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RESUMO

A pungdo aspirativa com agulha fina guiada por ultrassom (PAAF-US) ¢ o principal método
propedéutico através do exame citologico de nodulos tireoidianos. Contudo, 10 a 30% dos
casos apresentam como resultados amostras inadequadas ou indeterminadas, requerendo nova
PAAF-US ou biopsia com agulha grossa dirigida por US (BAG-US). No presente trabalho
avaliamos a performance do marcador CaT12, previamente identificado como marcador de
tumores tireoidianos malignos, para auxiliar na detec¢do de carcinomas em fragmentos de
nddulos tireoidianos através da Citometria de Fluxo. O resultado obtido foi comparado com o
anatomo-patologico, e testes diagndsticos foram feitos para avaliar a capacidade do marcador
em identificar os tecidos contendo malignidade. Analises prévias de citometria de fluxo do
marcador com linhagens tumorais foram otimizadas e indicaram que a marcacdo externa sem
permeabilizacdo celular era adequada para a deteccdo do tumor. Posteriormente, avaliou-se o
processamento das biopsias, que foram submetidas a digestdo com colagenase para posterior
marcagdo e deteccdo. Foram coletadas 29 amostras de portadores de nodulos tireoidianos
submetidos a PAAF-US com estratificacdo Bethesda. Apods deteccdo de células tumorais,
estabeleceu-se os cut-offs utilizados para os valores de positividade do CaTl2, e os
parametros diagnosticos foram sensibilidade de 86,67% e especificidade de 78,57%, com
acuracia 82,76%, acima da apresentada nos exames anatomo-patologicos poOs-cirirgicos
75,8% e das PAAFs com 53,5%. Nossos resultados sugerem que a nova tecnologia podera ser
usada na analise de material aspirado tanto por PAAF-US quanto por BAG-US, sem depender
dos parametros citologicos ou histologicos e podem significar uma mudanca de paradigmas

para o diagndstico do cancer de tireoide.

Palavras-Chave: Cancer de Tireoide. Biomarcador CaT12. Tumor Papilar, Citometria de

Fluxo.



ABSTRACT

Ultrasound-guided Fine Needle Aspiration (USG-FNA) followed by cytological examination
is a common procedure performed for diagnosis of thyroid nodules. However, 10 to 30% of
the cases present indeterminate results, requiring the use of US-guided core needle biopsies.
In the present work we evaluated the performance of the CaT12 biomarker, previously
identified as a marker of malignant thyroid tumors, to aid in the detection of carcinomas in
fragments of thyroid nodules through Flow Cytometry. Results were compared with
histopathological analyses, and diagnostic tests were performed to evaluate the marker's
ability to distinguish malignant tissues. Previous flow cytometric analyzes of the marker with
tumor cell lines were optimized and indicated that cell labeling without permeabilization was
adequate for tumor detection. Subsequently, the biopsies were processed and submitted to
digestion with collagenase prior to labeling and detection. Twenty-nine samples from patients
with thyroid nodules submitted to USG-FNB were collected. After detection of tumor cells,
cut-off value was calculated and positivity was established. Diagnostic parameters present
sensitivity of 86.67%, specificity of 78.57%, and accuracy of 82.76%, much higher than the
accuracy presented by the histopathology (75.8%), and USG-FNB (53.5%) analysis. Our
results suggest that the novel technology can be used in the analyses of biopsies without
depending on cytological or histological parameters, and may lead us to a paradigm shift for

the diagnosis of thyroid cancer.

Keywords: Thyroid Cancer. Biomarker. Papillary Tumor. Flow Citometry.
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1. INTRODUCAO

Nas ultimas trés décadas houve um aumento na incidéncia do cancer tireoidiano
(GHARIB et. al., 2016; HAUGEN et. al., 2016; KIM et. al., 2016; UDELSMAN; ZHANG,
2014), a maioria dos casos diagnosticados ¢ de tumores menores que 1 cm (GHARIB et. al.,
2016; HAUGEN et. al., 2016; KIM et. al., 2016; ROSARIO et. al., 2013; UDELSMAN;
ZHANG, 2014;). Mais de 64000 novos casos de cancer da tireoide foram diagnosticados nos
Estados Unidos (EUA) em 2016, com 1870 mortes associadas a essa neoplasia (SHI et. al.,
2017; SIEGEL; MILLER; JEMAL, 2017). Acredita-se que a elevacdo nas taxas de incidéncia
deve-se ao uso rotineiro dos métodos de imagem na avaliagdo do pescoco (GHARIB et. al.,
2016; HAUGEN et. al., 2016; KIM et. al., 2016; UDELSMAN; ZHANG, 2014).

A manifestacdo mais comum da doenga ¢é a presenca de um nddulo assintomatico de
achado casual. A taxa de detec¢do de nodulos tireoidianos na palpagdo é de 5% nas mulheres
e 1% nos homens que vivem em regides com oferta adequada de iodo (HAUGEN et. al,,
2016; KIM et. al., 2016). No entanto, o exame de ultrassom de alta resolu¢do pode detectar
nodulo(s) entre 19 a 68% em uma populagdo aleatoria, com alta frequéncia em mulheres
idosas (HAUGEN et. al., 2016; KIM et. al.,, 2016). O desafio clinico nesse contexto ¢
diagnosticar o cancer tireoidiano, o qual ocorre em 7-15% dos portadores de nodulos,
dependendo da faixa etaria, exposi¢@o a radiagdes ionizantes e historia familiar de cancer. Os
carcinomas diferenciados da tiroide (CDT) representam 90% de todos os tumores da tireoide
(GHARIB et. al., 2016; UDELSMAN; ZHANG, 2014).

De acordo com Xiaoyun (2016) o principal método diagnostico ¢ a pungdo aspirativa
com agulha fina guiada por ultrassom (PAAF-US) com o exame citologico do aspirado. Em
2007 foi criado o Sistema Bethesda para Resultado Citopatologico de Tireoide (SBRCT) com
estratificagdo em seis categorias (Bethesda I-VI) e seus respectivos riscos de malignidade bem
como as indicacdes de tratamento e acompanhamento (CRIPPA et al., 2010; LIU et al., 2016).
A padronizagdo pelo SBRCT tornou-se eficaz para tomada de decisdes tanto para o médico,
quanto para o paciente. No entanto, 10-30% das PAAFs-US apresentam resultado
indeterminado. Porém, quando os achados citopatologicos da PAAF sdo correlacionados com
sinais de malignidade vistos na ultrassonografia o diagndstico torna-se mais preciso
(GHARIB et. al.,, 2016; HAUGEN et. al.,, 2016; ROSARIO et.al., 2013). Dada a
heterogeneidade das categorias B III e IV (ALEXANDER et. al., 2012; IBRAHIM; WU,

15



2016; KIM et. al., 2016; LIU et al., 2016; HO et al., 2014) e das analises ultrassonograficas,
varios consensos de especialistas oferecem intimeras possibilidades de condutas nestas
situagdes (GHARIB et. al., 2016; HAUGEN et. al., 2016; ROSARIO et.al., 2013) tais como:
1- observar, 2- repetir a PAAF-US (rPAAF-US), 3-uso de biomarcadores (ALEXANDER et.
al.,, 2012; AZOURY et. al., 2015; HAHN et. al.,, 2017; MA et. al., 2014; MEDICI et. al,,
2015; NA et. al., 2017; PAULSON et. al., 2017; VALDERRABANO e¢t. al., 2017; XING,
2016), 4- biopsia com agulha grossa (BAG) e 5- indicacdo cirirgica para diagnostico
histologico definitivo (HAUGEN et. al., 2016).

Atualmente, a Bidpsia com Agulha Grossa dirigida por US (BAG-US) tem se
mostrado um procedimento seguro que disponibiliza importantes informagdes histologicas e
de maior acuracia em relagdo a rPAAF-US, podendo reduzir os procedimentos ciriirgicos.
Entretanto, este método diagndstico apresenta limitagdes nas lesdes com diferenciagdo
folicular (AHN et. al., 2014; IBRAHIM; WU, 2016; JUNG et. al., 2013; KIM et. al., 2016;
LEE et. al., 2015).

Com o intuito de aprimorar o diagndstico do cancer tireoidiano, de proporcionar um
acompanhamento seguro para os portadores de nddulos e evitar cirurgias desnecessarias
outros métodos tém sido empregados como os testes biomoleculares. Contudo, esses
marcadores tumorais utilizados em analises citologicas ou histoldgicas apresentam resultados
limitados se usados isoladamente. Por isso, painéis com a utilizagdo de diferentes
biomarcadores mostraram-se mais eficazes (ALEXANDER et. al., 2012; AZOURY et. al,,
2015; HAHN et. al., 2017; IBRAHIM; WU, 2016; KIM et al., 2017; LEE et. al., 2014;
LITHWICK-YANAI et al., 2016; MA et. al., 2014; MEDICI et. al., 2015; NA et. al., 2017;
PAULSON et. al., 2017, VALDERRABANO et. al., 2017; XING, 2016). No entanto,
apresentam como limitagdes a técnica de processamento das amostras bioldgicas, a
variabilidade inter-observador na analise dos achados e seu alto custo financeiro (KIM et al
2017).

A citometria de fluxo ¢ um método alternativo que reduz as limitagdes anteriormente
descritas. Esse recurso ja esta estabelecido para o diagndstico e acompanhamento de doengas
mieloproliferativas (ADAMCZEWSKI et al., 2015; ANGELL et al., 2016; BOROWITZ et
al.,1993; STACCHINI et al., 2015).

Diante desse contexto, essa investigagdo vem propor o uso da citometria de fluxo na
deteccdo de tumores tireoidianos como uma importante op¢ao, tanto na propedéutica quanto

no acompanhamento dos portadores de nodulos benignos e de cancer tireoidiano. Neste
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estudo, testamos o marcador molecular CaT12, previamente identificado como marcador de

tumores malignos da tircoide (REIS et al., 2013).

2. FUNDAMENTACAO TEORICA

A taxa de incidéncia de cancer tireoidiano nos Estados Unidos triplicou nas ultimas
trés décadas (IGLESIAS et al., 2017; SHI et al., 2017). Este aumento deve-se a fatores
ambientais, (IGLESIAS et al., 2017) e maior taxa de sobrevida (GHARIB et. al., 2016;
HAUGEN et al., 2016; ROSARIO et.al., 2013), porém, a maioria dos estudos atribui esse
aumento ao uso rotineiro dos meios de diagndstico por imagem na avaliagdo do pescoco,
os quais identificam ndédulos menores de um centimetro, em especial o microcarcinoma
papilifero (VEIGA et al., 2013). No entanto, ndo houve aumento nas taxas de mortalidade
atribuida as neoplasias da tircoide (HAUGEN et al., 2016, SHI et al., 2017). Udelsman et
al., (2014) relataram algumas implicagdes associadas com o diagnostico de cancer oculto,
também denominado microcarcinoma (MC) ou incidentaloma. A sua identificagdo resulta
em intervengdo cirurgica e tratamento complementar com iodo radioativo, ambos de
beneficio questionavel para o paciente e onerosos para o sistema de saude. Haugen et al.
(2016) relatam que, apesar da maioria dos microcarcinomas ter comportamento clinico
pouco agressivo, ao longo da vida do paciente ¢ importante ressaltar que a prevaléncia de
MCs com alto risco de invasdo, metastases e desfecho letal é de aproximadamente 10%
(LI et al., 2016). Como tentativa de identificar essa variante incomum, atualmente, sdo
utilizadas as seguintes caracteristicas clinicopatologicas: extensdo extra tireoidiana,
invasdo angio-linfatica, metéastases para linfonodos regionais e a distancia e o
estadiamento TNM. Porém, essa estratificagdo de risco € limitada e necessita de outras
estratégias para o diagnostico e acompanhamento seguro dos portadores desta neoplasia.

O avango no entendimento dos mecanismos moleculares relacionados ao
desenvolvimento e propagacdo dos canceres, observados nos ultimos anos propiciou o
surgimento de novos testes diagndsticos, de maior acuracia, capazes de estratificar os
riscos dos MCs. Os mais promissores sdo 0 BRAFV®E

Telomerase Transcriptase Reversa (TERT) (LIU; XING, 2016).

e os promotores de mutagdes da

Outro dilema clinico ¢ o achado casual de nodulos tireoidianos a palpagdo do
pescogo ou por exames de imagens, habitualmente realizados durante a investigacdo de

outras queixas ndo relacionadas com a tireoide. Nessas situa¢des recomenda-se uma
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anamnese cuidadosa, testes de fungdo tircoidiana e exame ultrassonografico para
identificar possiveis fatores de riscos para o cancer tireoidiano (GHARIB et al., 2016;
HAUGEN et al., 2016; ROSARIO et. al., 2013).

Os portadores de nodulos tireoidianos de achado casual, frequentemente, sdo
eutireoideos e quando apresentam alguma queixa, geralmente, ndo se relaciona com o
nddulo. Exceto, nos casos de crescimento rapido acompanhado de sintomas compressivos,
dispnéia e disfagia, associada ou ndo com paralisia de pregas vocais e/ou a presenga de
adenopatia cervical. Esses sinais e sintomas sdo altamente sugestivos de neoplasias
malignas da tireoide. No entanto, a auséncia de sintomas ndo permite excluir malignidade
(GHARIB et al., 2016; HAUGEN et al., 2016; ROSARIO et. al., 2013;). Kim et al,,
(2016) relataram que os portadores de carcinoma papilifero sintomaticos tiveram maiores
taxas de recorréncia e menor sobrevida quando comparados com aqueles assintomaticos.

Atualmente, o exame de ultrassom ¢é considerado o melhor método de imagem na
avaliagdo da tireoide, a sensibilidade aproxima-se de 95% (ROSARIO et. al., 2013;). Sua
utilidade ndo se restringe a confirmacdo do nimero e tamanho do nédulo(s) tireoidiano(s)
percebido(s) a palpacdo. O US de alta defini¢do identifica calcificagdes, vascularizagdo
intranodal (US com dopplerfluxometria), halo incompleto ou ausente, limites imprecisos,
solidez, altura e a largura, ecogenicidade, extensdo além da tircoide e adenopatias
cervicais (GHARIB et. al., 2016; HAUGEN et. al., 2016; ROSARIO et. al., 2013). Estas
informagdes possibilitam melhorias na acuracia das PAAFs-US. Entretanto, a
sensibilidade e especificidade para estas caracterizacdes pelo o US variam grandemente
em diferentes estudos (ZHANG et al., 2015). Em uma meta-analise de Remontil et al.
(2015) concluiram-se que os achados isolados do US tém pouco valor, mas as associa¢des
de um ou mais achados: microcalcifica¢Ges, altura maior que largura, limites imprecisos e
auséncia de elasticidade sdo sinais de riscos para a malignidade. HAUGEN et al. (2016),
recomendam o uso desses critérios para selecionar o(s) nodulo(s) de maior suspei¢do a
serem puncionados.

Aproximadamente 60% dos nodulos tireoidianos descritos pelo ultrassom sdo
benignos (HAUGEN et. al., 2016; KIM et. al., 2016) e podem ser acompanhados de forma
conservadora. A PAAF-US ¢ o método diagnostico de melhor custo beneficio para a
avaliagdo inicial dos nddulos tireoidianos. O procedimento quando guiado por ultrassom
torna-se mais seguro, confidvel e acurado. As limitacdes das PAAFs-US sdo atribuidas a:

1- habilidade do operador na coleta da amostra 2- caracteristicas dos nodulos (cistico,
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solido altamente vascularizado, localizado posteriormente) e pacientes obesos tém maiores
possibilidades de fornecerem amostras inadequadas para o diagnostico, 3- a amostra pode
ser adequada mas, durante o processo de confec¢do das laminas, artefatos podem ser
gerados e dificultarem a andlise citologica 4- experiéncia do citologista (BHASIN et al.,
2013; GHARIB et. al., 2016; HAUGEN et. al., 2016; ROSARIO et. al., 2013). A partir de
2007, os resultados das amostras colhidas por PAAFs-US seguiram os critérios
estabelecidos pelo SBRCT (CRIPPA et al., 2010; LIU et. al., 2016). As categorias II
benigna e VI maligna tém alta acuracia diagndstica e reprodutibilidade interobservador
satisfatoria (HAUGEN et. al., 2016; LITHWICK-YANALI et. al. 2016; LIU et. al., 2016;
ROSARIO et. al., 2013). No entanto, o SBRCT criou uma zona cinzenta pois, dependo da
instituicdo, em 10 a 40% das amostras colhidas através da PAAF-US o diagnostico foi
indeterminado (IIL, IV e V). BHASIN et al. (2013) realizaram um estudo multicéntrico e
concluiram que a concordancia entre os citologistas para os resultados indeterminados foi
de apenas 50%. Estudos recentes propdem alteracdes no SBRCT a fim de adequa-lo as
mudangas nos critérios de malignidade das neoplasias tireoidianas (IBRAHIM; WU, 2016;
LIU et. al., 2016; PUSZTASZERI et. al., 2016; XU; GHOSSEIN, 2015). Os aspectos
citomorfologicos deverdo ser revistos, assim como as taxas de risco para a malignidade em
cada categoria. Em relacdo a categoria III propde-se a divisdo da mesma em baixo e alto
risco. As categorias [V e V deverdo sofrer ajustes nas suas estratificagdes de risco devido a
recente mudanga que ocorreu em 2016, na classificagdo do CPVFC - Carcinoma Papilifero
Variante Folicular Capsulado. Atualmente descrito como NIFTP - Neoplasia Folicular ndo
invasiva com Padrdo nuclear Papilifero (BALOCH et al.,, 2016; JEON et al., 2016;
NIKIFOROV et al., 2016; PUSZTASZERI et al., 2016). As adequagdes propostas para o
SBRCT reduzirdo a zona cinzenta e, consequentemente, as indica¢des de tratamento
cirurgico e o acompanhamento dos portadores de nodulos se tornardo mais seguros.
Apesar da possivel reducdo na variabilidade das taxas de riscos das categorias IV e V
essas ainda permanecerdo elevadas.

Em busca do aperfeicoamento diagndstico, Kim et al., (2016) elaboraram um
esquema de triagem para os casos indeterminados na PAAF-US. Esse esquema compara
os resultados dos seguintes exames: 1- citologia com B III, 2- US com estratificacdo de
risco, 3- BAG e 4- BRAF "% Nio foi observado impacto significante, especialmente nos
carcinomas foliculares e papiliferos variante folicular, pois a mutagdo do BRAF'*®

esteve presente em apenas 32% dos casos com estes diagnosticos. Nikorov et al. (2015),
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demonstraram que o painel de marcadores moleculares, NGS multi-gene ThyroSeq v 2.1,
fornece alta sensibilidade e especificidade para a deteccdo de cancer em nodulos
tireoidianos com citologia de resultado indeterminado. Esses achados foram melhores que
os resultados apresentados por Kim et al. (2016).

Lithwick-Yanai et al. (2016) desenvolveram um teste com expressdo micro-RNA
em esfregacos obtidos por PAAF-US de nddulos tireoidianos e com diagnostico
indeterminado. A validacdo foi feita em lesdes benignas e malignas. Eles relatam que o
método ndo requer o envio de tecidos frescos ou coleta em condigdes especiais. Seus
resultados apresentaram sensibilidade e especificidade acima de 70% na identificacdo de
neoplasias benignas e malignas. Porém, estudos adicionais serdo necessarios para
comprovar sua real performance diagnostica. Esses estudos reforcam as recomendagdes de
Haugen et al. (2016): “... se os testes moleculares forem usados, os pacientes devem ser
informados dos beneficios ¢ limitagdes dos mesmos e sobre as possiveis consequéncias do
tratamento e as implicacdes clinicas a longo prazo”. Em resumo, ndo ha um teste
molecular unico capaz de definir o diagnéstico de malignidade nos portadores de citologia
indeterminada e resultados de longo prazo sdo necessarios para sua implementagdo, no
arsenal propedéutico.

Nos casos de PAAFs-US com resultados persistentemente ndo diagnosticos, a
BAG-US pode oferecer informagdes adicionais (GHARIB et al., 2016). Lee et al. (2015) e
Pyo et al. (2016) realizaram meta-andlises sobre o desempenho da BAG-US e concluiram
que a mesma tem taxa de diagnostico conclusivo maior que a PAAF-US. Assim como no
acompanhamento, a BAG-US teve melhor desempenho no diagnéstico de cancer que a
PAAF-US. No entanto, Wolinski, Stangierski, Ruchala (2017), fizeram uma critica
referente as meta-analises, até entdo publicadas, devido ao pequeno numero de artigos
incluidos, poucos resultados quantitativos, ou diferencas insignificantes entre os dois
procedimentos. Tais falhas podem ser explicadas pelo seu uso recente na pratica médica.
Os autores acima citados concluem que a BAG ¢ uma técnica diagnostica valiosa, com
maior propor¢ao de resultados diagnosticos do que a PAAF-US. Porém, ela uma técnica
complementar a PAAF-US e ndo substituta.

Lee et al. (2016) examinaram a presenga de mutacdo NRAS em 61 amostras
obtidas por PAAF-US e BAG-US cujo resultado era neoplasia folicular. Nao houve
diferenga nas taxas de identificacdo de malignidade entre os testes, PAAF-US ¢ BAG-US,

quando seus resultados foram comparados com o exame imunohistoquimico do espécime
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cirurgico positivo para a mutagao.

A presenga de lesdes com diferenciacdo folicular nos noddulos tireoidianos
acarretam uma menor acurdcia na identificacdo de neoplasia maligna. Nos exames de
amostras obtidas por PAAF-US ¢ BAG-US no pré-operatério, ¢ impossivel a definigdo de
malignidade, pois a caracterizagdo da invasdo vascular e/ou da capsula tumoral é que
define o diagndstico de cancer nem sempre ¢ facil definir esses achados mesmo no exame
anatomo-patologico (AP) pos-operatorio (FLETCHER, 2012). Os resultados falso-
positivos ou negativos, tém sérias implicagdes para os pacientes. Tratar cirurgicamente um
falso positivo podera ocasionar possiveis sequelas funcionais, estéticas e emocionais que
impactam negativamente na qualidade de vida da pessoa (ASCHEBROOK-KILFOY et
al., 2015). Por outro lado, se o portador de neoplasia maligna ndo for tratado
adequadamente os riscos de morbimortalidades poderdao aumentar. (GHARIB et al., 2016;
HAUGEN et al.,2016; ROSARIO et. al., 2013). Um método promissor que podera
contribuir para amenizar este dilema diagnostico ¢ a andlise das células coletadas em
citdmetro de fluxo (CF).

A andlise citométrica ¢ de uso rotineiro nos diagndstico ¢ acompanhamento das
doencas mieloproliferativas (BOROWITZ et. al., 1993). Esse procedimento foi utilizado
por Farsetti et al., (1990) em amostras de tecido tireoidiano obtidos por PAAF-US em
portadores de doengas auto-imunes da tircoide. Revelou ser um método diagnostico
rapido, seguro, sensivel e especifico para caracterizar populacdes de células, e que pode
ser usado em outras doengas da tireoide. Atualmente, diferentes estudos foram publicados
mostrando a importancia da CF como método auxiliar no diagnostico e prognostico das
neoplasias tireoidianas (ANGELL et al., 2016; STACCHINI et al., 2015).

Foram identificadas células tronco tumorais por CF e PCR em tempo real por Ahn
et al. (2014), a partir de espécimes cirtrgicos de portadores de CPT. Embora a origem
exata das células-tronco do cancer permanega indefinida, elas t€ém sido associadas com a
génese tumoral, metastase e resisténcia a quimioterapia.

Stacchini et al. (2015) relataram o papel crucial da CF associada a PAAF no
diagnostico de linfoma tireoidiano. Além de detectar pequenas populacdes de células
tumorais ela ainda pode ajudar o citopatologista a caracterizar a infiltragdo no tecido
tireoidiano. Eles acreditam que com a colaboracdo entre especialistas de diferentes areas
sera possivel, em curto espaco de tempo, obter o diagnostico correto da maioria, se ndao de

todos, os casos onde a infiltracdo linfoide ¢é dificil de ser detectada pela citologia. Esses
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achados foram corroborados pelos estudos de Adamczewski et al., (2015).

Em 2016, Angell e demais autores, propuseram o uso de ensaio diagndstico com
citometria de fluxo, baseado em células supressoras derivadas de tecido mieloide em
amostra de sangue periférico no pré-operatorio imediato, de portadores de nddulo
tireoidiano Uinico, maior que 1 cm e com PAAFs-US prévias. O objetivo foi avaliar o risco
de malignidade e a extensdo do cancer em pacientes no pré-operatorio. Embora haja
necessidade de validacdo adicional, os resultados encontrados sugerem que essa técnica
seja util nas PAAFs com citologia indeterminada e podera estabelecer o estagio tumoral e
o risco de recorréncia. (ANGELL et. al., 2016)

Kim et al. (2017) utilizaram a citometria de fluxo e Western Blotting para maior
esclarecimento do papel da mutagdo do gene BRAF em experimentos funcionais com
PTC1 e células 8505c. A analise ontoldgica mostrou que os genes up-regulados se
associam com o mecanismo de adesdo e migragdo celular e interferem na cascata das
Quinase Regulada por Sinal Extracelular (ERK) e da Proteina Quinase Ativada por
Mitégeno (MAPK,).

Em 2013, Reis et al., selecionaram por meio da tecnologia de Phage Display o
peptideo CaT12 juntamente com outros 104 marcadores. Em uma pré-validacdo o CaT12
e CaT18 mostraram-se mais reativos e foram testados em imunohistoquimica, mas apenas
o CaTl12 mostrou-se funcional nesta plataforma. Sendo assim, o marcador molecular
CaT12 foi testado por meio da técnica de imunohistoquimica em diferentes lesdes
tircoidianas o que demonstrou seu desempenho promissor na identificagdo dos tumores
malignos da tireoide, especialmente em carcinomas papiliferos variantes classica e
folicular. O CaTl2 ¢ um peptideo composto por uma sequéncia de 12 aminoacidos
lineares, e funciona como um anticorpo que reconhece e se liga ao alvo, mas apesar das
tentativas, o alvo deste marcador ndo foi identificado, alguns indicios apontam para
possiveis citoqueratinas. No presente estudo o marcador CaT12 foi analisado por CF em

amostras obtidas no pos-operatdrio imediato.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Estabelecer nova plataforma diagndstica utilizando o marcador tumoral CaTl12 em

fragmentos tumorais como auxiliar no diagnostico de lesdes tireoidianas.

3.2 Objetivos Especificos

A. Padronizar a técnica de CF em linhagem de carcinoma papilifero de tireoide TPC-1

utilizando o marcador CaT12

B. Padronizar a técnica de CF em fragmentos tumorais de pegas cirirgicas utilizando o

marcador CaT12

C. Verificar a viabilidade de utilizagdo das amostras fixadas com formaldeido para a

marcagao com CaT12

D. Verificar o poder discriminatério de nédulos malignos e benignos utilizando CaT12 no

mesmo paciente

E. Diferenciar as lesdes tireoidianas benignas das malignas utilizando o marcador CaT12

F. Correlacionar os resultados obtidos das analises de citometria de fluxo com os dados

clinicos e de exame anatomopatoldgico pds-operatorio.
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4. MATERIAL E METODOS
4.1 Aspectos éticos
O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica e Pesquisa da Universidade Federal de
Uberlandia (UFU) sob o CAAE: 35353213.4.0000.5152 (ANEXO I), e todos os participantes
foram esclarecidos a respeito dos objetivos da pesquisa pelos médicos responsaveis e

assinaram o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) (ANEXO II).

4.2 Desenho do Estudo

41 nodulos com PAAF-US (Bethesda I-VI) de 33
pessoas operadas no HC-UFU (A)

Dos 27 restantes foram geradas 29 amostras, sendo 2 6 pacientes foram excluidos
pacientes com 2 amostras/cada

29 exames histologicos pos- 29 fragmentos de nddulos foram
cirargicos (AP) (B) divididos ao meio
Exames histologicos dos Exames de Citometria de
fragmentos (C) Fluxo (D)

Anaélises comparativas dos resultados A, B,C e D \

Revisdo do B x D |

Os portadores de nddulos tiroidianos com indicagdo de tirecoidectomia foram
escolhidos por conveniéncia no Servigo de Cirurgia de Cabeca e Pescoco do Hospital de
Clinicas da Universidade Federal de Uberlandia (SCCP-HCUFU). Inicialmente, trinta e trés
pessoas de ambos os sexos foram incluidas, todos eutircoideos e assintomaticos. Foram
colhidos os resultados de exames de ultrassom; PAAF-US, % células marcadas pelo citometro
de fluxo e exames anatomo-patologicos dos fragmentos de nddulos e dos espécimes
cirurgicos, conforme Anexo III. Amostras de tecidos de seis pessoas foram excluidas das
analises citométricas, devido a problemas na calibragdo do equipamento. Dos vinte e sete
restantes, vinte ¢ nove fragmentos foram colhidos, sendo que em duas pessoas colheu-se duas

amostras em cada uma delas.
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4.3 Marcador CaT12

O peptideo CaT12 foi selecionado através da técnica de Phage Display e testado para
carcinoma de tireoide conforme descritos anteriormente Reis et al. (2013). Para esse trabalho
o mesmo peptideo de 12 aminoacidos foi sintetizado pela GenScript (USA Inc.) acoplado com
FITC (isotiocianato de fluoresceina) para ser usado na citometria de fluxo. A quantidade do
marcador CaT12 foi determinada por uma curva de dilui¢do do peptideo utilizando cultura de

células tireoidianas (TPC-1).

4.4 Amostras biologicas

4.4.1 Cultivo de linhagens celulares

Para padronizar a técnica, o peptideo CaT12 foi testado em culturas de células de
tircoide (TPC-1). As células foram cultivadas em meio RPMI 1640 (Nutricell, Campinas-SP)
suplementado com 10% de soro fetal bovino, penicilina e estreptomicina a 37°C em estufa

com atmosfera iimida contendo 5% CO..

4.4.2 Fragmentos de tecidos

Apds a remocao completa ou parcial da tireoide, foi coletado um fragmento por sec¢ao
(Figura 1) e dividido ao meio. Uma parte dos tecidos foi colocada em um frasco com formol
tamponado para exame histologico, com finalidade de comprovar que a amostra era
representativa. A outra parte do fragmento foi posta em meio de cultura RPMI 1640,
acondicionado em recipiente com gelo e transportado imediatamente para o Laboratorio de
Nanobiotecnologia do Instituto de Genética e Bioquimica (INGEB), para analise de marcagio

com o peptideo CaT12.
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Figura 1- Coleta da amostra tireoidiana. A- Espécime cirurgico, localizagdo do nodulo para
coleta do fragmento. B- Fragmento coletado dividido ao meio.

Fonte: Dos Autores

4.5 Definicio do local de marcacéo pela citometria de fluxo

4.5.1 Marcacio de citoplasma celular

Para a constru¢do da curva de dilui¢do do peptideo foram usadas cultura de células
TPC-1. A marcagdo intracelular foi feita apds a contagem dessas células. Inicialmente as
células foram permeabilizadas com o kit BD Cytofix/Cytoperm (Becton Dickinson) conforme
as recomendagdes do fabricante. Em seguida, as células foram lavadas por duas vezes com
PBS/BSA 1% e marcadas com o peptideo-FITC (10 pg /100 pL PBS/BSA 1%) por 1 hora a
4°C. Posteriormente, as células foram lavadas novamente com PBS/BSA 1% e ressuspendidas

em 100 uL de PBS/BSA 1% para analise no citometro de fluxo.
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4.5.2 Marcac¢ao de membrana celular

As amostras de tecidos coletadas foram processadas em fluxo laminar em sala de
cultura de células com todos os materiais devidamente esterilizados. Os tecidos foram lavados
duas vezes com tampao fosfato-salino (PBS), seccionados em pequenas partes e lavados por
duas vezes também com PBS. Para todos os procedimentos de lavagem as amostras eram
centrifugadas por cinco minutos a 200 RCF. Posteriormente, foram incubados a 37°C com
colagenase (1 mg/ml) até a completa digestdo do tecido por aproximadamente 10 horas.

Apds o protocolo da colagenase, as amostras foram lavadas por duas vezes com
PBS/BSA 1% (PBS contendo 1% de proteina albumina de soro bovino) e separadas
igualmente em dois tubos (tubo controle e tubo marcado com CaT12). No tubo controle foram
acrescentados 100 pL de PBS/BSA 1% e ao tubo CaT12 eram adicionados 100 pL da solucdo
de peptideo -FITC (10 pg /100 pL. PBS/BSA 1%). Os tubos foram incubados a 4°C por 1 hora
e depois lavados duas vezes com PBS/BSA 1%. Adicionou-se 200 pL de PBS/BSA 1% e foi
feita a leitura no citdmetro de fluxo Accuri C6® (Becton Dickinson). Nos ensaios com células
TPC-1 apos tripsinizar e lavar as células, essas foram contadas (1x 10> células por tubo) e
seguiu-se 0 mesmo protocolo descrito anteriormente, com exce¢do da incubagdo com a
colagenase.

Um total de 10.000 eventos foram adquiridos de cada populacdo de células por tubo.
Para a obtengdo e analise dos dados foi utilizado o software do proprio equipamento
(Cytometer Software Workspace). A analise seletiva da populacdo de células epiteliais foi
estabelecida pelo histograma com combinacgdo de fluorescéncia 1 (FL1) versus quantidade de

células. Utilizamos a porcentagem de células para as analises comparativas entre 0s grupos

(Figura 2).

4.5.3 Processamento das amostras

4.5.3.1 Amostras a fresco e fixadas

Duplicatas do experimento anteriormente descrito foram feitas em trés amostras de
pacientes diferentes, tanto com o material a fresco quanto fixado com formaldeido tamponado
com PBS, para verificar se a marca¢do com o peptideo CaTl2 seria alterada com amostra

fixada.
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Figura 2 - Fluxograma da nova plataforma diagnostica baseada em citometria de fluxo, sua
execucdo temporal e interpretacdo dos resultados.
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Fonte: Dos Autores

4.5.3.2 Diferentes amostras obtidas de um mesmo paciente

Em dois pacientes foram coletados fragmentos de dois noédulos diferentes, para

verificar se 0o marcador CaT12 conseguiria distinguir o nédulo maligno do benigno.

4.6 Classificacdo para resultados de exames citologicos e histopatologico da

tireoide

4.6.1 Sistema Bethesda

As amostras citologicas das PAAF-US neste estudo foram estratificadas seguindo os

critérios do SBRCT (Quadro 1) (CRIPPA et al., 2010).
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Quadro 1 — Sistema Bethesda para classificacdo citopatoldgica da tiredide: risco estimado e
manejo clinico recomendado.

Risco de
Categoria diagndstica malignidade Manejo habitual *
(%)
I- Nao diagnostico ou 1-4 PAAF guiado por US
insatisfatorio
II- Benigno 0-3 Seguimento clinico
III- Atipia de significado 5-15° Repetir a PAAF

indeterminado ou lesao folicular

de significado indeterminado

IV- Neoplasia folicular ou suspeito 15-30 Lobectomia

para neoplasia folicular

V- Suspeito para malignidade 60-75 Tireoidectomia total ou lobectomia
VI- Maligno 97-99 Tireoidectomia total °

(a) Manejo atual pode depender de outros fatores (p.ex. clinico e US) associado a interpretacdo do
PAAF.

(b) Risco estimado com base nos pacientes repuncionados com achado de atipia.

(c) No caso de suspeita para lesdo metastatica ou interpretagdo de lesdo suspeita de tumor
metastatico a cirurgia pode ndo ser indicada.

Fonte: Santos et. al.(2016)

4.6.2 Classificaciio Histolégica

A classificacdo anatomo-patologica utilizada para os resultados dos espécimes

cirargicos foi a preconizada pela Organizagdo Mundial de Saude (FLETCHER, 2012).

4.6.3 Revisao dos resultados do anatomo-patolégico

A revisdo do anatomo-patoldgico foi executada por dois patologistas de todas as

amostras do espécime cirurgico ¢ dos fragmentos, sem conhecer o resultado da CF.
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4.7 Analise estatistica

4.7.1 Célculo do tamanho da amostra, poder e nivel de significincia do

estudo

Cohen et. al. (1998) apos avaliar o poder e o nivel de significancia de diversos estudos,
recomenda que o n-amostral deve ser calculado para se alcangar a < 0,05 e poder de 80%. No
entanto, para se atingir tais resultados ¢ necessario que se considere simultaneamente o n-
amostral que se deve obter, o nivel de significancia e o poder que se pretende atingir além da
magnitude do efeito relativos a variavel que esta sendo investigada. Assim, se o pesquisador
investiga varidveis cuja magnitude do efeito ¢ pequena, deve-se considerar aumento no n-
amostral, quando isso for possivel, ou admitir niveis de o menos restritivos como 0,05 < a <
0,10 (HAIR et al., 2009).

O calculo do n-amostral para este estudo foi feito a priori para se obter nivel de
significancia maximo de 0,05, poder minimamente igual a 80% e atingir nimero de
observagdes necessario ¢ suficiente para execucdo do teste de Mann-Whitney (Wilcoxon rank-
sum test).

O método usado para se estimar o n-amostral seguiu a formula abaixo:

_ n:sstimaan para Wilcoxon)
{sstimade para t—teste) 1097
’

n (1X)

O célculo preliminar para se obter o n-amostral para o teste-t foi feito com base em
Abramowitz e Stegun (1965) por meio do software especifico A-priori Sample Size
Calculator for Student t-Tests (SOPER, 2017) foi usado o nivel de significancia (a) de 0,05,
poder de 0,80 e magnitude antecipada do efeito de 0,80. O resultado obtido para teste bilateral
foi de 26 observagdes. Desse modo, o n-amostral foi calculado por meio da foérmula
supracitada resultando em minimamente 28,522 observagdes, o que foi arredondado de modo
conservador para 29 observagdes.

Todos os testes foram processados por meio do software Bioestat 5.3. Os resultados
cuja probabilidade de erro tipo I foi de a < 0,05 foram considerados como significantes, e

niveis 0,05 < a < 0,10 foram considerados limitrofes (HAIR et al., 2009).
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4.7.2 Estatistica GraphPrism 5.0

As andlises de marcagdo foram realizadas no equipamento Accuri C6, onde foram
determinados os percentuais de marcacao do peptideo CaT12 para a amostra controle e para
cada paciente, sendo que o percentual marcado nos pacientes foi subtraido do percentual do
controle. ANOVA com pos-teste de Bonferroni foi usada para verificar diferengas entre as
médias dos percentuais de marcacdo entre os diferentes grupos: nédulo hiperplasico, bocio,
adenoma, neoplasia folicular ndo invasiva com padrao nuclear papilifero (NIFTP), Carcinoma
papilifero classico (CPC) e carcinoma papilifero variante folicular (CPVF).

Diferengas entre os grupos benigno (nédulo hiperplasico, bocio, adenoma, NIFTP) e
maligno (CPC e CPVF) foram verificadas usando Teste de Mann-Whitney (varidveis
continuas e andlises ndo-paramétricas). Uso da Curva ROC (Receiver Operating
Characteristics) com 29 amostras foi construida para avaliar sensibilidade, especificidade,
acuracia e areas sob a curva (AUCs) com 95% de intervalo de confianga (IC) e também para

estabelecer os valores de cuz-offs.

4.7.3 Wilcoxon-Mann-Whitney (Wilcoxon rank-sum test)

Para a avaliacdo mais ampla do comportamento do marcador molecular CaT12 como
meio de diagndstico foram escolhidas 8 variaveis que, de alguma forma, estdo potencialmente
relacionadas a casos de malignidade. Essas variaveis sdo: (1) idade em anos, (2) tempo de
evolugdo em anos, (3) caracteristicas do nodulo ao US: (3.1) composi¢do, (3.2)
ecogenicidade, (3.3) vascularizagdo, (3.4) calcificacdes, (4) resultado do Bethesda, (5)
cirurgias, (5.1) tircodectomia parcial, (5.2) tircodectomia total, (5.3) tireodectomia total com
esvaziamento cervical. Foi usado o teste de Mann-Whitney o qual permite a rejeicdo da
hipotese nula (HO: Ul-U2= Q) de nenhuma diferenga entre os grupos avaliados quando p-

valor < a. O valor de Z ¢ calculado por meio da formula:

_ u—py

(1) -

Na qual p,, o, € Upodem ser calculados por meio das formulas:

Mg " Mg

I
5 )

Hy
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O p-valor ¢ a probabilidade de se obter resultado minimamente tdo extremo quando o
Z encontrado e pode ser obtido por meio do dobro area abaixo da curva de densidade dos

valores de [J, minimamente tdo extrema quando o valor de Z.

p —velor =2-[1 —®(z)] (V)

4.7.4 Coeficiente de correlacio TAU de Kendall (1)

Com a finalidade de avaliar por meio de um teste formal de hipdteses a associagdo
entre os resultados dos testes de diagnostico CaT12 e AP relativos as varidveis: (1) idade em
anos, (2) tempo de evolugdo em anos, (3) caracteristicas do nodulo ao US: (3.1) composigao,
(3.2) ecogenicidade, (3.3) vascularizacdo, (3.4) calcificagdes, (4) resultado do Bethesda, (5)
cirurgias. Os resultados foram hierarquizados e a medida da concordancia entre os métodos de
diagnodstico foi processada pelo Coeficiente TAU de Kendall (t). O coeficiente TAU de
Kendall avalia a associag@o entre duas variaveis medidas a nivel ordinal e permite a rejeigdo
da hipdtese nula (Hy: 7=0) de ndo associagdo quando p-valor < a. O valor de Z ¢ calculado por

meio da féormula:

T~ Hy (V1)
I=—
Oy

Na qual t € g, podem ser calculados por meio das formulas:
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O p-valor ¢ a probabilidade de se obter resultado minimamente tdo extremo quando o
Z encontrado e pode ser obtido por meio da area abaixo da curva de densidade dos valores de

7, minimamente tdo extrema quando o valor de Z.

4.7.5 Sensibilidade, especificidade, acuracia e indices associados

A caracterizagdo do desempenho do marcador molecular como método de diagndstico
foi avaliada por meio do calculo da sua: (1) sensibilidade, (2) especificidade, (3)
probabilidade de erro a, (4) probabilidade de erro B, (5) valor preditivo positivo, (6) valor
preditivo negativo, (7) acurécia, (8) Likelihood ratio negativa (-LR) e (9) Likelihood ratio
positiva (+LR). Todos os calculos tendo como padrdo ouro o exame AP e n-amostral de 29

casos.

4.7.6 Correlacoes clinico-patolégicas

Para a busca de correlagdes entre os resultados do marcador molecular em estudo e as
varidveis: (1) idade em anos, (2) tempo de evolu¢do em anos, (3) caracteristicas do nodulo ao
US (3.1- composicdo, 3.2- ecogenicidade, 3.3- vascularizacdo, 3.4- calcificacdes), ¢ (4)
resultado do Bethesda. Todas as varidveis foram avaliadas preliminarmente por meio do teste
de normalidade de D'Agostino Pearson para verificagdo do pré-requisito de normalidade e
escolha do teste adequado para busca de correlagdes. Em face dos resultados obtidos optamos
pela busca de correlagdes por meio do teste de correlagdo Rhoé de Spearman (p). O teste de
correlacdo de Spearman ¢ uma prova ndo paramétrica de busca de correlagdes lineares que
admite pequenas fugas da linearidade. O coeficiente p de Spearman avalia a correlagdo entre
duas variaveis dispostas em postos ordenados em duas séries: x e y. Por meio dos valores de
Rho (p) e p-valor obtidos nesse teste podemos identificar a existéncia ou ndo de correlacdo

entre as variaveis, bem como sua magnitude e sentido.
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5. RESULTADOS

5.1 Calculo do n amostral

O resultado obtido para teste bilateral para o célculo do n amostral foi de 28,55
observagdes, o qual foi arredondado de modo conservador para 29 observacdes. A populagido
era composta por 21 mulheres e 6 homens e as médias de idades eram 49,6 anos e 55 anos

respectivamente.

5.2 Padronizacao do teste CaT12

5.2.1 Marcacio do CaT12 em células TPC-1

De acordo com a curva de dilui¢do do peptideo CaT12, a melhor concentracdo de uso
foi 10 pg de peptideo em 100 pL. PBS/BSA 1%. A marcagéo intracelular (100%) foi maior
que a extracelular (81%) nas células TPC-1 (Figura 3).

Figura 3- Histogramas com taxa de marcagdo pelo CaTl2 em cultura celular TPC-I.
Comparacdo de positividade de células controle com as células marcadas. A- Carcinoma de
tiredide (TPC-1) marcagdo extracelular (membrana). B- Carcinoma de tiredide (TPC-1)
marcagdo intracelular (citoplasma).

A TPC-1: Marcagio de membrana B TPC-1: Marcagio citoplasmatica
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Fonte: Dos autores
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5.2.2 Padronizac¢ao do processamento das amostras

Verificamos que para o uso do marcador CaT12 ndo seria possivel fixar as células para
depois fazer a marcagdo e aquisi¢do de eventos, pois os resultados de marcacdo eram

diferentes mesmo considerando a mesma amostra (Figura 4).

Figura 4- Compara¢do de marcacdo com peptideo CaT12 em trés pacientes. Para cada
paciente foram feitos dois experimentos idénticos com a unica diferenca de terem as células
fixadas ou ndo fixadas antes da marcacdo com CaT12.
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Fonte: Dos Autores

5.2.3 Pertfil de marcacgdo do CaT12 em amostras benigna e maligna de uma

mesma pessoa

Em dois casos foram obtidas duas amostras de dois diferentes nddulos tireoidianos de

uma mesma pessoa. Observamos que houve diferenga entre as amostras do mesmo portador,

conforme a Figura 5.
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Figura 5- Comparacdo de marcacdo com peptideo CaT12 em pacientes com dois fragmentos
(benigno e maligno) em uma mesma pessoa.
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Fonte: Dos Autores

5.3 CaT12 como marcador de malignidade

A porcentagem de positividade para cada grupo analisado pode ser visualizada na
Tabela 1 e Figura 6. O CaT12 foi capaz de diferenciar os grupos (P=0,0010; Figura 6-B), bem
como 0s grupos benigno e¢ maligno (P=0,0028; Figura 6-A). O pods-teste de Multipla
Comparacdo de Bonferroni demonstrou que o CaT12 conseguiu diferenciar os grupos CPVF
de NIFTP, CPVF de nodulo hiperplasico, CPVF e adenoma, conforme a Figura 6-B (P
<0,05). O uso da Curva ROC, com 29 amostras apresenta margem de erro de 18,19%, definiu
os valores de cut-offs utilizados para estabelecer a positividade do CaT12 na Tabela 1. Os
parametros diagndsticos demonstraram 100% de especificidade quando utilizado o cut-off
>26,76 com P=0,0002 ¢ Acuracia 82,76% (Tabela 2), contudo para que o teste diagndstico
possua maior sensibilidade utilizou-se o cut-off >22 obtendo uma acuracia semelhante, mas
aumentou significativamente a sensibilidade para 86,67%, com menor indice de falsos

negativos, o que ¢ mais desejavel na analise propedé€utica.
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Tabela 1 - Positividade para o peptideo CaT12 em citometria de fluxo nos diferentes subtipos
histologicos de bidpsias de tiredide, de acordo com os cut-offs estabelecidos pela curva ROC e baseada
nos escores de positividade para os grupos classificados como maligno e benigno.

NH Bocio Adenoma | NIFTP CPT CPVF CMT
PN| % |[PN|% | PN | % |[PN|%|PN| % | PIN| % |PN| %

Cut-off

>22,00 | 2/7 | 28,6 | 0/2 | 0 | 0/3 0 [ 03[0 ]| 6/9]66,7]|4/4 100 | 1/1 | 100

>23,88 | 1/7 | 143 | 02 | 0 | 0/3 0 [ 03| 0| 4/9|444 | 4/4 | 100 | 1/1 | 100

>26,76 | 0/7 0 02 (0| 073 0 [ 03 |0 | 4/9|444 | 4/4 | 100 | 1/1 | 100

Fonte: Dos autores

Abreviacoes: Cut-offs acima do valor calculado significa malignidade. NH= nodulo hiperplasico,
NIFTP= neoplasia folicular ndo invasiva com padrao nuclear papilifero; CPT= carcinoma papilifero de
tireoide; CPVF= carcinoma papilifero variante folicular; CMT carcinoma medular de tiredide; P=
numero de pacientes positivos; N = nimero total de pacientes; % = Porcentagem de positivos.

Tabela 2 - ParAmetros diagndsticos para o peptideo CaT12 em trés diferentes cuz-offs.

Sensibilidade Especificidade Acuracia | Valor de Odds
Cut-off

(%) (%) (%) P Ratio

>22,00 86,67 78,57 82,76 0,0001 53,33
>23,88 64,29 93,33 79,31 0,0017 25,20
>26,76 64,29 100,00 82,76 0,0002 53,55
PAAF x AP 100,00 7,14 53,57 1,0000 3,22
FRAG x AP 92,86 60,00 75,86 0,0052 19,50

Fonte: Dos autores

Abreviagdes: PAAF= Puncdo aspirativa de agulha fina; AP= Anatomo-patolégico apos a cirurgia;
FRAG= Fragmento retirado na cirurgia. Valor de P do teste exato de Fisher.
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Figura 6- Perfil de marcagdo do CaT12. A- Comparagdo dos grupos benigno e maligno. P=
Teste Mann Whitney. B- Porcentagem de células positivas nos grupos ndédulos hiperplésicos,
bdcio, adenoma, Neoplasia folicular ndo invasiva com padrdo nuclear tipo papilifero (NIFTP),
Carcinoma papilifero de tireoide (CPT) e carcinoma papilifero variante folicular (CPVF).

P=Teste ANOVA.
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Na Tabela 3 demonstramos a comparagdo entre os diagnosticos encontrados no pos-
cirurgico e fragmento, e citometria de fluxo de acordo com a categorias Bethesda. Essa
comparagdo nos permitiu demonstrar que a citometria de fluxo foi mais comparavel aos
resultados do anatomo-patolégico pds-cirirgico, com maiores indices de acerto do que a

analise patologica restrita ao fragmento.

5.4 Resultado da classificacio citoldgica e histopatologica

Os resultados citologicos encontrados nas PAAFs-US seguiram a seguinte distribuicao
Bethesda: I- 3(10,34%); 1I- 1(3,44%); 11I- 3(10,34%); IV- 11(37,93%); V- 5(17,24%); VI-
6(20,68) conforme Tabela 3.

Os resultados anatomo-patoldgicos poés-operatorios foram: nddulo hiperplésico- 7
(24,17%); bocio- 2(6,89%); adenoma- 3(10,34%); NIFTP-3 (10,34%); CPC-9 (31,03%);
CPVF-4 (13,79%); CMT-1 (3,44%).

Na Tabela 4 comparamos os resultados de Bethesda, CF, anatomo-patologico dos

fragmentos e espécime cirurgico com a revisao do andtomo.

5.5 Correlacoes CaT12 com aspectos clinico-patologicos

O desempenho do exame anatomo patologico (padrdo ouro) foi comparado ao
desempenho do marcador molecular CaT12 (cut-off >22%) na capacidade de diferenciar os
grupos de individuos com diagnodsticos de malignidade quanto as variaveis: (1) idade em
anos, (2) tempo de evolugdo em anos, (3) caracteristicas do nédulo ao US: (3.1) composigdo,
(3.2) ecogenicidade, (3.3) vascularizacdo, (3.4) calcificagdes, (4) resultado do Bethesda, (5)
cirurgias (Tabela 5). Para processar essas comparacdes foi usado o teste de Wilcoxon-Mann-
Whitney (Wilcoxon rank-sum test). O mesmo teste foi usado para comparar o desempenho do
padrdo ouro de diagnostico (AP) com o desempenho do marcador molecular CaT12 na

identificacdo de malignidade (Tabela 6).
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Tabela 3 — Comparagdes entre os resultados do anatomo-patologico (AP) pos-cirtrgico e citometria
de fluxo, com revisio AP pos-ciriurgico. Distribuicdo nas Categorias Bethesda, Amostras,
Classificagdo, Resultados ¢ Comentarios.

B(e:;llfzfgzl?;) Amostras Classificacio | Resultado* ComentarzoAil)l))os revisao
Anatomo-Patologico S) M) 0 -
Pos-Cirtirgico Benigno 3 -
Bethesda I | Anatomo-Patologico (S) (M) 1(S) FP (NIFTP**)
3) Fragmento Benigno 2 =
Citometria de Fluxo (S) (M) 0 =
Benigno 3 -
Anatomo-Patologico S) M) 1(M) FP (NIFTP)
Pos-Cirtirgico Benigno 0 -
Bethesda II | Anatomo-Patologico S) M) 0 -
(0)) Fragmento Benigno 1 -
Citometria de Fluxo (S) (M) 0 =
Benigno 1 -
Anatomo-Patologico S) M) 0 -
Pos-Cirtirgico Benigno 3 -
Bethesda III | Anatomo-Patologico (S) (M) 1(S) FP (AD)
3) Fragmento Benigno 2 =
Citometria de Fluxo (S) .(M) L(S) FP (NH)
Benigno 2 -
Anatomo-Patologico S) M) 5M) 1 FP (AD)
Pos-Cirtirgico Benigno 6 -
Bethesda IV | Anatomo-Patolégico S) ™M) 3(S) 4(M) 1 FP (NH)
(11) Fragmento Benigno 4 -
Citometria de Fluxo (S) .(M) > (M) 1 FP (NH) *
Benigno 6 -
Anatomo-Patologico (S) (M) 5 1FP (NIFTP)
Pos-Cirtirgico Benigno 0 -
Bethesda V | Anatomo-Patologico (S) (M) 1(S)3 (M) -
5) Fragmento Benigno 1 1 FN (CPC)
Citometria de Fluxo ];izn(gan) ; TN i e
Anatomo-Patologico S) M) 6 -
Pos-Cirtirgico Benigno 0 -
Bethesda VI | Anatomo-Patologico S) M) 6 -
(6) Fragmento Benigno 0 =
Citometria de Fluxo ];izn(gan) ‘21 TN E CPO)

Fonte: Dos autores
Abreviagdes: (S)= suspeito, (M)= maligno, NH= nodulo hiperplasico, NIFTP= neoplasia folicular ndo
invasiva com padrdo nuclear papilifero, CPC= carcinoma papilifero classico, FP= falso positivo, FN=

falso negativo.

* Os carcinomas foram estratificados em papilifero, folicular e medular, sem estratificacdo de suas
variantes. * apesar de ndo ser concordante com AP o resultado permitiu a indicagdo cirirgica
** A classificacdo do NIFTP foi considerada como benigna, conforme Nikiforov et. al. (2016)
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Tabela 4 — Comparagdes entre as porcentagens de acerto entre PAAF, AP do fragmento e citometria de fluxo com o peptideo CaT12 com revisdo do AP pds-

cirargico.

Fonte: Dos autores

N Bethesda PAAF Frag. CaT12 AP
3 | _ 100% 100% 7%
1 I 0% 100% 100% 0%
3 1l 33% T7% 77% 100%
11 I\ 54% 91% 91% 91%
5 Vv 80% 80% 60% 80%
6 A 100% 100% 66% 100%

Abreviacoes: PAAF= punc¢ao aspirativa de agulha fina; FRAG= fragmento de tumor; AP= anatomo patologico; N=n amostral.

Tabela 5 — Dados clinicos utilizados para o teste Wilcoxon-Mann-Whitney (Wilcoxon rank-sum test).

TT
TTEC
TT
TTE
TTD
TTD
TTE
TT

AN L L AR W N~

64
33
48
86
86
31
31
27

84
72

24

Misto

solido

solido

Misto

solido

solido

Hipoecoica

Isoecoica

Isoecoica
Isoecoica
Hipoecoica

Hipoecoica

I
LIl

11T
III
III
11T

Presentes

Ausentes

Ausentes

Ausentes

Presentes

I
V1

= =

I

IND
CP
CP

T FOL
TFOL
IND
T FOL

6,89
3,48
15,1
16,26
23,41
36,78
13,07
32,37

NH
CPT
DF
Bocio
CPT
CPVF
Adenoma
CPVF

NH
CPT
NIFTP
Bocio
CPT
CPVF
Adenoma
CPVF
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TT 57 2 solido Hipoecoica 1 Presentes VI CP 85,01 CPVF CPVF
TP E 62 4 solido Hipoecoica v Ausentes v T FOL 15,68 NH NH
TT 35 2 Isoecoica 111 v T FOL 1,96 Suspeito Adenoma

10 TP E 24 12 solido Hiperecoica I Ausentes v T FOL 12,8 NH NH
11 TT 41 7 \Y% CP 29,79 CPT CPT
12 TTEC 28 3 s6lido Hiperecoica v Micro Vv CP 6,55 CPT CPT
13 TP D 61 84 solido 111 Macro v T FOL 18,78 Suspeito Adenoma
14 TT 80 46 solido v Presentes VI CP 29,17 CPT CPT
15 TT EC 26 4 solido Hipoecoica " Presentes A\ CP 22,92 CP CPT
16 TP D 64 48 Misto Isoecodica 111 1T Bécio 4,02 Bécio NIFTP
17 TP D 47 1 solido Isoecodica 111 Ausentes v T FOL 18,93 NH NH
18 TT 35 2 solido Hipoecoica I Presentes VI CA 29,57 CMT CMT
19 TT 51 25 Misto Isoecoica 111 Ausentes VI CP 31,65 CPVF CPC
20 TT 37 36 solido Hipoecobica Ll Ausentes 11,8 Suspeito NIFTP
21 TP 79 3 Misto Isoecoica Presentes 21,19 Suspeito Boécio
22 TP D 56 Solido Hipoecoica I Micro I IND 22,51 NH NH
23 TP E 56 solido Hipoecoica v Ausentes VI CP 15,44 CPT CPT
24 TP E 43 12 Misto Hiperecoica Macro v T FOL 13,09 Suspeito NH
25 TPE 52 2 solido Hipoecobica I Micro v TFOL 48,04 CPT CPVF
26 TT 67 1 solido Hipoecobica v Ausentes \Y Suspeito 31,31 NH CPT
27 TP D 69 3 solido Isoecodica 111 Ausentes v T FOL 24,35 NH NH

Fonte: Dos autores

Abreviagdes: US= ultrassonografia; PAAF= puncdo aspirativa de agulha fina; AP= anatomo patoldgico; TT= tireoidectomia total; TT EC= tireoidectomia total
com esvaziamento cervical, E= esquerda; D= direita; TP E= tireoidectomia parcial esquerda; TP D= tireoidectomia parcial direita; IND= Indeterminado; CP=
carcinoma papilifero; T FOL= tumor folicular; CA= carcinoma; NH= nodulo hiperplasico, NIFTP= neoplasia folicular nfo invasiva com padrdo nuclear
papilifero; CPT= carcinoma papilifero de tiredide; CPC= carcinoma papilifero classico; CPVF= carcinoma papilifero variante folicular; CMT carcinoma medular
de tire6ide; DF= Diferenciacao folicular.
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Tabela 6 - Comparacdo do desempenho do exame Anatomo-Patologico e o marcador molecular CaT12 na discriminagdo entre benignos e malignos por meio

do teste Mann-Whitney (Wilcoxon rank-sum test).

Anatomo-Patologico

Idade

Tempo de evolucao
Composicao
Ecogenicidade
Vascularizagdo
Calcificagoes
Bethesda

Cirurgia

Fonte: Dos autores

* resultados significantes ao nivel de a <0.01
** resultados significantes ao nivel de a < 0.05

Anatomo-Patolégico

CaT12 (cut-off point 22%)

Benigno x Maligno Benigno x Maligno
n-amostral n-amostral
p-valor U Z(U) p-valor U Z(U)
Benigno Maligno Benigno Maligno

16 13 0.0013* 35,5  3.0039
15 14 0.0013* 36 3.0114
15 14 0.1685 83 0.9602 16 13 0.3794 97 0.3070
12 13 0.2073 63  0.8159 13 12 0.0869%** 53 1.3598
12 13 0.2232 64 0.7615 13 12 0.2748 67 0.5983
11 10 0.2631 46  0.6338 12 9 0.3094 47 0.4975
12 13 0.3721 72 0.3264 13 12 0.1996 62.5 0.8431
10 13 0.0236** 33 1.9846 11 12 0.0583*** 40.5 1.5694
14 14 0.0003* 24 3.4001 15 13 0.0734%** 66 1.4511
15 14 0.0064* 48  2.4877 16 13 0.1673 82 0.9648

**% resultados significantes ao nivel de 0.05 <o <0.10
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Os resultados mostraram que ambos os métodos de diagndstico (CaT12 e anatomo
patolégico) ndo identificaram diferencas entre os grupos de individuos com diagnostico de
malignidade e benignidade com relagdo as variaveis: (1) idade em anos (Pap=0,1685;
Pcar12=0,3794), (3.1) composicdo (Pp=0,2232; Pc,112=0,2748), (3.2) ecogenicidade
(PAp=0,2631; Pc,112=0,3094), (3.3) e vascularizagdo (PAp=0,3721; Pc,112=0,1996). Ambos os
métodos de diagndsticos encontraram diferencas significantes ao comparar os grupos de
individuos com diagnéstico de malignidade ¢ benignidade com relagdo as variaveis: (3.4)
calcificagdes (Pap=0,0236; Pcar12=0,0583) e (4) resultado do Bethesda (Pap=0,0003;
Pcar12=0,0734). Das variaveis analisadas, apenas as variaveis: (2) tempo de evolugdo em anos
(PAp=0,2073; Pc,112=0,0869) e (5) cirurgia (Pap=0,0064; Pc.112=0,1673), mostrou
comportamento ndo consonante entre os dois métodos de diagndstico (Tabela 6).

A capacidade do marcador molecular CaT12 (cut-off > 22%) de distinguir o grupo de
individuos identificados com diagnostico de malignidade pelo exame anatomo-patologico
também foi testada bem como a capacidade do exame AP em apontar os individuos
identificados com diagnostico de malignidade pelo CaT12 (cut-off > 22%) (Pap=0,0013;
Pcar=0,0013), ambos os resultados que reforgam a concordéancia entre os dois métodos de
diagndstico.

O grau de associag@o entre os dois métodos de diagnostico foi verificado formalmente
por meio de teste de hipotese e, para tal, a concordancia entre os resultados apontados pelo
método CaT12 e AP nos testes de Wilcoxon-Mann-Whitney em cada uma das 8 variaveis foi
avaliada pelo Coeficiente de correlagio TAU de Kendall (t) (Tabela 7). O resultado
apresentou t=0,75 e p-valor=0,0047 confirmando formalmente elevado e significante grau de

concordancia entre os dois métodos de diagnostico.

Tabela 7 - Teste da concordancia entre os métodos de diagnostico Anatomo-patologico e por meio de
TAU de Kendall.

Anatomo-patologico x CaT12

n-amostral 8
(xy) 0.75
Zr(xy) 2.5981
p-valor 0.0047*

Fonte: Dos Autores
*resultado significante ao nivel de a < 0.01
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A caracterizacdo do marcador molecular CaT12 como método de diagndstico de
cancer tireoidiano foi feita por meio do calculo de sua sensibilidade (86,67%), especificidade
(78,57%), probabilidade de erro tipo I (a) (21,43%), probabilidade de erro tipo II (B)
(13,33%), valor preditivo positivo (81,25%), valor preditivo negativo (84,62%), acuracia
(82,76%) e Likelihood ratio negativa (-LR) (4,04%) e Likelihood ratio positiva (+LR)
(0,17%) (Tabela 8). Dessa forma, os resultados obtidos na caracterizagdo classica do
desempenho do marcador molecular em estudo corroboraram para a confirmagdo de seu

otimo desempenho como método de diagnostico de cancer tireoidiano.

Tabela 8 - Avaliacdo de desempenho do teste diagnostico.

Valor
Sensibilidade 86.67 %
Especificidade 78.57 %
Falsos-positivos (erro tipo I) 2143 %
Falsos-negativos (erro tipo II) 1333 %
Valor preditivo positivo 81.25 %
Valor preditivo negativo 84.62 %
Acuracia 82.76 %
-LR (Likelihood Ratio) negativa 4.04 %
+LR (Likelihood Ratio) positiva 0.17 %

Fonte: Dos Autores

Na busca de correlagdes entre os resultados do marcador molecular em estudo e as
varidveis (1) Idade em anos, (2) tempo de evolugdo em anos, (3.1) composicdo, (3.2)
ecogenicidade, (3.3) vascularizagdo, (3.4) calcificagoes, (4) resultado do Bethesda. Todas as
varidveis foram avaliadas preliminarmente por meio do teste de normalidade de D'Agostino
Pearson para verificagdo do pré-requisito de normalidade e escolha do teste adequado para
busca de correlacdes (Tabela 9). Das 7 variaveis selecionadas, apenas ndo apresentaram
normalidade as variaveis: (2) tempo de evolucdo em anos (P<0,0001), (3.1) composic¢do
(P=0,0055) e (3.2) ecogenicidade (P<0,0001). Os resultados do marcador molecular CaT12
também foram submetidos a0 mesmo teste de normalidade (P<0,0001) sendo encontrado

afastamento significante da normalidade.
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Tabela 9 - Teste de Normalidade de D'Agostino-Pearson.

Idade Tempo de

% célul
(% células Evolucio Composicio FEcogenicidade Vascularizacio Calcificacoes Bethesda

marcadas)

(anos) (anos)

n-amostral 29 29 25 25 21 25 23 28
Gl 2.1474 0.3324 1.553 -1.2967 -1.9233 0.4348 -0.4747 0.004
G2 7.2417 -0.9043 1.2396 -0.3537 2.0847 0.4901 -0.5404 -0.3593
Zgl 4.7415 0.9663 3.6382 -3.1651 -4.024 1.1882 -1.2506 0.0116
Zg2 3.5576 1.1594 1.3612 0.6234 1.7895 0.7563 0.7856 0.6463
K2 35.1389 2.2779 15.0896 10.4064 19.3951 1.9839 2.1811 0.4178
Graus de liberdade 2 2 2 2 2 2 2 2

p < 0.0001 0.3202* <0.0001 0.0055 <0.0001 0.3709* 0.336* 0.8115*

Fonte: Dos Autores
* Distribui¢ao de probabilidades norma



Em face dos resultados supracitados optamos pela busca de correlagdes por meio do
teste de correlagdo Rho de Spearman (p) (Tabela 10). Houve correlagdo significante ao nivel
de 0,05 <a < 0,10 (HAIR et al.; 2009) entre CaT12 e as variaveis: (2) tempo de evolucdo em
anos, (P=0,0667) e (4) resultado do Bethesda (P=0,1046), ¢ ndo foram encontradas
correlacdes significantes entre CaTl2 e as demais variaveis envolvidas nesse estudo. A
correlag@o encontrada entre o tempo de evolugdo em anos e os resultados do CaT12 foram de
média magnitude e sentido inverso (p= -0,3724), o que denota a existéncia de uma associacao
moderada entre o percentual de células marcadas e o tempo de evolugdo em sentido inverso,
quanto maior o tempo de evolucdo menor o percentual de células marcadas. A correlacdo
encontrada entre os resultados do Bethesda e o percentual de células marcadas foi de média
magnitude e sentido direto (p= -0,3132), o que evidencia associacdo moderada entre o
percentual de células marcadas e os resultados do Bethesda em sentido direto, quanto maior

os valores de Bethesda maior o percentual de marcag@o.

Tabela 10- Correlagdo de Spearman entre Marcador Molecular CaT12 e indicadores de malignidade,
idade e tempo de evolugio.

p de
Spearman p-valor n-amostral
Idade 0.1563 0.4182 29
Tempo de evolucao -0.3724 0.0667* 25
Composicao 0.1948 0.3597 25
Vascularizagio -0.1733 0.4074 25
Calcificacdes 0.2675 0.2172 23
Ecogenicidade 0.0551 0.8126 21
Bethesda 0.3132 0.1046%* 28

Fonte: Dos Autores
* nivel de significancia 0.05 <o <0.10
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6- DISCUSSAO

Apresentamos nessa investigacdo uma nova plataforma diagndstica baseada em
citometria de fluxo que quebra paradigmas e aprimora sensivelmente a precisdo do exame.
Utilizamos o marcador CaT12 por ter se mostrado eficiente na andlise de 232 nodulos
tircoidianos, com 91,2% de sensibilidade e 85,1% de especificidade para separar nodulos
malignos de benignos (REIS et. al., 2013).

Nesse estudo, o calculo amostral executado ¢ referendado por ndo diferir do perfil
epidemiologico de grandes séries publicadas (HAUGEN et. al., 2016; LEE et. al., 2015), que
incluem sexo, idade, sintomatologia e resultados de ultrassom, PAAF-US e anatomo-
patologico.

E importante enfatizar que apesar dos achados do exame de ultrassom identificarem os
nddulos suspeitos, a PAAF-US ser dirigida ao alvo de maior risco, ¢ os pacientes serem
estratificados pelo Sistema Bethesda, 10 a 30% dos exames citologicos sdo inconclusivos
(NIKIFOROV et. al.,, 2016; SIEGEL; MILLER; JEMAL, 2017). Dentre os pacientes
analisados nessa investigacdo 20,68% possuiam amostra inadequada ou atipias de significado
indeterminado. Dentre as amostras analisadas, apés trés PAAF-US, 37,93% foram
classificadas como tumores foliculares, 17,24% suspeitos ¢ 20,68% com diagndstico de
cancer.

O grau de correlacdo entre a PAAF-US e os achados do US aumenta a sensibilidade
do exame citologico (GHARIB et. al., 2016; HAUGEN et. al., 2016; REMONTI et. al., 2015;
ZHANG et. al., 2015). Nesse estudo, a correlagdo encontrada entre os resultados do Bethesda
e o percentual de células marcadas pelo CaT12 foi de média magnitude e sentido direto (p=
0,3132). Essa associagdo moderada entre o percentual de células marcadas e os resultados do
Bethesda pode ser explicada pela falta de padroniza¢do dos laudos de ultrassonografia.

Para as lesdes com diferenciacdo folicular, Bethesda IV, o CaT12 demonstrou que em
90,9% dos casos, os resultados da citometria foram compativeis com a revisdo dos exames
histologicos, o que comprova a eficiéncia do teste, pois foi capaz de diferenciar benignos de
malignos conforme mostrado na Tabela 11. Em estudos retrospectivos que compararam 0s
testes PAAF, BAG e AP pods-cirurgico, a prevaléncia das lesdes na BAG foram 77,8%
benignas, 20,3% cancer e 1,8% ndo foram diagnosticados, resultados compativeis com os
obtidos pelo AP pos-cirtirgico. Por outro lado, a frequéncia na PAAF foi de 35,2% benignos,

16,8% cancer ¢ 48,6% os resultados foram nao diagnodsticos. Em estudos prospectivos
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comparando BAG, PAAF ¢ AP, a BAG mostrou-se mais precisa na abordagem dessas lesoes,
reduzindo para 3,1% o nimero de casos ndao diagnosticados, e 23,6% indeterminadas
especialmente aquelas lesdes com diferenciagdo folicular, pois os critérios de malignidade sao
atribuidos pela invasdo da cépsula e/ou vasos tumorais somente possiveis de serem
identificadas no anatomo-patologico (HAHN et. al.,2017; IBRAHIM; WU, 2016; KIM et. al.,
2016; MEDICI et. al., 2015; VALDERRABANO et. al., 2017; XU; GHOSSEIN, 2015). Essa
limitacdo, também, ocorreu na analise histologica feita nos fragmentos dos casos estudados.

Os casos de NIFTP, que até recentemente faziam parte do CPVF capsulado ¢
atualmente s3o consideradas lesdes benignas (BIZZARRO et. al., 2016; HAHN et. al., 2017;
JEON et. al., 2016; USTUN et. al., 2014), os trés casos que foram identificados pelo marcador
CaT12, devido a taxa de marcagdo celular estar abaixo de 22% enquanto que, nos APs dos
espécimes cirargicos 2 tiveram os diagnosticos de canceres. Apods a revisdo histologica
confirmou-se tratar de NIFTP para os dois falso-positivos. Esses achados demonstram que o
uso desse marcador podera auxiliar os métodos diagnosticos ja existentes (HAHN et. al,,
2017; IBRAHIM; WU, 2016; LEE et. al., 2014; MEDICI et. al., 2015; VALDERRABANO
et. al., 2017). Por outro lado, o marcador apresenta como vantagens a capacidade de
identificar estruturas celulares alteradas e necessita de uma amostra menor.

O desempenho do CaT12 como teste diagnostico foi muito bom, pois proporcionou
uma acuracia de 82,76%, com sensibilidade de 86,67% e especificidade de 78,57%. Esses
valores se tornam mais impactantes quando o desempenho do CaT12 analisado por citometria
de fluxo ¢ comparado ao desempenho dos outros marcadores analisados por
imunohistoquimica. Os valores de especificidade, sensibilidade e acuracia do CaT12 por
citometria de fluxo foram superiores aos outros marcadores, exceto para o marcador CD56,
que apresentou os valores superiores em uma analise (DUNDEROVIC et al., 2015). Tais
parametros diagnosticos, aparentemente, ndo se mantiveram homogéneos em outra
investigacdo (CEYRAN et al., 2015), pois embora tenha mantido a alta especificidade, a
sensibilidade foi de apenas 58,2% e o mais importante, identificou 60% das lesdes benignas

conforme Tabela 11.

49



Tabela 11- Comparacdes entre CaT12 e diferentes marcadores utilizados para o diagndstico do
Carcinoma Papilifero de Tiredide conforme apresentados na literatura.

Detec¢do SEN  ESP AC
Marcador Referéncia
de CPT (%) (%) (%)

CaT12 positivo
88,90 86.67 78.57 82.76 *
(CF)
CaT12 positivo
91,17 91,18 85,12 NI  (REISetal., 2013)
(IHC)

87,10 NI NI NI (zHU et al., 2010)
CK19 positivo 84,20 84,2 36,70 72,70 (CEYRAN etal., 2015)
(IHC) 86,20 75,41 70,89 NI  (DUNDEROVIC et al., 2015)
96,30 96,30 40,40 75,10 (LIUectal,2015)
91,60 NI NI NI (zZHU et al., 2010)
65,30 6530 93,30 75,80 (CEYRAN etal., 2015)
92,00 88,52 64,56 NI (DUNDEROVIC etal,2015)
95,50 NI NI NI (zHU et al., 2010)
HBME-1 71,30 71,30 78,80 73,90 (CEYRAN etal, 2015)
positivo (IHC) 75,90 71,31 84,81 NI  (DUNDEROVIC et al., 2015)
8530 8530 62,80 76,60 (LIUetal,2015)
CDS56 negativo 91,10 91,10 91,70 91,30 (CEYRAN etal., 2015)

Galectina-3

positivo (IHC)

(IHC) 74,70 58,20 92,41 NI (DUNDEROVIC et al., 2015)
Tireoperoxidase
88,00 88,00 86,20 87,30 (LIUetal., 2015)
negativo (IHC)
e-caderina 86,10 63,30 86,10 77,60 (CEYRAN etal,2015)

positivo (IHC) 92,10 61,70 92,10 80,70 (CEYRAN etal,2015)

Fonte: Dos Autores

Abreviagdes: CPT=Carcinoma Papilifero de Tiredide; CF= Citometria de fluxo;, IHC=
imunohistoquimica; SEN = sensibilidade; ESP = especificidade; AC = acuracia; NI = ndo informado.
*Resultados obtidos nessa investigagao.
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A capacidade do marcador molecular CaT12 (cut-off > 22%) de distinguir o grupo de
individuos identificados com diagnostico de malignidade pelo exame AP, também, foi
testada, bem como a capacidade do exame AP em apontar os individuos identificados com
diagnostico de malignidade pelo CaT12 (cut-off > 22%) (Pap=0,0013; Pc,7=0,0013). Ambos
os resultados reforgam a concordancia entre os dois métodos de diagndstico (Tabela 6). Esses
achados sdo superiores aos descritos na literatura. Houve correlagdo de moderada magnitude
entre o peptideo CaT12 e as variaveis tempo de evolugdo e resultado Bethesda (Tabela 6). Em
relagdo ao tempo de evolugdo a correlacdo foi em sentido negativo, ou seja, quanto maior o
tempo menor o percentual de células marcadas. A explicacdo desse achado pode ser devido ao
uso dos diferentes consensos os quais recomendam a observagdo dos noédulos com poucos
sinais sugestivos de malignidade (BALOCH et. al., 2016; HAHN et. al., 2017; IBRAHIM,;
WU, 2016; KIM et. al., 2016; MEDICI et. al., 2015; VALDERRABANO et. al., 2017; XU;
GHOSSEIN, 2015). Quanto ao resultado Bethesda o sentido foi direto, quanto maior o
percentual de marcagdo maior, a classificacdo Bethesda. Essa correlagdo pode contribuir nas
lesdes de padrao folicular, bem como na identificacdo dos NIFTPs atualmente estratificados
como suspeitos para cancer nos exames citologicos (NIKIFOROV et. al., 2016).

Quando comparamos a plataforma CF com outros métodos utilizados recentemente
como expressdo génica, PCR multiplex e sequenciamento de nova geracdo observamos que o
custo da CF foi menor, mas o uso dessas novas tecnologias deve ser sempre associado ao

contexto clinico, ultrassonografico e achados citologicos (Tabela 12).
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Tabela 12- Comparacao do marcador CaT12 com outros testes diagnosticos.

TESTE ~  CaTl2 Afirma® ThyGenX"  ThyroMIR®  ThyroSeq
Método Citometria Expressao PCR multiplex Expressao Sequenciamento
de Fluxo RNAm microRNA next generation
Resultado +/- Benigno/ Mutagdo de +/- Mutagdo de gene
suspeito gene especifico/ especifico/
translocacdo translocacdo
Amostra Fragmento 2 PAAFs 1 PAAF ¢/ 50ng Idem Thygenx 1-2 gotas
Tumoral de material
celular
Forca Marca Alto VPN Alto VPP Bom valor Alto VPP ¢ VPN
CPVF e VPP, bom
CPT VPN quando
combinado c/
Thygenx
Limitacdes Dados Baixo VPP Baixo VPN Dados Dados limitados
limitados limitados para para validacdo
para validag@o
validacao
Custo US$ 50 USS$ 4875¢ US$ 1675¢ USS$ 3300° USS$ 3200°
(GEC e MTC)
US$ 975 MTC
US$ 475
BRAF

Fonte: Dos Autores; Dados das empresas Afirma, ThyGenX, ThyroMYR e ThyroSeq foram obtidos
em ZHANG; LIN, 2016.

Abreviagdes: MTC = Carcinoma medular da Tiredide; BRAF = gene humano que produz uma
proteina chamada B-Raf; GEC = Gene Expression Classifier; CPVF = Carcinoma Papilifero variante
folicular; CPT = carcinoma papilifero de tiredide; PAAF = pungdo aspirativa com agulha fina; VPN e
VPP = valores preditivos negativo e positivo.

a= Veracyte Inc, S@o Francisco, Califérnia.

b= Interpace Diagnostics, uma subsidiaria PDI Inc, Parsippany, New Jersey.

c= ThyroSeq v2 é comercialmente oferecido por CBL PATH, Rye Brook, New York, enquanto o teste
¢ feito e interpretado na Divisdo de Patologia Molecular e Gendémica do Centro médico da
Universidade de Pittsburgh, Pittsburgh, Pennsylvania.

d= Dados derivados de NISHINO, 2016.
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7- CONCLUSAO

Nossos resultados sugerem que a nova plataforma diagndstica, baseada em citometria
de fluxo com o uso do marcador CaT12, podera alterar significativamente a rapidez e precisdo
do diagnoéstico do cancer de tireode, tanto em material aspirado por PAAF-US quanto por
BAG-US, sem depender apenas dos parametros citologicos ou histologicos e,
consequentemente, podera reduzir as angustias dos portadores de nédulos e dos profissionais
que lidam com esses casos. Além disso, podera reduzir os custos para o sistema de saude,
devido ao melhor resultado propedéutico. As perspectivas futuras apontam para o teste do
marcador em amostras de rPAAF-US e BAG-US para demonstrar seu poder de auxiliar no
diagndstico precoce, ja que o marcador ndo depende de fatores como invasdo capsular e

padrdo nuclear para determinar malignidade.
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Titulo da Pesquisa: PAPEL DO MARCADOR CAT12Z NO DAGNOSTICO DO CANCER TIREQIDIAND
Pesquisador: PAULC TAMNNUS JORGE

Area Tematica:

Versdo: 3

CAAE: 35353213.4.0000.5152

Instituigdo Proponente: Universidade Federal de Uberandia/ UFL MG

Patrocinador Principal: Financiaments Proprio

DADDS DO PARECER

Muimero do Parecer: 1.763.023

Apresentagio do Projeto:

A presente apresentagdo rata-se de emenda gue tem a seguinte justificativa por parte dos Pesguisadores:

"Viu-se a necessidade de complementar o estudo com a coleta adicional de material biologico de pacientes
como forma de validar a tecnologia proposta anteriormente, propusemos o diagndstico auxiliar no
diagnéstico complementar do cincer de tiredide em bidpsias através da citometria de fluxo, uma técnica que
necessita de material biclogico fresco, sem congelamento ou parafina. Para ndo prejudicar os
procedimentos clinicos atualmente recomendados. e de forma a permitir a comparagao com a confirmagao
patologica. a coleta sera feita apos a finalizagdo da cirurgia e retirada da pega cinirgica suspeita, em que um
fragmento de aproximadamente 0.5 em de largura por 0,5 cm de comprimento serd coletado e
imediatamente processado, ndo acarretando nenhum risco complementar ac paciente, & nem levando &
procedimentos diferentes dos que ja s3o feitos durante a cirurgia de tireodectomia. O Termo de
Consentimento Livre & Esclarecido em anexo, sera aplicade pelo médico responsavel pela cirurgia antes da
mesma e o material 50 sera coletado apos essa autorizagdo. Os objetivos e justificativas do projeto

continuam sende os mesmos.”

Segundo foi apresentado no protocolo:
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ANEXO 2 — Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE)

Laboratorio de Nanobiotecnologia

Universidade Federal de Uberlindia
} Instituto de Genética e Biogquimica
Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

Vocé esta sendo comvidado a parficipar da pesqusa “PAPEL. DO MARCADOR CATI? NO
DIAGNOSTICO DO CANCER TIREOIDIANO™, scb a responsabilidade dos seguintes pesquisadores: Prof. Dr.
Luiz Ricardo Goulart Filho, Dr. Paulo Tanmis Jorge e Sindeval José da Silva.

O projeto refere-se 4 busca por “sinais™ no organismo (ue possam identificar a resposta individual contra o
cancer de tiredide. A cbtengio de biomarcadores que sirvam tanto como alvos diagnosticos quanto alves terapéuticos
para o cincer em geral podem melhorar sipnificativamente a qualidade de vida dos individuos portadoras dessa
patologia, além disso. pode auxiliar na detecgo precoce da malignidade, antecipando o tratamento e evitando assim,
procedimentos citirgicos desnecessirios.

Vocé podera encaixar-se emum dos deis grupos seguintes: casos (cancer) e controles (auséncia de cincer). Para
realizacio dos exames laboratoriais. serd necessaria a coleta de um fragmento da lesdo (100 mg) apds o procedimento
cirrgico. O tecido sera retirado normalmente e somente nma pequena quantia deste material sera utilizada na pesquisa.
Esse procedimento sera realizado conforme recomendagio clinica e nio serd de fonma algnma alterado para a realizagio
desta pesquisa.

Nao havera, portanto, risco adicional, a ndo ser os que normalmente podem acontecer em qualduer procedimento
cirirgico. O material coletado serd enviado ao Laboratdrio de Nanmcbiotecnologia da Universidade Federal de
Uhberlandia, onde serdo realizados experimentos com as céfulas do tecido coletado.

As responsaveis pelo recebimento do material serfio a aluna de doutorado Aline Gomes de Souza e Carolina
Femmandes Reis. O médice Sindeval José da Stlva ficara respensavel pela aplicagdo do Termo de Consentimento Livre
e Esclarecido, pela cirurgia e coleta das amostras.

Os resultados da pesquisa serdo publicados. mas em nenhum momento vocé, como participante da pescgquisa,
sera identificado.

Nio havera gasto financeiro para quem aceitar participar, nem direito a pagamento pela sua participagiio. O seu
tratamento ndo sera alterado de nenhuma forma para a execugiio da pesquisa.

Vocé tem o direito de pedir esclarecimentos a respetto da finalidade da pescquisa, destino do material coletado e
resultado dos exames realizados. Informagdes adicionais poderdo ser obtidas no seguinte endereco: Av. Amazonas, s'n,
Bloco 2E. Sala 248, Campus Ummarama — Telefone: 3225-8440 (falar com Luiz Ricardo Goulart Filhe).

Vocé, mesmo concordando em participar da pescuisa, podera desistir de fazé-lo a qualquer momento, sem que
haja nenhum prejuizo proprio. A desisténcia da participagdo ndo implicara em prejuizo ao seu tratamento.

Pelos presentes termos apresentados por este documento, concordo em colaborar com a pesquisa, declarando
estar ciente dos miscos, beneficios e direttos.

Uberlandia_ ...... de_ . .de2(._ ..

Pesquisador responsavel pela coleta do Termo de Consentimenta

Eu aceito participar do projeto citado acima, voluntariamente. apos ter sido devidamente esclarecido.
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ANEXO 3 — Instrumento de Coleta de Dados

G UFU

Universidede Foderal de Uberlandia

Ficha para analise de prontuario:

Numero de entrada: Data de nascimento:
Sexo: M F Data primeira consulta:
N° biopsia (PAAF): Idade:

N° Anatomo — patologico:

Historia tireoide na familia _ sim (qual?) __nao

Caracteristicas do nddulo:

Achado:  Casual

Funcdo tireoidiana:  Normal = Hipo _ Hiperfuncionante
Anticorpos: _ Positivo  Negativo

Historia de radiagdo: _ Sim Nao

Resultado do exame de ultrassom:

Namero de nédulos:  Unico  Multiplos

Tamanho: mm

Calcificacdo: _ Nao _ Sim: __ Grosseira __ Microcalcificagdes
Limites:  Regulares ou  Irregulares

Halo:  Ausente __Presente:  Completo  Incompleto
Ecogenicidade:  ISO __Hipo ___Hiper

Ecotextura: Homogénea  Heterogénea

Vascularizagao: ___Ausente
__ Periférica
__ Periférica e Central
___ Predominio Central
__Difuso

Resultado PAAF-US Bethesda: 1. 1L I11. IV. V. VI

Resultado Citometria de Fluxo:

Resultado exame Anatomo Patolégico apds tireoidectomia:
I- Fragmento do Tumor
II- Espécime Cirurgico
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