecer do CEP/FHAJ:
Projeto Aprovado.

Data da Emissao do Parecer:

08 de dezembro de 2011.

Data da Emissao da 2* Via:
29 de Novembro de 2012.

CEP/FHAJ:

Elton Araug da Si

Coordenador do CEP/FHAJ
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