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RESUMO

Apesar da puncdo aspirativa por agulha fina da tireéide ser o melhor teste
propedéutico na avaliagdo do nodulo tireoidiano, existem casos suspeitos que nao
podem ser definidos citologicamente como malignos ou benignos. Diante desses casos
indefinidos, os cirurgides optam pela tireoidectomia, ndo por um ato terapéutico, mas
diagnostico. O resultado disso ¢ que a maioria dos nodulos suspeitos € operada e, no
exame histopatoldgico, mais de dois ter¢os sdo classificados como benigno (bocios,
hiperplasias e adenomas), tendo o procedimento cirlirgico sido realizado sem
necessidade, portanto gerando grandes gastos hospitalares e causando eventuais
morbidades relacionadas com a cirurgia radical da tiredide. A partir disso buscou-se ao
longo dos anos, um marcador molecular que diferenciasse, nos esfregagos citoldgicos,
quais materiais eram provenientes de nddulos benignos ou malignos. A galectina-3 ¢
apontada pela literatura com um dos principais candidatos para essa funcdo. Para se
testar essa hipotese foi feito um estudo retrospectivo para pesquisa da galectina-3,
através de imunohistoquimica, em produtos de tireoidectomia. Foram selecionados 15
casos de bdcio adenomatoso, 24 de adenoma folicular, 29 de carcinoma papilar e 22 de
carcinoma folicular. A expressdo da galectina-3 foi comparada com o diagnéstico
histopatoldgico (padrao-ouro). Os valores para a sensibilidade, especificidade, valor
preditivo positivo, valor preditivo negativo, acuracia diagnostica, “Likelihood Ratio”
Positiva e “Likelihood Ratio” Negativa da positividade citoplasmatica foram
respectivamente de 92,16%, 94,38%, 90,38%, 95,45%, 93,57%, 16,40 ¢ 0,08. Apds
correcdo da prevaléncia para 5%, o valor preditivo positivo, valor preditivo negativo e
acurdcia diagnostica passaram a ser 46,33%, 99,56% e 94,27%. Esses dados, obtidos em
preparados histologicos, sugerem que a pesquisa da galectina-3 em esfregacgos

citologicos podera ser um importante auxilio para a defini¢do diagnoéstica.



ABSTRACT

Fine needle aspiration biopsy is considered to be the best propedeutic method used
in evaluation of a thyroid nodule. However, in some situations, it is impossible to
cytologically distinguish a malignant and a begnin disease; therefore, surgeons must
indicate thyroidectomy for a diagnostic purpose. This results that most suspect nodules
are referred to surgery and, in histopathologic analysis, more than two thirds are
considered begnin (goiters, hiperplasias and adenomas). This situation lead to a search
for a molecular marker that could discriminate, on cytological smears, those obtained
from malignant nodules. Galectin-3 is considered a strong candidate for that function.
To test this hypothesis a retrospective study was conducted in order to evaluate the
expression of galectin-3 in thyroidectomy specimens using immunohistochemistry.
Fifteen cases of nodular goiter, 24 of follicular adenoma, 29 of papillary carcinoma and
22 of follicular carcinoma were selected. Galectin-3 expression was compared to
histopathologic diagnosis (gold-standard). Values for sensibility, specificity, positive
predictive value, negative predictive value, diagnostic accuracy, positive likelihood
ratio, negative likelihood ratio were 92,16%, 94,38%, 90,38%, 95,45%, 93,57%, 16,40
and 0,08. Prevalence of disease was corrected for 5%, leading to positive predictive
value, negative predictive value, diagnostic accuracy of 46,33%, 99,56% and 94,27%.

This data, suggest that galectin-3 could be an important aid in diagnostic definition.
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1. INTRODUCAO

Estima-se que os carcinomas tireoidianos representem cerca de 1% de todas as
neoplasias malignas (1). Na Europa e nos Estados Unidos da América, a prevaléncia
corresponde a aproximadamente quatro casos por 100.000 habitantes. No Distrito
Federal entre 1996 e 1998 foram descritos 233 casos novos. Neste periodo a taxa de
mortalidade variou entre 0,32 a 0,61 para o sexo feminino ¢ 0,11 a 0,43 para o sexo
masculino, sendo responsavel por 115 ébitos durante o periodo de 1979 a 1998 (2).

O cancer de tiredide manifesta-se como nodulagao do parénquima tireoidiano, sendo
o nodulo tnico sua principal caracteristica. No entanto, outras condig¢des patologicas
podem se manifestar através de nodulos, sendo necessario uma abordagem sistematica
dos pacientes, pois 0s casos suspeitos € os com confirmag¢ao de malignidade devem ser
encaminhados para a tireoidectomia. Na propedéutica do nodulo tireoidiano existem
alguns fatores relacionados a maior risco de malignidade. Por exemplo: pacientes do
sexo masculino, com nédulo unico e hipocaptante a cintilografia sdo considerados de
grande probabilidade de serem portadores de cancer. Enquanto que em mulheres,
tiredides multinodulares e hipercaptantes ha maior probabilidade de tratar-se de doenga
benigna (bdcios, hiperplasias ou adenomas).

Porém nenhuma dessas caracteristicas ¢ definitiva (3), e muitos pacientes com
doencas benignas sdo submetidos a tireoidectomia para diagnéstico. A pungdo por
agulha fina (PAAF) da tire6ide vem sendo aplicada rotineiramente nessa investigagao,
nos ultimos 30 anos. E considerada como o teste de maior acuracia para a distingio
entre nddulos de natureza benigna e maligna (3-5).

Mas, como todo método diagnostico, também apresenta limitagdes como
amostragem inadequada e mesmo incapacidade de distingdo entre hiperplasias, adenoma
folicular e o carcinoma folicular. Dessa maneira, outras caracteristicas (moleculares, por
exemplo) vém sendo pesquisadas como potenciais auxilios nessa investigacdo. A
galectina-3, uma molécula envolvida com a carcinogénese das células foliculares, €
apontada pela literatura como um desses potenciais marcadores de malignidade (6).

A presente dissertag@o pretende descrever o estado da arte na investigagdo do cancer
de tiredide, enfocando as caracteristicas e dificuldades do diagnostico morfologico, e
também analisar, experimentalmente, a expressdo da Galectina-3 como um possivel

marcador de malignidade para tumores da tiredide.

2. REVISAO DA LITERATURA



De acordo com a Organizacdo Mundial de Salde (OMS), as doencas malignas da
tiredide podem ser classificadas como carcinomas, sarcomas, linfomas e ainda tumores
metastéticos (7). Os carcinomas primarios sdo os mais freqlientes, responsaveis por
cerca de 98% das neoplasias malignas (1), e sdo classificados como carcinoma papilar
de tiredide, carcinoma folicular de tiredide, carcinoma medular de tiredide e carcinoma
indiferenciado (anapldsico) de tiredide. Os carcinomas foliculares, papilares e
indiferenciados tém origem no epitélio folicular, enquanto o carcinoma medular é
originario das células C - parafoliculares. O carcinomafolicular € 0 carcinoma papilar séo
reconhecidos como carcinomas bem diferenciados de tiredide. Essa classificacéo
histolégica se reflete em diferentes comportamentos de prognéstico e caracteristicas
epidemiol dgicas.

A etiologia da maioria dos canceres tireoidianos ¢ desconhecida. Sabe-se que os
carcinomas diferenciados ocorrem mais comumente na forma esporddica, havendo
poucos casos (de 3 a 7%) com recorréncia familiar (1). A radiagdo ionizante ¢ o unico
fator externo claramente identificivel como causador de carcinoma de tiredide,
principalmente o carcinoma papilar (1). Tanto o excesso como a falta de iodo, também
foram responsabilizados, em estudos epidemioldgicos (8).

O desastre nuclear ocorrido na cidade de Chernobyl, em 1986, demonstrou o
impacto da radiagdo na incidéncia de cancer tireoidiano (9), principalmente de
carcinoma papilar em criancas. Entre os anos de 1976 e 1985, a taxa de cancer de
tiredide em criancas da Bielorrissia foi de 0,5 (média anual por um milhdo de
criangas). Mas apo6s o acidente nuclear, e a exposicdo dos cidaddos a radiagdo
ionizante, entre 1986 e 1991, essa taxa aumentou para 10,5 (10). A conexdo entre a
incidéncia de carcinoma papilar e a radiagdo ¢ explicada pelos rearranjos génicos

envolvendo o proto-oncogene RET (10q11.2) (11).

CARACTERISTICAS CLINICAS E MORFOLOGICAS DOS CARCINOMAS DE
TIREOIDE

Carcinoma Papilar de Tiredide
A OMS define o carcinoma papilar de tiredide como um tumor epitelial
apresentando evidéncia de diferenciacdo para célula folicular e apresentando

caracteristicas nucleares distintas (12). Representa cerca de 80% de todas as neoplasias
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malignas da tiredide, acometendo principa mente individuos na 3" a 5° décadas de vida,
sendo mais freqliente em mulheres (13). Sua prevaléncia é mais comum em popul acbes
com dieta suficiente deiodo (1).

O aspecto macroscépico do carcinoma papilar corresponde a um tumor solido,
firme, de coloragdo branco-amarelada, com bordos irregulares e infiltrados. O tumor
pode ser encapsulado e, em alguns casos, associado a calcificagdes. Além disso, é
comum ao carcinoma papilar ser multifocal. Lesdes cisticas podem ser vistas e, as
vezes, existe uma protusdo papilar para dentro deste cisto. Areas hemorrégicas e de
necrose assim como extensdo para tecidos adjacentes podem ser evidenciados em
tumores maiores e em variantes agressivas.

O diagnostico histopatol6gico do carcinoma papilar € baseado em caracteristicas
citolégicas e arquiteturais, ndo havendo uma Unica alteracdo isolada que sga
diagndstica (13). Sdo reconhecidas as variantes histol 6gicas classica, folicular, oxifilica,
de céulas claras, esclerosante difusa, de células altas, de células colunares e a variante
insular/solida, a depender dos padrbes de crescimento e morfologia celular. Existem
vérios padrdes de crescimento como: papilar, solido, trabecular, folicular e cistico. No
entanto s80 as caracteristicas nucleares as mais importantes para se firmar o diagnéstico
de carcinoma papilar, mantendo-se constantes entre as diversas variantes histoldgicas
(13).

Essa morfologia nuclear é definida como nulcleos aumentados de tamanho, de
forma oval a redonda, com anisocariose, havendo sobreposicdo nuclear, perda da
polaridade e desorganizacdo do nucleo dentro da clula. A cromatina é paida, com
condensacdo na periferia (cromatina em “vidro de rel6gio”) (14). Notam-se fendas e
pseudoinclusdes citoplasméticas intranucleares, estas Ultimas encontradas em até 2/3
dos casos (15). Essas pseudoinclusdes representam invaginagdes da membrana celular
(16). A morfologia do citoplasma tem sua utilidade na classificagdo das variantes
histologicas (variante de células oxifilicas, de células claras, etc.). Outros elementos
observados sdo células gigantes em meio ao colbide, corpos de psammomas e
metapl asia escamosa do epitélio folicular.

De forma resumida, as variantes histolégicas sdo caracterizadas da seguinte
maneira: 1) Variante Folicular: geralmente sdo tumores encapsulados, constituidos por
foliculos pegquenos e justapostos com colGide hipereosinofilico, projecdes papilares
raras, 2) Variante Oxifilica: macroscopicamente sdo tumores de cor acastanhada a
marrom, encapsulados. Apresenta arquitetura papilar arborizante, com células de
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citoplasma abundante, finamente granular e eosinofilico, caracteristico das células
oncociticas; 3) Variante de Células Claras: padréo de crescimento papilar ou folicular
com presenca de células de citoplasma claro; 4) Variante Esclerosante Difusa
caracteristicamente se desenvolve em pacientes jovens (em média com 18 anos de
idade) e apresenta acometimento difuso de ambos os lobos com elevada frequéncia de
comprometimento de linfonodos a época do diagndstico. Histologicamente tém-se uma
fibrose exarcebada, com numerosos corpos de psammoma, com extensdo extra
tireoidiana e vascular, metaplasia escamosa florida em um fundo de tireoidite
linfocitica; 5) Variante de Células Altas. esta variante tende a se apresentar mais
comumente em homens com idade superior a 60 anos e ter grandes dimensdes (maiores
gue 5cm). Apresenta padrédo de crescimento papilar com células tendo a altura pelo
menos 3 Vezes maior que a sua espessura, e bordos citoplasméticos bem definidos; 6)
Variante de Células Colunares: padrdo de crescimento papilar com células colunares de
arranjo sincicial, e estratificacdo dos nucleos alongados; 7) Variante Insular / Sdlida:
caracterizada pela formagdo de ninhos celulares com escasso coldide e células
apresentando relacdo nucleo/citoplasma aumentada.

Entre os carcinomas tireoidianos, o carcinoma papilar é o que apresenta menor
dificuldade para o diagnostico citopatoldgico. Com uma amostragem adequada, a
acurécia diagnéstica chega em torno de 90% (17;18), devido as marcantes
caracteristicas nucleares do carcinoma papilar, facilmente avaliadas pelo exame
citopatol 6gico.

O diagnéstico baseiase no padréo arquitetural dos fragmentos teciduais,
morfologia celular e caracteristicas do fundo. Os esfregacos sdo hipercelulares com
pouco colGide (15). As células estédo arranjadas em agrupamentos sinciciais com
configuragdo papilar (agregados em dedo de luva com padrdes ramificados, contornos
externos lisos e palicada periférica). Papilas verdadeiras estéo presentes em até 60% dos
casos (19). Ressavase que um eixo vascular revestido por epitélio ndo faz
necessariamente o diagndstico de carcinoma papilar uma vez que o bdcio nodular e
neoplasias foliculares podem apresentar estruturas semelhantes, com células epiteliais
aderidas a vasos centrais (15). As caracteristicas nucleares descritas no exame
histopatologico sdo facilmente observadas nos esfregacos, observando-se nucleos
aumentados com variacdo do tamanho e contornos irregulares. A cromatina é
fracamente corada nos preparados com o corante de Papanicolaou, mostrando-se opaca
e homogénea (20). A apresentacdo nuclear “em vidro de rel6gio” que é notada em
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cortes histol6gicos ndo é facilmente caracterizada nos esfregagos citol 6gicos e, portanto,
é considerada um artefato de fixagdo (21). E observado um micronucléolo aderido na
carioteca enquanto que macronucléolos raramente séo vistos. As células neoplésicas
apresentam citoplasma denso com bordas bem definidas (15;19). Fendas e inclusdes
citoplasméticas intranucleares sdo observadas (22), assim como corpos de psammoma,
colGide espesso e células gigantes multinucleadas.

A fregléncia e a confiabilidade dos critérios citomorfologicos citados podem
variar. Nenhuma destas caracteristicas € exclusiva do diagndstico de carcinoma papilar,
podem estar presentes no bocio nodular e em outras neoplasias de tiredide. Foram
descritas, com menor freqiéncia que no carcinoma papilar, inclusdes nucleares em
bécio nodular, carcinoma medular, neoplasias foliculares, tumor de células de Hurtle,
adenoma hialinizante trabecular e também nas tireoidites (23).

Apesar de existir uma forte associacdo estatistica dos corpos de psammomas
com o carcinoma papilar, estes achados sdo vistos em 1 a 2% dos casos de bécio
nodular, doenca de Graves, tireoidite e hiperplasia papilar (24;25). A distincéo
citopatologica entre a hiperplasia papilar e o carcinoma papilar pode apresentar
dificuldades (15). Um nddulo com hiperplasia papilar apresenta algumas caracteristicas
citologicas do carcinoma papilar (agregados papilares, nucleos sobrepostos,
invaginagdes nucleares e corpos de psammomas ocasionais). Entretanto, na hiperplasia
papilar, os nucleos sdo uniformes e contém cromatina finamente dispersa (24). A
apresentacdo cistica do carcinoma papilar ocorre freqlientemente e € fonte de resultados
falso-negativos devido a erros de amostragem e também a diluicdo das células epiteliais
no fluido do cisto (26;27). De fato, em um estudo com 555 casos de aspiracéo com
agulha fina, que foram submetidos subseglientemente a tireoidectomia, concluiu-se que
o erro diagnostico ocorreu mais freqlientemente em amostragem inadequada de lesbes
cisticas (28). Dessa forma, alguns casos de carcinoma papilar podem ter um laudo
citopatologico inconclusivo, ou “suspeito para malignidade’” pois sO agumas
caracteristicas do carcinoma papilar podem estar presentes sem, no entanto, garantir um
diagndstico seguro.

O carcinoma papilar tem preferéncia por metéstases linféticas, em linfonodos
cervicais locais (29). Entretanto o prognéstico € excelente para a variante classica, com
sobrevida em 20 anos superior a 98% (13). A cirurgia é o tratamento de escolha, apesar
da extensdo do procedimento (lobectomia vs tireoidectomia subtotal vs tireoidectomia
total) continuar controversa (13). Devido ao fato de alta frequéncia de multifocalidade
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para o carcinoma papilar a tireoidectomia total vém sendo apontada como principal
escolha (30). Reconhece-se complicagdes freqlentes para a tireoidectomia total como o
dano ao nervo laringeo recorrente e o0 hipoparatireoidismo (31). Terapia com iodo
radioativo pode ser indicada ap0s a tireoidectomiatotal (13).

As variantes folicular, oncocitica e de células claras sdo consideradas de igual
prognostico quando comparadas a forma classica. A variante esclerosante difusa
apresenta propensdo a dissemina¢ao hematogénica, € comprometimento dos tecidos
extra-tireoidianos conferindo um pior progndstico quando comparada a forma cléssica
(32). No entanto a tireoidectomia total associada a disseccao dos linfonodos cervicais,
juntamente com a terapia radioablativa modificam para melhor o prognéstico dessa
variante biologicamente agressiva (13). A variante de células altas por afetar
preferencialmente individuos idosos e apresentar frequentemente extensdo extra-

tireoidiana ¢ também considerada de pior progndstico do que a forma cléssica (33).

Carcinoma Folicular de Tiredide

A OMS define o carcinoma folicular de tiredide como uma neoplasia epitelial
maligna com diferenciacéo para céulas foliculares na qual faltam as caracteristicas
nucleares do carcinoma papilar (34). Corresponde a 10 a 20% de todas as neoplasias
primarias da tiredide (35), mas em regides deficientes de iodo apresentam incidéncia
aumentada (36). Afeta preferencialmente mulheres de meia idade e raramente acomete
criangas. Em casos raros, a manifestacéo inicial pode ser de metéstases a distancia para
0ss0, pulm&o ou cérebro.

Macroscopicamente 0 carcinoma folicular tende a ser solitario, unifocal e
encapsulado. A superficie de corte tem coloracdo amarelada e as formas amplamente
invasivas contém hemorragia, necrose e aindainvasao obvia do parénquima tireoidiano.

Véarios padrbes microscépicos de crescimento podem ser observados no
carcinoma folicular (folicular, trabecular, insular e solido), mas eles ndo constituem
variantes histologicas. Geralmente o carcinoma folicular € hipercelular, constituido por
numerosos foliculos com células morfologicamente distintas do parénquima tireoidiano
normal, sendo cuboidais ou colunares baixas, raramente fusocelulares. Figuras mitéticas
e hecrose podem ser observadas, mas as degeneracdes sdo mais frequentes.

A caracteristica diagndstica que define o carcinoma folicular e o distingue dos
adenomas e hiperplasias nodulares ¢ a invasdo capsular e/ou vascular. Isto significa que

a capsula desses tumores deve ser exaustivamente estudada (35). Alta celularidade,
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padrdo de crescimento sélido ou pleomorfismo nuclear ndo sdo per se evidéncia de
malignidade. Os tumores apresentando essas caracteristicas, mas sem invasao capsular
e/ou vascular apds um estudo detalhado, podem ser seguramente classificados como
Adenoma Folicular ou Adenoma Atipico (35). Focos tnicos ou multiplos de células
neoplasicas podem ser observados penetrando a capsula parcialmente ou totalmente.
Existe controvérsia sobre se a invasdao capsular parcial tem o mesmo significado da
invasao total (por toda a extensao da capsula) (37;38). Hoje, o conceito mais aceito no
meio cientifico ¢ que somente a invasdo completa da capsula deverd ser considerada
como evidéncia de malignidade (35;38).

O acometimento vascular pode ocorrer em vasos de variados tamanhos. A
invasdo vascular € definida como extensdo direta do tumor para o lUmen vascular, ou
um trombo neopldsico aderente a parede vascular, necessitando que esses ninhos
neopl&sicos estejam cobertos por endotélio ou associados a trombos de fibrina (39). O
vaso acometido dever estar localizado na capsula ou fora do tumor. Esses critérios
morfol 6gicos estritos sdo necessarios para se evitar uma interpretacéo errénea baseada
em artefatos processuais nos quais células foliculares sdo mecanicamente desal ojadas,
durante o corte, e implantadas no interior dos vasos (35).

O carcinoma folicular minimamente invasivo constitui uma variante histol 6gica,
caracterizada por apresentar invasao capsular focal havendo polémica sobre a invaséo
vascular (37;38). Nao existe definicdo quanto ao nimero de focos invasivos para essa
classificacéo. O carcinoma folicular amplamente invasivo representa uma variante mais
rara com infiltracdo acentuada do parénquima tireoidiano e até mesmo dos tecidos
extra-tireoidianos, ja denotando ampla invasdo capsular e vascular. O carcinoma
folicular oncocitico é constituido em mais de 75% por células com caracteristicas
oxifilicas.

Como ja relatado, a distingdo entre um nédulo hiperplésico (adenomatéide), um
adenoma folicular e o carcinoma folicular recai na demonstracéo de invasao capsular e/
ou vascular. Desse modo a PAAF desses nédulos suspeitos néo € conclusiva (40;41)
devido aimpossibilidade da avaliagdo daguel es elementos morfol 6gicos nos esfregacos.
Geralmente o0 quadro citopatolégico se apresenta hipercelular com arquitetura
microfolicular dispersa ou em agregados tridimensionais. As células podem apresentar
variacdo no tamanho e na forma celular e nuclear. O colGide, por regra, é escasso. Os
laudos citopatol 6gicos do carcinoma folicular sdo concluidos de forma vaga como, por
exemplo, “processo proliferativo folicular favorecendo neoplasia’. O que se traduz
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clinicamente como um tumor que requer intervencdo cirlrgica para definicdo
diagnodstica. E apenas de 20 a 30% desses casos serdo de fato classificados como
malignos no exame histopatol 6gico (42-45). Dessa forma o diagnéstico citopatol 6gico
de “proliferacdo folicular favorecendo neoplasia’ pertence a uma categoria
indeterminada na classificagdo das PAAF detiredide (37).

Alguns estudiosos sugeriram que os casos diagnosticados como ‘“neoplasia
folicular” pelo exame citopatologico possam ser estratificados em lesdes com alto risco
para malignidade e lesdes que possam ser acompanhados clinicamente (42;46). Em um
estudo com 219 pacientes, foi demonstrado que lesdes com grandes dimensdes, fixacao
da massa aos tecidos vizinhos e pacientes jovens estdo associados a maior risco de
malignidade (43). Também j& foram correlacionados com maior probabilidade de
malignidade pacientes com mais de 40 anos, diagndstico de neoplasia de células de
Hiirthle, nodulos maiores que 3 cm e sexo masculino (37;46).

Nas Ultimas décadas houve uma melhora do progndstico do carcinoma folicular,
devido em parte a um diagndstico mais precoce. De maneira geral o carcinoma folicular
minimamente invasivo, quando corretamente tratado, tem uma sobrevida em 20 anos
superior a 95% (38;47), se assemelhando a curva de sobrevivéncia dos pacientes do
grupo controle. A variante amplamente invasiva, ao contré&rio tem um comportamento
biol6gico mais agressivo com sobrevida em 10 anos de aproximadamente 30% (38). As
metastases sdo geramente para os pulmdes e 0sso. O carcinoma folicular variante
oxifilica ndo apresenta diferencas no progndstico quanto as demais variantes. Existem
controvésias na literatura para o tratamento cirurgico indicado do carcinomafolicular. A
abordagem cirdrgica pode ser mas conservadora (lobectomia) ou radical
(tireoidectomia). Alguns estudos mostram que a tireoidectomia total ndo acarreta em
beneficios para o prognéstico do paciente quando comparada com a lobectomia (48).
No entanto, a cirurgia radical permite a negativagdo da tireoglobulina, facilitando o

monitoramento clinico por avaliacéo laboratorial.

Carcinoma Indiferenciado de Tiredide

Representa de 3 a 5% dos carcinomas da tiredide (49). Ocorre predominantemente
em mulheres idosas (50). Clinicamente, o carcinoma indiferenciado se apresenta como
massa cervical de crescimento rapido associado a sintomas de disfagia e rouquidao,
dispnéia e linfadenopatia (50). Trata-se de uma enfermidade potencialmente letal, cujo

diagnostico geralmente ¢ tardio resultando num tratamento ineficaz e prognostico
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sombrio (49). De fato em metade dos casos a lesdo ¢ inoperavel (35). Apesar do
tratamento a maioria dos pacientes morre em até 1 ano apds o diagndstico, com
sobrevida mediana de 3 a 4 meses (35;50).

Macroscopicamente esses tumores sdo grandes massas que ultrapassam a capsula da
tiredide e se estendem para os tecidos adjacentes, traquéia e linfonodos. A superficie de
corte apresenta substitui¢do do tecido tireoidiano normal por uma massa amarelada,
necroética e hemorragica.

Sao reconhecidos 3 padrdes arquiteturais microscopicos: células fusiformes, células
gigantes e escamoide (50). A variante de células fusiformes deve ser diferenciada dos
sarcomas como o fibrossarcoma, rabdomiosarcoma, hemangiopericitoma e histiocitoma
fibroso maligno. As células apresentam pleomorfismo e atividade mitdtica. Necrose €
comum e pode ser extensa.

Os esfregagos citopatologicos do carcinoma indiferenciado s3o altamente
celularizados, apesar de tumores com muita fibrose impedirem o desprendimento
celular durante a pungdo (51). Sdo observadas células bizarras com evidéncias
inequivocas de malignidade, isoladas ou em pequenos grupos, mostrando pleomorfismo
e variacdo de tamanho importante — lembrando esfregacos de sarcomas de alto grau
(52). Neutrofilos e debri celular sdo observados ao fundo. O esfregaco ¢ claramente
diagnostico de processo maligno devendo-se diferenciar de carcinoma medular, lesdes
metastaticas (carcinoma de células renais ou melanoma), histiocitoma fibroso maligno e

outros sarcomas.

Carcinoma Medular de Tireoide

Constitui um tumor maligno com diferenciagcdo para a célula C parafolicular
(35). Ocorre mais comumente na forma esporadica, mas a forma familiar pode
representar mais de 20% dos casos (53). E uma neoplasia secretora do antigeno
carcinoembriondrio (CEA), sendo sintomas comuns a diarréia e mais raramente a
sindrome de Cushing, devido a secregdo paraneoplasica de peptideos com acdo
hormonal (32). A sobrevida em 5, 10 e 15 anos € respectivamente de 65 a 87%, 51 a
78% e 65% (35).

Séo freqlentemente encapsulados a macroscopia, tendo uma consisténcia firme,
e cor branco-acinzentada. E mais comum no terco médio dos lobos, onde as células C

parafoliculares sGo mais comuns.
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Histologicamente caracteriza-se por uma variedade de padrdes (ninhos, corddes,
placas e trabéculas) com células variando de poligonais a fusocelulares. Os nucleos
dessas células sao redondos a ovais e apresentam uma cromatina finamente granular.
Além do amildide, o carcinoma medular pode conter mucina, melanina e varios
hormonios polipeptideos demonstraveis por imunohistoquimica. A caracteristica destes
tumores ¢ a producdo de calcitonina, CEA, cromogranina, sinaptofisina e enolase
neurdnio-especifica (estas 3 ultimas freqlientes em tumores neuro-enddcrinos).

Citologicamente ¢ facil a distingdo do carcinoma medular quando presentes as
células neuroendocrinas e amildide (52). No entanto uma das caracteristicas do
carcinoma medular € se apresentar de formas citomorfologicas bastante distintas. Existe
uma mistura de células fusocelulares, poligonais e redondas, mas caracterizadas pela

cromatina tipica (em “sal e pimenta”).

A INVESTIGACAO DO NODULO TIREOIDIANO

O principal sinal do cancer de tiredide ¢ o nddulo palpéavel, no entanto a grande
maioria destes ¢ benigna. A prevaléncia de nddulos tireoidianos na populacdo varia de
acordo com os métodos empregados. Nas autdpsias de pacientes assintomaticos,
verificou-se que 50% dos casos apresentavam nddulos tireoidianos (54). Enquanto que a
ultra-sonografia esses valores foram de 67% (55). E importante ressaltar que somente
5% desses nodulos sdo malignos (56;57), tornando-se necessaria uma investigacao
sistematica, pois as neoplasias malignas devem ser tratadas cirurgicamente (58).

Se os nddulos tireoidianos fossem excisados de forma indistinta - sem uma
investigacdo pré-cirurgica criteriosa - grande parte das cirurgias seria desnecessaria. E
esse, de fato, era o cendrio antes do uso da PAAF de tiredide. O médico na investigacao
de um noddulo tireoidiano, diante da duvida se a doenca era maligna ou benigna,
indicava a cirurgia. Porém no periodo pds-operatorio, apos o estudo histopatologico,
sabia-se que grande parte dos casos era benigna, tendo o procedimento cirurgico sido
indicado de forma desnecessaria. Grandes gastos hospitalares e eventuais morbidades
eram as conseqiiéncias dessa incerteza.

Koss e cols., em 1992, verificaram que ap6s a introducdo da PAAF de tiredide o
nimero de cancer presente nos produtos de tireoidectomia dobrou, de 16% para 31%
(59). Esses dados sdo confirmados por outros estudos mostrando um aumento de

propor¢ao de cancer nos produtos de tireoidectomia de 20 para até 50% (60). Em outra
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pesquisa, verificou-se uma reducdo de mais de 30% nas operacdes realizadas para
doencas benignas, o que acarretou em declinio do custo por paciente de 25% (61).

De todos os testes de investigagdo dos nodulos tireoidianos, a PAAF ¢ o mais
acurado, simples e rapido, além de ter um elevado custo/beneficio (3;4). Trata-se de um
procedimento ambulatorial em que o contetido do noédulo em investigagdo ¢ aspirado
com o auxilio de uma agulha fina e seringa e, apos, espalhado em laminas
convencionais podendo ser fixado ao ar (para coloragcdes com a técnica de May-
Grunwald-Giemsa) ou com dlcool etilico 95% (coloragdes de Papanicolaou ou
Hematoxilina e Eosina). O procedimento ndo apresenta complicagdes sérias, apenas
desconfortos locais € momentaneos como leve dor na regido ¢ hematomas (60).

Os laudos citopatologicos de tiredide ndo sdo padronizados, variando bastante entre
as instituicdes. Alguns citopatologistas preferem classificar nosoldgicamente o
esfregaco como “Boécio coldide” ou “Carcinoma Papilar”, outros utilizam algumas
propostas de classificacdo feitas por sociedades . Para fins de pesquisa e comparacao de
estudos os resultados da PAAF de tiredide podem ser dividos em: negativo(benigno),
suspeito (indeterminado), positivo (maligno) e ndo diagndstico(insatisfatério) (60).

As conclusdes ndo diagnoésticas (insatisfatérias) se referem as amostras improprias
para interpretacao citopatoldgica, geralmente devido a conteudo cistico ou material
hemorragico contendo poucas células foliculares (60). Esfregagos contendo no minimo
6 agrupamentos (em algumas instituicdes esse numero ¢ de 10 a 15) sdo considerados
satisfatorios para a analise (62). Na maioria dos servigos a taxa de material insatisfatorio
varia de 7 a 20%, e apesar da experiéncia (dos citopatologistas) ajudar na reducao dessa
taxa, um residual de 10% de material insatisfatorio se mantém (60;63;64).

Sem duvida, a introdugao da PAAF de tiredide, ha mais de trés décadas, melhorou a
capacidade diagndstica no periodo pré-operatorio, discriminando quais nodulos sio
malignos e indicados para uma terapéutica cirurgica adequada (60). Entretanto, os
beneficios se limitaram a isso, e desde sua introdugao na pratica clinica ndo houve mais
avancos no diagnostico citopatologico do cancer de tiredide (44).

A citopatologia da tiredide enfrenta hoje um importante dilema, nos casos com
resultados indeterminados, que chegam a 30% do total de aspirados (60). Esses, em sua
maioria, constituem as conclusdes “proliferagdo folicular” (41) que refletem a
incapacidade do exame citopatoldgico em detectar invasdo capsular e/ou vascular,
critérios essenciais para o diagndstico do carcinoma folicular (37;40). Apesar da grande

maioria desses nddulos indeterminados ser tanto hiperplasicos ou adenomas foliculares,
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cerca de 20 a 30% sdo, de fato, carcinoma folicular ou a variante folicular do carcinoma
papilar (42-45), como ja relatado antes. A impossibilidade de se atestar malignidade
nessas lesdes foliculares nao papilares (37), em materiais provenientes de PAAF, gera
grande ansiedade para a equipe médica (cirurgido, endocrinologista e citopatologista) e
para o paciente, e o tratamento cirurgico acaba sendo indicado por experiéncia clinica
ou mesmo por fatores sociais (65).

Virias tentativas de combinagao de elementos citomorfologicos foram feitas para se
definir se uma “lesdo proliferativa folicular” ¢ um nodulo hiperplasico ou uma
neoplasia. A avaliagdo da arquitetura folicular, caracteristicas nucleares e celularidade ja
foram estudadas como critérios para ajudar nessa distingdo (5). Porém quando esses
critérios citopatoldgicos sao correlacionados com o estudo histopatologico, nenhum tem
significancia estatistica (66).

A sensibilidade, especificidade e acurdcia diagndstica da PAAF de tireéide na
distingdo entre lesdes malignas e benignas podem ser obtidas ao se comparar os
resultados do exame citologico (PAAF) com padrao ouro: o resultado do exame
histopatologico da glandula excisada (20). Varios estudos realizaram essa observacao.
Porém existem grande diferencas, conseqiiéncia da variedade de critérios metodologicos
adotados, principalmente na classificacio dos nddulos suspeitos. Alguns estudos
relatam apenas os casos certamente malignos ou benignos, outros consideram os
adenomas como positivos. Essas decisdes obviamente terdo conseqiiéncias no resultado
final do estudo. Por exemplo, se os casos suspeitos citopatologicamente sio
considerados positivos (quando comparados com o exame histopatoldgico), entdo a
sensibilidade ird aumentar e a especificidade diminuir. Ao contrdrio, se o0s
pesquisadores considerarem os resultados suspeitos como negativo, a especificidade ira
aumentar e a sensibilidade diminuir. Considerando essa possivel interferéncia no
resultado, foi feito um estudo de meta-analise contendo sete relatos anteriores somando
um total de 18183 casos de PAAF (60). A sensibilidade variou de 65% a 98% (média
ponderada de 83%) e a especificidade de 72% a 100% (média ponderada de 92%).
Estudos posteriores verificaram resultados semelhantes com sensibilidade de 78% a
94% e especificidade de 96% a 99% (3;63;67-69). Esses resultados demonstram que a
PAAF de tiredide tem a especificidade um pouco mais elevada do que a sensibilidade,
segundo esse estudo.

Considerando que o maior impacto da PAAF de tiredide ¢ na indicagdo de um

procedimento cirargico, Cap e colaboradores, em 1999, analisaram a capacidade da
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PAAF em indicar corretamente a cirurgia em nodulos tireoidianos. Os resultados
citologicos foram divididos em suspeitos de malignidade e nao suspeitos. Os resultados
suspeitos foram considerados como verdadeiros positivos somente nos casos com
comprovagdo histologica de malignidade, e ndo em casos com diagndstico final de
adenoma. Verificou-se que a sensibilidade foi de 86%, especificidade de 74%, valor
preditivo positivo de 34%, valor preditivo negativo de 97% e acuracia diagnostica de
75% (64).

Esses resultados diferem muito quando comparados aos anteriormente descritos e
seguem a seguinte explicacdo: nos estudos com alta sensibilidade e alto valor preditivo
positivo, somente os casos claramente benignos ou malignos eram considerados no
calculo dos indices, omitindo uma grande proporc¢ao de casos suspeitos. Se os calculos
estatisticos de um desses estudos (69) fossem refeitos, considerando os casos suspeitos
(que indicam cirurgia) como positivos, a especificidade cai de 98 para 46% e o valor
preditivo positivo de 98,3 para 44% (64). Além do mais alguns estudos consideram
como negativos os casos que tiveram um seguimento clinico sem evidéncia de cancer, e
ndo casos com exame histopatologico negativo (64), um grave erro metodologico.

Para complementar essa investigagdo diagnostica, alguns grupos propdem a
realizagdo de uma bidpsia com agulha grossa, fornecendo material suficiente para um
estudo histopatologico. Esse procedimento associado a PAAF em nodulos com padrao
folicular melhorou a categorizacdo de nodulos hiperplasicos e neoplésicos (5;70;71).

Até hoje ndo existem marcadores clinicos, radioldgicos ou testes laboratoriais com
sensibilidade e especificidade suficiente para distinguir inequivocadamente se uma
lesdao proliferativa com padrao folicular da tiredide ¢ maligna ou benigna (72). Dessa
maneira, qualquer dado que puder melhorar a indicagdo dos procedimentos cirtirgicos
da tiredide representaria um significante avango na abordagem desses nodulos (73). Se
houvesse marcadores (clinicos, morfologicos ou moleculares) confidveis para a
deteccdo de células foliculares com transformacdo maligna, a indicagdo do
procedimento cirurgico seria mais apropriada.

Essa demanda desencadeou pesquisas para se encontrar moléculas estruturais e
funcionais que poderiam ser usadas como marcadores de malignidade, melhorando a
acuracia diagnostica da PAAF(74). Algumas moléculas foram estudadas e propostas,
como a Galectina-3, CD44v6, telomerase, HMGI(Y), fibronectina oncofetal,
ciclooxigenase-2 ¢ o HBME-1(6;75-78).
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A GALECTINA-3E OSTUMORES TIREOIDIANOS

As galectinas sdo moléculas da familia das lectinas que apresentam pelo menos uma
seqliéncia consecutiva de aminoacidos no dominio de reconhecimento de carboidratos e
afinidade para [-galactosideos(79). A galectina-3 foi primeiramente identificada como
um marcador de diferenciagdo macrofagica, denominado Mac-2(80). Em sua estrutura
bioquimica sdo reconhecidos 3 dominios: um dominio N-terminal, constituido por 20
residuos de aminoacidos; um dominio composto por 10 repeticdes de aminodcidos; e
um dominio de reconhecimento de carboidratos na por¢ao C-terminal, constituido por
aproximadamente 140 aminoacidos(81). A galectina-3 apresenta muitos ligantes intra e
extracelulares, entre eles, as lamininas, fibronectinas fetais, mucina, IgE, Bcl-2, RNA e
DNA(79). Em humanos, a galectina-3 ¢ expressada em vérios tecidos normais como o
colon, cérebro, ovario, estomago, figado, pele, endotélio e células inflamatorias (79).
Em alguns tecidos a expressdao da galectina-3 ¢ regulada durante as fases de
desenvolvimento embriologico e diferenciacao(82).

A galectina-3 localiza-se predominantemente no citoplasma, mas também ¢
encontrada no nucleo, na superficie celular e extracelularmente(83), sugerindo uma
multifuncionalidade para essa molécula. De fato, ja foram descritas diferentes funcdes a
depender da localizacdo subcelular. Quando ancorada na membrana celular, a
galectina-3 participa na intera¢do célula-célula e célula-matriz (84;85). No citoplasma,
exerce uma funcdo anti-apoptotica protegendo a célula da apoptose induzida por
anticorpos anti-Fas, agentes quimioterapicos, fator de necrose tumoral e oOxido
nitrico(86;87). A localizagdo nuclear estd envolvida no processamento do pré-RNA
mensageiro (88). Sua fun¢do foi implicada também na inflamagao (89) e transformacao
neoplasica (90).

Estudos in vitro demonstraram a relagdo entre a galectina-3 e a transformacgao
maligna das células epiteliais da tiredide. Ao se inibir a expressdo desta molécula em
células de carcinoma papilar, houve uma redu¢do no fendtipo maligno (91). Em outro
estudo, a transfeccdo do cDNA da galectina-3 para tiredcitos normais induziu uma
transformacdo para fendtipo maligno (92). Estes dados mostram que a galectina-3
exerce uma influéncia na manutencdo do fenotipo maligno, para as células foliculares.
Foi observado, também, que nas células foliculares receptoras do cDNA da galectina-3
houve uma super-expressao dos genes do retinoblastoma (RB), antigeno de proliferacao
celular nuclear (PCNA — Proliferating Cell Nuclear Antigen) e fator de replicagdo

(RFC- Replication Factor) (92). O mecanismo bioquimico da influéncia da galectina-3
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sobre esse padrao de expressdo génica ¢ obscuro, mas as evidéncias atuais mostram que
essa molécula protege a célula contra a apoptose induzindo uma fuga na fase G1 em
resposta a perda da ancoragem celular. Nessa via, a galectina-3 promoveria a
sobrevivéncia celular do émbolo tumoral na circulagdo, contribuindo para a patogénese
da metastase(93).

Diante da evidéncia da relacdo da galectina-3 com as neoplasias malignas de
tireoide, cogitou-se na possibilidade dessa molécula ser um longamente esperado
marcador de malignidade para lesdes proliferativas. Um trabalho pioneiro demonstrou
que a galectina-3 ¢ expressada em altos niveis por carcinomas foliculares e papilares, e
em niveis variados por carcinoma medular, ndo sendo expressada por adenomas(94).
Essas conclusdes desencadearam uma série de publicacdes acerca do uso dessa
molécula, confirmando os achados anteriores (76;77;95-105). No prosseguir das
pesquisas, o primeiro estudo multicéntrico veio validar os resultados obtidos
anteriormente (6). Nesse estudo, seis centros diferentes utilizaram o mesmo anticorpo
monoclonal contra a galectina-3. A conclusdo dos autores foi categoérica em rotular que
amostras de PAAF de tiredide, que apresentem positividade para a galectina-3, sejam
consideradas malignas e devam ser submetidas a tireoidectomia. Enquanto que os
nodulos negativos seriam condi¢des hiperpldsicas ou adenomatosas, devendo ser
seguidas clinicamente (6).

Foi verificado que a expressdo da galectina-3 era restrita a tumores malignos
derivados do epitélio folicular(100). Nao foi demonstrada a expressdao da molécula em
células normais ou fetais(106), sugerindo que na tiredide, a galectina-3 tivesse um papel
relacionado com a carcinogénese das células foliculares. Além disso, nao foi possivel
demonstrar a expressdo da molécula nas lesdes hiperplasicas e tumores benignos.
Existem estudos da expressdo dessa molécula em materiais provenientes de PAAF
(6;97;107;108). Diante dessas evidéncias, parecia que a Galectina-3 seria um marcador
de malignidade para os tumores da tiredide. No entanto alguns trabalhos mostraram
limita¢des desse método na diferenciacdo de nédulos malignos e benignos.

Foi verificada menor reatividade em carcinoma folicular (98;99;102), ¢ mesmo
quando presente, por vezes o era de maneira focal(109), o que poderia comprometer seu
uso na pratica da citopatologia por erro de amostragem. Foi verificada ainda, a
expressdo dessa molécula em alteracdes benignas como tireoidite de Hashimoto(110),
adenomas(111-113), e mesmo bdcio(113) utilizando-se a técnica da Reagdo de

Polimerase em Cadeia (PCR). Essa metodologia para avaliagdo de nddulos tireoidianos
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¢ muito questionada por outros autores (94;114) pois impediria a analise morfologica e
sua correlacdo com a expressao da galectina-3. Além disso, deve-se ressaltar que a
galectina-3 ¢ expressada naturalmente por histiocitos e células endoteliais, o que
acarretaria em aumento dos niveis dessa molécula quando utilizadas metodologias como
o Western blotting ou PCR(115) mesmo em tiredides normais pois esses métodos nao
conseguem discernir qual populacdo celular estd expressando a molécula. Portanto ¢
crucial o uso de ensiaos que identifiquem a localizacdo da expressao na célula ou no
w

tecido, como ¢ o caso da imunohistoquimica/imunocitoquimica e a hibridizacdo “in

situ” (100).

3. OBJETIVOS

O presente estudo tem como objetivo testar a expressao da galectina-3 como um

marcador de malignidade, em secg¢des histologicas.

4. MATERIAIS E METODOS
AMOSTRAS DE TECIDOS

Foi realizado um estudo retrospectivo com 90 casos de tireoidectomia estocados
no Centro de Anatomia Patoldgica do Hospital Universitario de Brasilia € no Nucleo de
Citopatologia e Anatomia Patologica do Hospital de Base do Distrito Federal. Esses
casos foram operados para tratamento independente do presente estudo. O material
estudado foi processado conforme a rotina do estudo histopatolégico: fixagdo com
formol e processado com inclusdo em parafina. Foram selecionados no total, 15 casos
de bocio adenomatoso, 24 de adenoma folicular, 29 de carcinoma papilar ¢ 22 de
carcinoma folicular. Em 50 casos foi possivel avaliar também o parénquima tireoidiano
normal encontrado na adjacéncia do tumor.

Essa amostra foi obtida de maneira seqiiencial, sem qualquer pré-selecao, e
ocorreu de acordo com a disponibilidade dos blocos de parafina. Alguns casos, por
exemplo, ndo estavam disponiveis por diversos fatores, entre eles a retirada prévia dos
blocos pelo paciente, ou devido as mas condicdes técnicas dos blocos que nao
permitiam a realiza¢dao do procedimento de imunohistoquimica.

Em posse dos blocos de parafina, foram realizadas sec¢des histologicas coradas
em H.E. para revisdo do diagnoéstico e sele¢do dos blocos para imunohistoquimica. Essa

selecdo foi guiada pelos critérios de adequabilidade (condi¢des técnicas como fixacao) e
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representatividade da lesdo a ser estudada. A reagdo de imunohistoquimica foi feita em
pelo menos 2 blocos por caso, para se testar a focalidade da reacao.

Foram registrados a idade e o sexo do paciente para cada caso a fim de se
comparar os dados epidemioldgicos da amostra com os de cada enfermidade. Outras
informagdes clinicas (por exemplo sintomas e niveis hormonais), ndo estavam

disponiveis.
IMUNOHISTOQUIMICA

O estudo imunohistoquimico foi realizado em seccdes de tecido, obtidos a partir
dos blocos selecionados, com a finalidade de se pesquisar a expressao da galectina-3,
utilizando o protocolo da Estreptovidina Peroxidase.

As amostras sel ecionadas foram submetidas a microtomia obtendo-se seccdes de
tecido na espessura de 3 micrdmetros que foram colocados em laminas de vidro,
previamente limpas, desengorduradas e sSilanizadas em solugdo de 3-
aminopropyltriethoxy-silano (Sigma Chemical CO., StLouis, MO/USA).

Os procedimentos para a reacdo de imunohistoquimica sdo detalhados a seguir:

1 - Hidratacdo das laminas. A desparafinizacdo das seccdes de tecido foi
realizada em trés banhos de substituto vegetal de xilol [Eco-k ®], na estufa a 37°C. A
seguir, as secgbes foram hidratadas em quatro banhos de acool (alcool absoluto, cool
a95%, 90% e 80%).

2 - Blogueio da peroxidase enddgena: Foram realizados trés banhos de 10
minutos cada com agua oxigenada a 3%.

3 — Pré-tratamento das laminas. O proximo passo em uma bateria usua de
imunohistoquimica seria a recuperacéo antigénica com calor. No entanto, essa etapa foi
omitida no sentido de se evitar falsos positivos por reacdo cruzada com elementos
constitutivos das células tireoidianas (comunicagdo pessoal com o Dr. Venancio A. F.
Alves— FMUSP).

4 — Reagente Primario: As laminas foram distribuidas sobre espumas de
borracha, umedecidas com agua, que foram acondicionadas em cubas plasticas dotadas
de tampas. Cada lamina foi lavada com TBS e secada. A seguir foram gotejados sobre
elas 0s reagentes primérios, anticorpos anti-galectina-3, clone 9C4 (Novocastra
Laboratories) previamente diluidos em 1:500. A reacdo teve a duragdo de uma noite
(over night), a4°C.
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5 - Reagente Secundario (Kit Dako K-0690-LSAB+®): Cada lamina foi lavada
com TBS e secada. A seguir foram gotejadas sobre elas o Reagente Secundério. As
I&minas foram incubadas durante 30 minutos a temperatura ambiente.

6 - Reagente Streptoavidina peroxidase (Kit Dako K-0690-LSAB+®): Cada
lamina foi lavada com TBS. A seguir foram gotegjadas sobre elas o Reagente
Streptoavidina peroxidase. As laminas foram incubadas durante 30 minutos a
temperatura ambiente.

7 - Solucéo de DAB liquido (Kit K-3466 Dako ®): Todas as |aminas foram
lavadas com TBS, a seguir foi gotejada a Solugdo DAB. As laminas foram incubadas
durante 10 minutos a temperatura ambiente.

8 — Hematoxilina: As laminas foram retiradas das bandejas e colocadas em cuba
de coloracdo para serem lavadas em agua corrente. A seguir foram coradas pelo método
de Hematoxilina de Harris, durante 20 segundos. Em seguida as |aminas foram lavadas,
rapidamente, em &gua amoniacal e, depois, em &gua corrente.

9 - Montagem das laminas. Para finalizar, as laminas foram desidratadas,
diafanizadas e as seccdes de tecido foram recobertas com laminulas de vidro,

utilizando-se paraisso resina sintética— Entellan ®.

ANALISE DA REACAO AO MICROSCOPIO OPTICO

Utilizando-se os procedimentos descritos acima, tém-se uma reacdo positiva
quando existe deposito de material acastanhado (produto depositado da reagdo de
peroxidase). Foi feita uma graduagdo semi-quantitativa da rea¢do, com avaliagdo da
Intensidade de Reacdo no Citoplasma (IRC), a Distribuicdo da Reagdao pelo Tumor
(DRT) e a presenca de Reagdo Nuclear (RN).

A Intensidade de Reacdo no Citoplasma foi graduada em: (+) fraca, (++)
moderada e (+++) forte. Ja a Distribui¢do da Reagdo pelo Tumor foi graduada de acordo
com a proporcao da area do tumor que se mostrou positiva, sendo que (+) representa
menos de 25%; (++) entre 25 e 50%; (+++) entre 50 e 75%; (++++) mais de 75% do
tumor. Com isso ¢ possivel graduar a intensidade da reagcdo bem como se ela ¢ focal ou
difusa.

A Reacdo Nuclear foi avaliada se presente ou ndo, sem quantificagdo. Foi

pesquisado ainda se os foliculos linféides, bem como as células foliculares adjacentes a
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esses foliculos eram positivos. Em 50 casos o parénquima tireoidiano normal, adjacente

a tumoracao, foi também examinado e classificado em positivo ou negativo.

ANALISE ESTATISTICA

Para se comprovar a validade da galectina-3 no diagndstico de malignidade de
tumores da glandula tiredide, € necessaria a comparacao dos resultados obtidos na
reacdo com um teste definido como padrao ouro, o diagnéstico histopatologico. Este ¢
considerado um método inquestionavel para a defini¢do do comportamento bioldgico do
nddulo. Através dessa comparacdo pode-se calcular a sensibilidade, especificidade,
valor preditivo positivo, valor preditivo negativo, acuracia diagnoéstica, “Likelihood
Ratio” Positiva e “Likelihood Ratio” Negativa da reagdo para o diagnostico de
malignidade nos tumores estudados. Os calculos foram realizados com auxilio do
programa BioEstat 5.0.

A sensibilidade ¢ definida como a probabilidade de se a reagdo for positiva, o
caso estudado ser cancer, ou seja, mostra a capacidade da galectina-3 em selecionar os
casos malignos. A especificidade ¢ entendida como a probabilidade de sendo o teste
negativo, o tumor ser benigno, em outras palavras, ¢ a propriedade da reacdo estudada
excluir os casos benignos. O valor preditivo positivo ¢ definido como a probabilidade
pos teste de um caso positivo ser cancer e valor preditivo negativo ¢ a probabilidade pos
teste de um caso negativo ser benigno. Acurécia diagnostica ¢ a propor¢ao de todos os
testes realizados terem resultados corretos (compativeis com o padrdo ouro). A
“Likelihood Ratio” Positiva representa a razao da probabilidade (chance) de o caso ser
maligno quando a reagdo ¢ positiva. E a “Likelihood Ratio” Negativa ¢ a razdo da
probabilidade do caso ser maligno quando o teste for negativo (116).

O valor preditivo positivo e negativo, assim como a acuracia diagnostica sdo
dependentes da prevaléncia da doenca na amostra estudada. Por isso também foram
calculados esses valores utilizando-se uma prevaléncia de 5%, que corresponde a
proporcao de cancer em nodulos de tiredide(56;57).

A metodologia proposta ¢ classificada como retrospectiva, pois se baseou no
resultado do teste padrao-ouro (o estudo histopatologico), para se selecionar os casos €

entdo realizar o ensaio.
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5. RESULTADOS

A TABELA 1 mostra a propor¢ao do sexo feminino e a média da idade para os
casos de bocio adenomatoso, adenoma folicular, carcinoma papilar e carcinoma folicular

obtidos a partir da amostra levantada.

TABELA 1. Descricdo da amostra comparando a propor¢ao de individuos do sexo
feminino e a média de idade para os casos estudados.

n_ Sexo(F:M) Idade
Bocio Adenomatoso 15 14:1 43,8 (x15,5)
Adenoma Folicular 24 11:1 43,5 (¢15,3)
Carcinoma Papilar 29 8,6:1 44 1 (x15,2)
Carcinoma Folicular 22 4,2:1 43,8 (x16,2)

A Tabela 2 resume os achados da andlise da expressdo da galectina-3 nos
tecidos estudados. Nao foi verificada imunomarcagdao em nenhum dos casos de tiredide
normal. Dos 15 casos de bdcio adenomatoso, apenas um demonstrou positividade
citoplasmatica com expressdo fraca IRC (+) e focal DRT (+) (Figura 1D); 5 casos

tiveram positividade nuclear.

TABELA 2. Semi-quantificacdo da Intensidade de Reagdo no Citoplasma (IRC),
Distribui¢ao da Reagdo pelo Tumor (DRT) e presenca de Reacao Nuclear (RN).

Cito?)leaas?igtica IRC’ DRT" RN™
n Negativa  Positiva + ++ +++ + ++ +++ ++++ Positivo
Tiredide Normal 50 50 0 0 0 0 0 0 0 0
Bocio Adenomatoso 15 14 1 1 0 1 0 0 0 5
Adenoma Folicular 24 20 4 2 2 3 1 0 0 4
Carcinoma Folicular 22 4 18 1 11 6 1 1 4 12 17
Carcinoma Papilar 29 0 29 0 7 22 1 1 7 20 14

*IRC Intensidade de Reagdo no Citoplasma: (+) Fraca; (++) Moderada; (+++) Forte
**DRT Distribui¢ao da Reagéo pelo Tumor: (+)Menos de 25%; (++) Entre 25 e 50%; (+++) Entre 50 ¢
75%; (++++) Mais de 75% do tumor
***RN Reagdo Nuclear
Quatro casos dos vinte ¢ quatro de adenoma folicular tiveram imunomarcagao no
citoplasma (Figura 2A), com intensidades variando de fraca a média IRC (+) ou (++),
com expressao focal DRT (+) ou (++).
Em relacdo ao carcinoma folicular, mais de 81% da amostra teve o citoplasma
positivo para a reacdo (Figura 1A), com maior quantidade de casos tendo IRC de (++) e

DRT de (++++). Dezessete casos foram positivos na marcagdo nuclear. Quatro casos

ndo tiveram marcacgao citoplasmatica.
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Todos os casos estudados de carcinoma papilar foram positivos para a
galectina-3, tendo reacdes citoplasmaticas classificadas em sua maioria como fortes IRC
(+++) e difusas DRT (++++) (Figura 1B e 1C). Destes, seis eram da variante folicular.

Foi verificada ainda a expressdo da galectina-3 por macréfagos (nos centros
germinativos e no interior de foliculos), células endoteliais, ¢ até mesmo por células
foliculares ndo neoplésicas dispostas no interior e ao redor de foliculos linféides (Figura
2B, 2C e 2D).

A sensibilidade, especificidade, valor preditivo positivo, valor preditivo
negativo e acuracia diagnostica para a reatividade citoplasmatica (Tabela 3) foram,
respectivamente, 92,16%, 94,38%, 90,38%, 95,45% e 93,57%. A prevaléncia de casos
positivos(malignos) foi de 36%. Os valores para a “Likelihood Ratio” Positiva e a
“Likelihood Ratio” Negativa foram 16,40 e 0,08 respectivamente. Apos a corregdo para
prevaléncia de 5% o valor preditivo positivo, valor preditivo negativo e acuracia

diagnostica corresponderam a 46,33%, 99,56% e 94,27%

TABELA 3 Valores da sensibilidade, especificidade, valor preditivo positivo, valor
preditivo negativo, acurdcia diagnostica, “Likelihood Ratio” Positiva, “Likelihood
Ratio” Negativa para reatividade citoplasmatica da galectina-3 no diagnostico de
malignidade de tumores de tiredide, de acordo com a prevaléncia da amostra (36%) e
apos correcdo para prevaléncia de 5%.

Prevaléncia de Corregdo para
36% (amostra) prevaléncia de 5%
Sensibilidade 92,16%
Especificidade 94,38%
Valor Preditivo Positivo 90,38% 46,33%
Valor Preditivo Negativo 95,45% 99,56%
Acuracia 93,57% 94,27%
“Likelihood Ratio” Positiva 16,40
“Likelihood Ratio” Negativa 0,08

Houve 5 casos falso-positivos (Erro Tipo [=5,62%), sendo um caso referente a
bocio e 4 casos de adenoma folicular. Foi verificado ainda 4 casos de falso-negativos
(Erro Tipo 11=7,84%), todos envolvendo amostras de carcinoma folicular.

A Tabela 4 apresenta os dados referentes & imunomarcagdo nuclear para a
galectina-3. Os valores da sensibilidade, especificidade, valor preditivo positivo, valor
preditivo negativo e acuracia diagndstica foram menores que os encontrados para a
reacdo citoplasmatica, correspondendo respectivamente a 60,78%, 89,89%, 77,50%,
80,00% e 79,29%. Os valores para “Likelihood Ratio” Positiva e “Likelihood Ratio”

Negativa foram de 6,01 e 0,44 respectivamente.
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TABELA 4 Valores da sensibilidade, especificidade, valor preditivo positivo, valor
preditivo negativo, acuracia diagnostica, “Likelihood Ratio” Positiva, “Likelihood
Ratio” Negativa para reatividade nuclear da galectina-3 no diagnostico de malignidade
de tumores de tireodide.

Sensibilidade 60,78%
Especificidade 89,89%
Valor Preditivo Positivo 77,50%
Valor Preditivo Negativo 80,00%
Acuracia 79,29%
“Likelihood Ratio” Positiva 6,01

“Likelihood Ratio” Negativa 0,44

6. DISCUSSAO

A presente dissertacdo relata um estudo experimental que testou a expressdao da
galectina-3, por células foliculares, como um marcador diagnodstico de malignidade em
tumores da tiredide. Para isso, a imunomarcacdo dessa molécula foi pesquisada em
produtos de tireoidectomia e confrontada com o exame histopatologico (padrdo ouro).

A amostra do presente estudo teve a distribui¢do de idade e sexo compativel com
as relatadas na literatura. Essas doencas sdo mais prevalentes em mulheres e em
individuos adultos - na 5% e 6* décadas de vida(13). O carcinoma folicular ¢ o tipo
histologico que apresenta a menor relagdo entre individuos do sexo feminino e
masculino(13), conforme foi observado. Desta forma, a amostra estudada pode ser
considerada representativa das doencas listadas.

Entre os casos de carcinoma, a expressdo citoplasmatica da galectina-3 foi mais
freqiliente para o carcinoma papilar, sendo todos os casos positivos, enquanto que para o
carcinoma folicular, 19% da amostra ndo apresentou imunomarcagdo. Essa maior
freqiiéncia da expressdo da galectina-3 nos casos de carcinoma papilar ja foi descrita
por outros trabalhos (6;95;96;117). E interessante notar que na presente amostra de 29
casos nao houve falso-negativos, e existem relatos da sua ocorréncia com freqiiéncia
variando de 7% a 16% (6;76;103). Na maior amostra estudada, em 201 casos, 195
(97%) foram positivos (6). Esse quadro sugere que uma via oncogenética envolvendo a
expressdo da galectina-3 ¢ freqlientemente ativada nos casos de carcinoma papilar.
Entretanto apesar do fato desses dados serem, em primeira andlise, animadores
esbarram em dificuldades quando se pretende extrapolar sua aplicacio para a
citopatologia. Ora, o carcinoma papilar ¢ o tipo histolégico mais facilmente

caracterizado pelo exame citopatologico, em virtude das suas caracteristicas nucleares
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peculiares (17;18). Entdo a aplicagdo de um procedimento complementar para a triagem
de um caso maligno teria pouca importancia se presentes critérios morfologicos
suficientes para o diagnostico de carcinoma papilar.

O ideal, para a aplicagdo deste teste em produtos de PAAF, seria que a expressao
da galectina-3 tivesse uma forte relacdo com o carcinoma folicular, pois faltam critérios
citopatoldgicos para o seu diagnodstico. Além disso, foi verificado que em 2 casos de
carcinoma folicular e 2 casos de carcinoma papilar, a expressao esteve restrita a menos
de 50% da area tumoral (DRT + ou ++). Esse fato deve ser ressaltado uma vez que uma
amostragem pouco representativa de um caso de carcinoma papilar ou carcinoma
folicular pode ser negativa, mesmo em casos verdadeiramente positivos, devido a
focalidade da expressao da galectina-3. Essa ressalva ja havia sido feita anteriormente
(100;109;118) e devera ser considerada na avaliacdo de um caso individual.

Quatro dos 24 adenomas foliculares foram falso-positivos. Bartolazzi e cols., em
2001, levantaram a hipdtese de que os adenomas foliculares com expressao da
galectina-3 sdo na verdade representados por células malignamente transformadas, nas
quais a invasdo capsular e/ou vascular ainda ndo ocorreu (6). Ou seja, essas lesdes
corresponderiam a uma neoplasia maligna em estdgio inicial, ou a uma lesdo
potencialmente maligna. Essa afirmacao necessita de melhor investigacao prospectiva.
Os dados do presente estudo nao ajudam na elucidagdo desta hipotese.

Outro caso falso positivo foi de bocio adenomatoso o qual apresentou expressao
citoplasmatica fraca e focal. Com tantas evidéncias sobre a implicagdo da galectina-3 no
ciclo celular e na progressdao maligna, fica dificil defender a expressdao dessa molécula,
que denota um fendtipo maligno, em uma alteracao hiperplasica como ¢ o caso do
bocio. Por isso € mais plausivel aceitar que houve um resultado falso-positivo por viés
no teste empregado. O meio de revelacdo disponivel para a reacdo foi da
estreptoavidina, que utiliza anticorpos secundarios biotinilados. Alguns trabalhos
utilizaram meios livres de biotina (107;119;120) para reduzir as reagdes ndo especificas.
Os meios de revelacdo que utilizam anticorpos secundérios conjugados a biotina podem
revelar uma atividade endoégena, constitucional, e ndo a reagdo especifica
(reconhecimento do anticorpo anti-galectina-3 e seu antigeno). Ou seja, o que ¢ revelado
¢ uma reacdo de fundo e ndo uma reagdo especifica. Esse viés, além de ocorrer na
tiredide, ¢ comum em outros tecidos como o figado. Dessa forma alguns autores
advogam que para se garantir menor propor¢ao de reagdes cruzadas, deve-se utilizar

meios livres de biotina ou outros procedimentos para seu bloqueio (99;100;114;115).
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Durante a bateria realizada, foi feita tentativa de ndo ativar a atividade biotina
endogena evitando-se o passo da reativagdo antigénica. No entanto, esse procedimento
pode nao ter sido satisfatorio nesse caso, acarretando na reagdo inespecifica.

Foi evidenciada expressdo da galectina-3 por macréfagos, endotélio e também
por células foliculares normais localizadas dentro ou ao redor de foliculos linfoides.
Sabe-se que algumas cé¢lulas e tecidos, entre eles macrofagos e endotélio, expressam
constitucionalmente a galectina-3(79). Outros pesquisadores ja haviam observado que
células foliculares aprisionadas em, ou ao redor de, foliculos linféides expressam a
galectina-3 de forma inesperada (95;96;110;117;118;121). Nessas areas de inflamacao
cronica, suspeita-se que ocorra uma neosintese da molécula induzida por citocinas
secretadas pelas células inflamatérias, ou simplesmente uma permeabilidade da
galectina-3 dos linfocitos e macrofagos para as células foliculares vizinhas (121;122).
Esse fendmeno pode trazer sérias repercussdes para a aplicacao desse teste em materiais
citopatologicos, pois um grupo celular positivo para a expressao da galectina-3 pode ser
decorrente nao da progressao neoplasica, mas dessa alteracao induzida pelo processo
inflamatério cronico.

A expressdo nuclear da galectina-3 se mostrou menos sensivel e especifica do
que a citoplasmatica, € com base nisso ndo devera ser considerada numa possivel
aplicacao. Outros autores ja haviam notado até mesmo que algumas condi¢des
fisioldgicas das células foliculares estdo associadas a reagdo nuclear (77;114).

Quando analisada toda a amostra, a sensibilidade e especificidade da expressao
citoplasmatica da galectina-3 para o diagnostico de malignidade foi de 92,16% e
94,38%, respectivamente. O valor preditivo positivo e valor preditivo negativo foram,
respectivamente, 90,38% e 95,45%. Em uma comparacao, esses valores sdo superiores
aos observados por Cap e colaboradores, quando avaliaram a capacidade da
citopatologia em indicar corretamente o procedimento cirargico (64). Esses
pesquisadores observaram sensibilidade de 86% e especificidade de 74%, valor
preditivo positivo de 34% e valor preditivo negativo de 97%, além de acuracia
diagnostica de 75%. Porém, apos a corre¢do da prevaléncia de doenga para 5%, o valor
preditivo positivo caiu para 46,33%, enquanto o valor preditivo negativo e a acuracia
diagnostica foi de 99,56% e 94,27%, respectivamente.

Os casos falso-positivos observados na presente amostra tiveram grande peso
para o baixo valor preditivo positivo observado, apds as corregdes para a prevaléncia de

5%. Dos cinco casos observados, um provavelmente foi decorrente de artefato técnico
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como ja relatado acima. Os demais corresponderam a casos de adenoma folicular. Deve-
se estar atento para o fato de que alguns adenomas foliculares expressarem a
galectina-3, quando uma decisdo cirurgica depender desse teste. No entanto, mesmo
apos a corre¢do da prevaléncia o valor da acurécia diagndstica manteve-se alto.

Em trabalhos que estudam testes diagnosticos, valores do “Likelihood Ratio”
Positivo maior que 10 e do “Likelihood Ratio” Negativo menor que 0,10 sdao definidos
como referéncia para se considerar que o teste estudado ¢ clinicamente relevante (123).
Foram calculados os valores de 16,40 e 0,08 para o “Likelihood Ratio” Positivo e
“Likelihood Ratio” Negativo. Ou seja, na presente amostra, a expressdo citoplasmatica
da galectina-3 representa um risco 16,40 vezes maior de a neoplasia ser maligna.
Portanto tém-se uma demonstragdo estatistica do forte potencial deste marcador para a
selecdo de neoplasias malignas.

Nao existem testes diagnosticos perfeitos, sem resultados falso-positivos ou
falso-negativos. Desta maneira, ao interpretar o resultado de um ensaio, o médico se
depara com a incerteza sobre o estado da doenca de seu paciente (o resultado do teste
assegura ou afasta a doenga pesquisada?). E quando se trata de pesquisa para cancer, as
decisdes diagnosticas erradas podem ter conseqiiéncias desastrosas para o paciente pois
com muita freqiiéncia o tratamento oncoldgico ou ¢ uma cirurgia radical ou envolve
radio e quimioterapia. Assim sendo, ¢ mister saber com que freqiiéncia ocorrem os erros
em determinado teste (123) e além disso, qual o poder que o teste tem em selecionar os
casos em que a doenga estd presente e excluir os casos nos quais nao ha doenga.

Para facilitar o entendimento dos estudos sobre testes diagndsticos, foi publicado
uma iniciativa chamada de STARD, sigla em inglés para Standards for Reporting of
Diagnostic Accuracy (124). Esse grupo delimitou algumas condig¢des que os estudos
sobre testes diagnosticos devem satisfazer para serem considerados confidveis e
aplicaveis na pratica clinica. Essas premissas foram ressaltadas para estudos com a
galectina-3 em tumores tireoidianos (73) e sdo: (1) desenho prospectivo do estudo; (2) o
estudo deverd examinar uma populagcdo clinicamente relevante, com individuos
portadores da doenca na mesma propor¢do que eles se encontram na populacdo em
geral. E também deverdo ser avaliados os casos em que o resultado citopatoldgico ndo
se enquadra em maligno ou benigno (“proliferagdes foliculares”) para se saber a real
aplicagdo deste procedimento em um momento de decisdo diagndstica; (3) presenca de
um exame padrao-ouro, no caso o exame histopatologico do noédulo; (4) a interpretagdo

do teste e do padrao ouro deve ser independente e cega — essa premissa sera melhor
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satisfeita se o desenho do estudo for prospectivo; (5) quantificagdo da concordancia
inter e intraobservador; (6) estratificacdo do resultado positivo.

Considerando essas condi¢des o presente trabalho ndao teve um desenho
prospectivo uma vez que partiu do diagnostico histopatoldgico, para a realizagdo do
teste e ainda a extrapolacdo dos resultados para materiais citopatoldgicos. O desenho
retrospectivo pode ter violado a premissa do resultado do teste ter sido independente e
cego. A amostra foi levantada por conveniéncia, de acordo com a disponibilidade dos
blocos de parafina. O ideal seria ter-se a disposicdo os casos que foram classificados
como “proliferagdo folicular” ao exame citopatologico. A escolha do exame padrio-
ouro (histopatoldgico) ¢ inquestiondavel na literatura. Nao foi realizada uma
comparacao da concordancia inter e intraobservador.

Portanto a metodologia executada no presente estudo ndo preencheu todos os
critérios do STARD. Porém a virtude dos resultados apresentados foi acrescentar dados
a literatura e descrever as situagdes em que eventuais falso-positivos e falso-negativos
podem ocorrer. Os resultados obtidos estdo em consonancia com os demais publicados
no sentido de apontar a expressdo da galectina-3 por tumores tireoidianos como um
forte indicio de um comportamento bioldgico maligno.

A aplicagdo da galectina-3 na histopatologia e citopatologia da tired6ide podera,
diante das evidéncias atuais, melhorar o diagnostico das lesdes tireoidianas. Em
espécimes cirurgicos, sua alta sensibilidade e especificidade (6), ajudaréd na defini¢do da
natureza maligna de nddulos encapsulados de padrao folicular, com nucleos suspeitos
para carcinoma papilar (por exemplo diagndstico diferencial entre adenoma folicular e a
variante folicular do carcinoma papilar). E também ajudard na distin¢do entre adenoma
folicular e carcinoma folicular minimamente invasivo (105). Além disso servira de
auxilio na distingdo entre cistos malignos de cistos hemorragicos no contexto de bocio
(100).

Em material obtido por PAAF, quer sejam esfregacos ou cell blocks, a expressao
da galectina-3 por células foliculares pode constituir um elemento molecular para
identificacdo dessas células como malignas, que demanda tratamento cirtrgico. Diante
de esfregagos com elementos cisticos, a imunomarcacdo com a galectina-3 mostrou
maior sensibilidade do que os critérios citopatoldgicos, no reconhecimento de células
malignas (carcinoma papilar cistico contendo raras células epiteliais no fluido aspirado)

(104). No caso de resultados negativos, deve-se ressaltar que alguns materiais
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correspondentes a carcinomas expressam a molécula de forma focal (100;109), portanto
aumentando os riscos para um resultado falso negativo, devido a viés de amostragem.

Apesar de ter alta especificidade e sensibilidade, a expressao da galectina-3 nao
pode ser demonstrada em alguns casos da maneira esperada, ou como nos casos de
adenoma folicular ela ¢ observada sem a lesdo ser maligna. Portanto a pesquisa por
outros marcadores para serem utilizados em conjunto com a galectina-3 podera
aumentar a acuracia diagnostica. O produto da fusdao do gene PAX8-PPARgamma foi
demonstrado estar presente em nucleos de carcinoma folicular e ndo em adenomas
(125). Porém esses resultados nao foram reproduzidos e a especificidade deste marcador
pode ser baixa(100). Outra linha de pesquisa ¢ a investigagdo da HBME-1 (um
marcador de células mesoteliais) e isoformas da enzima peroxidase da tiredide (TPO)
que sdo superexpressados em tumores malignos tireoidianos. A acurdcia destes
marcadores também foi demonstrada em espécimes de PAAF(126). Uma vez que
nenhuma destas moléculas ¢ 100% especifica e sensivel, € mais razoavel propor que um
painel de marcadores ira fornecer os maiores indices de acurdcia diagnostica em
materiais de PAAF (126;127).

Esses testes moleculares devem ser encarados como complementares ao estudo
citopatolégico e ndo uma substituigdo. E por esse motivo ensaios como a
imunocitoquimica devem ser preferidos pois possibilitam no mesmo material uma
anadlise morfologica e imunofenotipica (114). Entretanto a aplicacdo desses
procedimentos na pratica clinica aguarda resultados de estudos prospectivos, com

grandes amostras que satisfagcam os critérios do STARD.

7. CONCLUSAO

A imunomarcagdo citoplasmatica pela galectina-3 se comportou como um
marcador de malignidade em tumores de tire6ide com nitida preferéncia de expressao
para os casos malignos. Casos falso-positivos foram observados em adenomas
foliculares e bocio adenomatoso. Casos falso-negativos foram observados em
carcinomas foliculares. Foi observado ainda a expressdo da molécula por células
foliculares normais situadas em microambientes de inflamagao cronica.

A sensibilidade, especificidade, valor preditivo positivo, valor preditivo
negativo, acuracia diagnodstica, “Likelihood Ratio” Positiva e “Likelihood Ratio”
Negativa foram respectivamente de 92,16%, 94,38%, 90,38%, 95,45%, 93,57%, 16,40 e

0,08. Apos a corregdo para prevaléncia de 5%, o valor preditivo positivo, valor preditivo
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negativo e acuracia diagnostica passaram a ser 46,33%, 99,56% e 94,27%,

respectivamente. Esses dados sugerem que a pesquisa pela expressao da galectina-3

poderd ajudar na distingdo de um nédulo maligno e benigno.
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ANEXO I

Tabela com descricdo por caso da origem do material, identificagdo, sexo, idade,
diagnostico histopatoldgico, intensidade de reagdo citoplasmatica, distribui¢dao da reagao
pelo tumor e presenca de reacdo nuclear.

N | sexo | Idade Higt'ﬁggﬁﬁg;?co IRC DRT RN
Caso
1 M 29 Carcinoma Folicular ++ ++++ +
2 F 40 Adenoma Folicular 0 0 +
4 M 38 Adenoma Folicular 0 0 0
7 F 37 Adenoma Folicular 0 0
8 F 49 Carcinoma Papilar ++ ++++ +
9 F 36 Carcinoma Folicular 0 0 0
10 F 40 Carcinoma Folicular ++ ++++ +
11 F 48 Carcinoma Folicular 0 0 0
12 F 40 Carcinoma Folicular +++ +H++ +
13 F 27 Adenoma Folicular + + +
23 F 62 Carcinoma Folicular ++ ++++ +
24 F 35 Adenoma Folicular 0 0 0
25 F 71 Adenoma Folicular 0 0 0
26 M Carcinoma Folicular +++ ++++ +
27 F 37 Carcinoma Papilar ++ ++++ 0
28 M 61 Carcinoma Papilar +++ ++++ +
29 F 38 Adenoma Folicular 0 0 0
30 F 20 Carcinoma Folicular ++ ++ 0
32 F 25 Adenoma Folicular 0 0 0
34 Carcinoma Folicular +++ +H++ +
35 F 36 Carcinoma Folicular ++ ++++ +
36 M 60 Carcinoma Folicular ++ +++ +
37 F 36 Adenoma Folicular 0 0 0
38 F 30 Adenoma Folicular 0 0 0
39 F 24 Adenoma Folicular 0 0 0
40 F 77 Adenoma Folicular 0 0 0
41 F Adenoma Folicular 0 0 0
42 F 27 Adenoma Folicular 0 0 0
43 F 24 Carcinoma Folicular ++ +H++ +
44 F Adenoma Folicular + + 0
45 Carcinoma Folicular +++ ++++ +
46 40 Adenoma Folicular 0 0 +
47 22 Carcinoma Folicular ++ +++ +
48 Adenoma Folicular 0 0 0
49 F 45 Carcinoma Folicular ++ +++ +
50 F 48 Carcinoma Folicular ++ +H++ +
51 F 78 Carcinoma Folicular +++ +H++ +
52 F 37 Adenoma Folicular 0 0 0
53 F Carcinoma Folicular 0 0 0
54 F 60 Carcinoma Folicular ++ ++++ +
55 F Adenoma Folicular ++ + 0
57 M 54 Carcinoma Folicular +++ +++ +
58 Adenoma Folicular 0 0 0
59 M Adenoma Folicular 0 0 0

44



60 F 58 Carcinoma Folicular 0 0 +
61 F 57 Carcinoma Papilar +++ + +
62 F 31 Carcinoma Papilar +++ ++++ +
63 M Carcinoma Papilar +++ ++++ 0
64 F 52 Bécio Adenomatoso 0 0 0
65 F 32 Carcinoma Papilar ++ ++ +
66 F 49 Carcinoma Papilar +++ ++++ +
67 F 38 Carcinoma Papilar +++ ++++ +
68 F 58 Carcinoma Papilar +++ ++++ 0
69 F 39 Carcinoma Papilar +++ ++++ 0
70 F 30 Carcinoma Papilar +++ ++++ 0
7 F 36 Carcinoma Papilar +++ ++++ 0
72 F 36 Carcinoma Papilar +++ ++++ 0
73 F Carcinoma Papilar ++ +++ 0
75 F 30 Bocio Adenomatoso + + +
76 F 25 Adenoma Folicular 0 0 0
77 F 34 Carcinoma Papilar +++ ++++ +
78 F 54 Carcinoma Papilar +++ ++++ 0
79 F 38 Carcinoma Papilar +++ ++++ 0
80 F 21 Carcinoma Papilar ++ +++ +
81 F 60 Bécio Adenomatoso 0 0 0
82 F 37 Adenoma Folicular ++ ++ +
83 F 71 Bocio Adenomatoso 0 0 0
84 F 21 Carcinoma Papilar +++ +++ 0
85 F 48 Bocio Adenomatoso 0 0 0
86 F 55 Carcinoma Papilar ++ +++ 0
87 M 66 Bdcio Adenomatoso 0 0 +
88 F 64 Bdcio Adenomatoso 0 0 0
89 F 33 Bécio Adenomatoso 0 0 0
90 F 60 Carcinoma Papilar ++ +++ 0
91 F 36 Bocio Adenomatoso 0 0 +
92 M - Carcinoma Papilar +++ ++++ 0
93 F 47 Carcinoma Papilar +++ ++++ +
94 F 48 Bocio Adenomatoso 0 0 0
95 F 23 Bdcio Adenomatoso 0 0 0
96 F 45 Carcinoma Papilar +++ ++++ +
97 F 61 Carcinoma Papilar +++ ++++ +
98 F 49 Bdcio Adenomatoso 0 0 +
99 F 50 Bocio Adenomatoso 0 0 0
100 Carcinoma Folicular + 0
101 F 21 Carcinoma Papilar +++ +++ 0
102 F 48 Adenoma Folicular 0 0 0
103 F 29 Carcinoma Papilar +++ ++++ +
104 F 20 Bdcio Adenomatoso 0 0 +
105 F 51 Bécio Adenomatoso 0 0 0
106 F Carcinoma Papilar +++ +++ +
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ANEXO II

FIGURA 1 Imunomarcagdo com a galectina-3. (A) Carcinomafolicular [IRC ++ ; DRT ++++]
aumento de 100X. (B) Carcinoma papilar [IRC +++ ; DRT ++++] aumento de 100X. (C)
Carcinoma papilar [IRC ++ ; DRT ++++] aumento de 400X. (D) Bécio Adenomatoso [IRC + ;
DRT +] aumento de 400X.

¢ PP

FIGURA 2 Imunomarcagdo com a galectina-3. (A) Adenoma Folicular [IRC + ; DRT
+] aumento de 100X. (B) Macrofagos intrafoliculares. Aumento de 100X. (C)
Endotélio. Aumento de 400X. (D) Células foliculares normais dentro de foliculos
linféides com imunomarcagdo para galectina-3. Aumento de 100X.
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