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1. INTRODUCAO

Os nédulos tireoidianos tornaram-se um grande alvo de estudo, ja que sua
prevaléncia vem crescendo consideravelmente (1). Apesar de a maioria dos ndédulos
serem classificados como benignos, sendo somente 5% malignos, os carcinomas
diferenciados da tireoide (CDT) sdo os tumores malignos mais frequentes do sistema
endocrino. De acordo com os Ultimos consensos, a puncao aspirativa por agulha fina
(PAAF) guiada por ultrassonografia (US) é o procedimento de escolha para a
avaliacdo do ndédulo tireoidiano (2) (3) (4) (5). A PAAF pré-operatoéria pode reduzir o
namero de cirurgias de nédulos da tireoide a 10%, com um aumento concomitante da
identificacdo de neoplasias malignas de tireoide de 3,1% (sem PAAF) para 34% (com
PAAF) (6). Sob condicfes 6timas, 60—80% dos nédulos submetidos a biépsia podem
ter citologia classificada como benigna e 3,5-5% exibem malignidade (2).

Elaborada em 2009 por Cibas e Ali (7) e posteriormente atualizada em 2017
(8), atualmente a classificacdo de Bethesda esta em sua terceira versao, atualizada
em 2023 (9). A classificacdo de Bethesda consiste na avaliagdo citoldgica resultante
da PAAF nos nodulos tireoidianos e guia a conduta conforme o risco de malignidade
(RM) apresentado. A andlise citolégica pode ter resultado ndo diagnostico (Bethesda
I, 5-20% RM); benigno (Bethesda II, 2-7% RM); atipia de significado indeterminado
(Bethesda lll, 13-30% RM); sugestivo de neoplasia folicular (Bethesda IV, 23-34%
RM); suspeito de malignidade (Bethesda V, 67-83% RM), e maligno (Bethesda VI, 97-
100% RM) (9). E importante destacar que o risco de malignidade reduz caso a
neoplasia folicular da tireoide com caracteristicas nucleares semelhante ao papilifero
(NIFPT) ndo seja considerada lesdo maligna (9). Do total de amostras de PAAF,
aguelas classificadas como leséo indeterminada (Bethesda Ill e 1V), correspondentes

a 10-20%, nao podem ser distinguidas entre adenoma folicular (FA), hiperplasia
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adenomatosa, carcinoma folicular de tireoide (CFT) e variante folicular do carcinoma
papilifero de tireoide (CPT) (2) (10). A citologia Bethesda IV também pode estar
relacionada ao Carcinoma Medular de Tireoide (CMT), principalmente quando
associada a uma maior populagdo de células oncociticas. Nestes casos, também é
importante o diagndstico diferencial entre nddulos benignos como aqueles com
hiperplasia oncocitica focal e malignos, como alguns subtipos de carcinomas
papiliferos de tireoide (9). Devido a heterogenicidade de possibilidades diagndsticas
as quais a citologia Bethesda Ill e IV podem estar associadas, incluindo desde
patologias de evolucdo benigna quanto patologias de evolugdo maligna, pacientes
com esse diagndstico citoldgico sdo muitas vezes submetidos a cirurgias diagndsticas
pelo risco de malignidade, devido ao seu potencial de metastases, recorréncia e até
morte (11). No entanto, apenas exibirdo malignidade em aproximadamente 13-30%
dos casos em Bethesda lll e 23-34% dos casos em Bethesda IV (9). Diante desse
cenario, entendemos que esta categoria representa um grande desafio médico.
Diversos fatores de risco, desde a histéria clinica do paciente, até dados
moleculares da amostra de PAAF, podem indicar um risco maior de malignidade ao
ndédulo de tireoide. Caracteristicas clinicas de maior risco para malignidade incluem:
sexo masculino, exposicéo a radiacdo ionizante, especialmente durante a infancia ou
adolescéncia, historia familiar positiva (acima de trés parentes de primeiro grau
acometidos), tamanho acima de 4 cm, presenca de linfonodos metastéticos, nédulo
endurecido a palpacdo, com fixacao a estruturas adjacentes, crescimento progressivo
e doloroso, sintomas compressivos como disfagia, disfonia e dispneia, ou a perda da
funcdo do nervo laringeo recorrente, sugerindo doenca localmente invasiva (12) (13).
Ja as caracteristicas ultrassonograficas suspeitas consistem em: nédulos

solidos, unicos e com tamanho maior ou igual a 4,0 cm, hipoecogénicos, margens
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irregulares, microcalcificacées, auséncia de sinal do halo e diametro antero-posterior
maior que o latero-lateral (12) (14). Apesar de ndo constar na ultima diretriz de nédulos
tireoidianos da ATA (5), recentemente demonstrou-se que a presenca de
macrocalcificacbes também aumenta a suspeita ultrassonogréfica para malignidade
(15).

Diversos sdo o0s escores propostos para classificacdo ultrassonogréfica dos
nodulos de tireoide. O Thyroid Imaging, Reporting and Data System do Colégio
Americano de Radiologistas (ACR-TIRADS) é um método proposto para guiar o
médico na recomendacdo da PAAF com base nas caracteristicas ultrassonograficas
do nédulo tireoidiano (16). As categorias ultrassonograficas avaliadas no ACR-
TIRADS incluem: 1- composigao; 2- ecogenicidade; 3- formato; 4- margem e 5- focos
ecogénicos. Cada uma das categorias possui caracteristicas que irdo receber uma
pontuacgéo designada de acordo com a importancia desta para o risco de malignidade
do nédulo. Por fim, a composicao de cada categoria € somada para determinar o nivel
ACR-TIRADS, assim descrito: 1- ACR-TIRADS 1 (0 pontos): Benigno; 2- ACR-
TIRADS 2 (2 pontos): Nao suspeito; 3- ACR-TIRADS 3 (3 Pontos): Minimamente
suspeito; 4- ACR-TIRADS 4 (4 pontos): Moderadamente suspeito; 5- ACR-TIRADS 5
(5 pontos): Altamente suspeito. A indicacdo ou ndo de PAAF é entdo baseada no nivel
ACR-TIRADS ao qual aquele ndédulo se encontra (16).

Dentre os outros escores de classificacdo ultrassonogréfica para nddulos de
tireoide, destacam-se os da associagdo americana de tireoide (ATA — American
Thyroid Association) (5), o da associacdo coreana (K-TIRADS) (17) e o da europeia
(EU-TIRADS) (18). Além da classificagdo ACR-TIRADS j4 comentada, a outra
classificacdo mais utilizada em nosso meio médico € a da ATA. Esta entidade

apresenta a classificagcao ultrassonografica em uma escala visual em que a presenca
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de determinadas caracteristicas visualizadas a ultrassonografia eleva o risco de
malignidade progressivamente. Os nodulos tireoidianos sédo entdo classificados em
cinco categorias de risco: benigno (<1% RM); muito baixa suspeita (<3% RM); baixa
suspeita (5-10% RM); suspeita intermediaria (10-20% RM) e alta suspeita (>70-90%
RM). A indicacdo de PAAF depende da categoria de risco o qual o nodulo foi
classificado, e deve ser realizada em nédulos = 1,0 cm se forem de suspeita
intermediaria ou alta, em nddulos = 1,5 cm se a suspeita for baixa, 2 2,0 cm se a
suspeita for muito baixa e ndo deve ser realizada em ndodulos benignos (5). No
entanto, essa classificacdo apresenta algumas falhas, e parte dos nédulos ndo eram
classificaveis. Assim, em 2024, uma nova versdo deve ser lancada com atualizagdes.

Quanto as caracteristicas citolégicas de malignidade, destaca-se a presenca
de atipia nuclear na citologia, tais como pseudoinclusdes nucleares, sobreposi¢céo
nuclear, fendas nucleares, irregularidades da membrana nuclear e aumento nuclear
(19) (20). A nova classificacdo citologica de Bethesda, lancada em 2023 (9),
reconhece que o0 risco de malignidade na categoria "atipia de significado
indeterminado” difere de acordo com a categoria citomorfolégica da atipia.
Especificamente, pacientes com esta categoria citolégica que apresentarem atipias
nucleares tem maior RM quando comparados as atipias arquiteturais isoladamente ou
a predominancia de células oncociticas (9).

A presenca de células oncociticas em laminas de citologia pode ser
considerada um fator confundidor para a analise de RM daquele material (21), uma
vez que elas sao células foliculares metaplasicas que nao sao especificas de nenhum
processo patologico tireoidiano, e podem compreender desde bécio adenomatoso a
carcinoma de tireoide (22). Supde-se, inclusive, que as células oncociticas

apresentariam uma genética diferente e que isto poderiam representar dificuldade
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para testes moleculares (22). No entanto, mais recentemente mostrou-se que
normalmente a presenca destas células nédo tem levado a grandes impactos na
analise molecular (23).

Assim, além dos critérios acima citados, os testes moleculares surgem para
auxiliar na classificagdo dos nédulos em maior ou menor risco de malignidade. Estes
sao classificados em dois grupos: 1° = com alto valor preditivo positivo (VPP),
conhecidos como rule-in e 2° = com alto valor preditivo negativo (VPN), ou rule-out,
gue excluem o risco de malignidade. Os testes rule-in sdo baseados na identificagao
de mutagBes sométicas envolvidas na fisiopatogenia da malignidade (24). A presenca
dos genes BRAF, TERT, RAS e TP-53, por exemplo, além de outras fusdes de genes,
sozinhos ou em painéis, sdo exemplos de testes rule-in (25). As vantagens dos testes
rule-out é de excluir malignidade, pois a taxa de falsos-negativos é menor ou igual a
5% (24). Em nosso pais, ha dois testes moleculares comercialmente disponiveis, o
ThyroSeq v3 e o mir-THYpe. O primeiro teste tem tecnologia norte-americana, e o
material genético do paciente é enviado para analise no exterior. Ja o segundo teste
€ inteiramente brasileiro e desenvolvido em nosso pais (26). O ThyroSeq utiliza a
tecnologia de sequenciamento de nova geracdo (NGS) e detecta 112 genes em 5
diferentes classes de alteragBes genéticas: 1) mutacdes (variantes de nucleotideo
Unico); 2) insercdes e exclusdes; 3) fusdes genéticas; 4) alteracbes na expressao
génica; e 5) alteracdes no numero de cépias. Para a avaliacdo de nédulos tireoidianos
Bethesda Ill e 1V, o teste mostrou valor preditivo negativo (VPN) de 97%,; valor
preditivo positivo (VPP) de 66%; sensibilidade (S) de 94% e especificidade (E) de
82%, porém h& escassez de estudos para validacdo deste teste na populacéo
brasileira (27) (28). O mir-THYpe é um teste que avalia 11 microRNAs (miRNA) [6

usados como normalizadores (let-7a, miR-103, miR-125a-5p, let-7b, miR-145 e
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RNUA48) e 5 usados como discriminadores (miR-146b, miR-152, miR-155, miR-200b
e miR-181b)], além da analise de mutacbes somaticas como BRAF V600E; pTERT
C228T; pTERT C250T; andlise para carcinoma medular de tireoide (microRNA e
mutacdes RET) e nivel de expressdo do miR-146b, todos associados a malignidade
de tireoide, e em sua validagao, testada na populacao brasileira, o teste apresentou
VPP de 76,1%, VPN de 95,9%, S de 94,6% e E de 81%, e, assim, caracteriza-se como
um teste classificador com caracteristica rule-in e rule-out (26). No entanto, apesar de
ja estarem comercialmente disponiveis, 0 custo ainda é pouco acessivel para a maior
parte da populacao brasileira (24).

Os miRNAs, por serem moléculas estaveis e muito pequenas (19-23
nucleotideos), tém sido grande alvo de estudo como valiosos marcadores
moleculares, ja que foi demonstrado por diversos grupos diferentes expressdes entre
nddulos benignos e malignos de tireoide. A maior parte dos estudos descreveu o perfil
de expresséo dos miRNAs em CPTs (29) (30) (31) (32) (33) (34) (35) (36).

O miR-146b-5p tem ganhado destaque nas publicacdes por ter um poder
discriminatorio estatisticamente significativo capaz de diferenciar nédulo benigno de
maligno, além de estar relacionado com critérios de pior progndstico histopatoldgico
(37) (38) (39). © miR-204, por ter um papel inibindo a proliferagcéo celular em cancer
de tireoide, também vem se mostrando um miRNA promissor na avalia¢cdo de nddulos
indeterminados, sendo que estudos mostram sua hipoexpressdo em ndédulos
malignos com extensdo extratireoidiana, estagios TNMs avancados, com metastase
linfonodal, com mutacéo de BRAF V600E e na agressiva variante colunar de células
altas (40) (41).

Apesar de varios indicios, tanto clinicos, como ultrassonogréficos, citolégicos e

moleculares sugerirem um risco maior de malignidade, ha escassez de avaliacdo do
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impacto desses fatores na determinacdo do risco de malignidade para amostras
indeterminadas de tireoide em populacéo brasileira.

Visto que a conduta frente aos nodulos tireoidianos com citologia indeterminada
ainda permanece desafiadora, a possibilidade de reducdo do numero de cirurgias
tireoidianas diagndsticas, baseado na avaliacdo de critérios clinicos, de imagem,
citolégicos e moleculares é bastante promissora.

A avaliagcao de miRNAs relacionados a carcinoma de tireoide em amostras de
nodulos indeterminados, para que se possa entender melhor as caracteristicas
moleculares dessa categoria de ndédulos tireoidianos com tamanha divergéncia de
condutas, pode ser uma ferramenta a ser utilizada para facilitar a classe médica
guanto as melhores decisfes para se tomar nesses casos.

Assim, a avaliacdo do risco de malignidade de nodulos tireoidianos
indeterminados envolvendo as caracteristicas descritas e da anélise molecular dos
miR-146b-5p e miR-204, parece ser um caminho sensato que facilitara a conducgéo

destes nddulos, reduzindo assim o nimero de cirurgia desnecessarias.
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2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO PRIMARIO

Avaliacdo das informagfes clinicas, ultrassonogréficas, citolégicas e
moleculares, através da andlise da expressao dos miRNAs miR-146b-5p e miR-
204, como preditores diagndstico e prognéstico dos nédulos tireoidianos com
citologia indeterminada (Bethesda Il e 1V).

2.1 OBJETIVO SECUNDARIO

Avaliacdo da interferéncia das células oncociticas no desempenho do

da analise molecular dos miR-146b-5p e miR-204.
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3. MATERIAL E METODO

3.1 DESENHO DO ESTUDO

Trata-se de um estudo observacional do tipo retrospectivo que avaliou
pacientes com nddulos tireoidianos com citologia indeterminada que foram
submetidos a tireoidectomia (total ou parcial), quanto as caracteristicas clinicas,
ultrassonogréficas, citolégicas e biomoleculares.

3.2 POPULACAO DO ESTUDO

Pacientes que foram submetidos a tireoidectomia entre os anos de 2016 e
2023, em diversos servicos, foram incluidos para andlise genética em material de
citologia proveniente das laminas de PAAF.

3.3 AMOSTRA

Foram incluidos 34 pacientes com nodulos tireoidianos cujo aspirado da PAAF
teve como resultados Bethesda lll e IV e que foram submetidos a tireoidectomia entre
os anos de 2016-2023. A amostra foi selecionada por conveniéncia, e incluiu
pacientes que faziam acompanhamento nos ambulatérios de endocrinologia e de
cirurgia de cabeca e pescoco da Santa Casa de S&do Paulo, além de pacientes
provenientes de consultérios particulares de endocrinologistas e cirurgiées de cabeca
e pescoco de algumas partes do Brasil. Destes, 9 pacientes foram excluidos, sendo
7 pacientes por falta de dados ultrassonogréficos e de anatomopatolégico e 2
pacientes pois o0 resultado da reacdo em cadeira de polimerase (PCR) néo foi
satisfatério e ndo havia laminas de PAAF extras para que a reanalise fosse realizada.

3.4 CRITERIOS DE INCLUSAO E EXCLUSAO

3.4.1 CRITERIOS DE INCLUSAO

Foram incluidos no estudo adultos, de ambos o0s sexos, com nodulos

tireoidianos com citologia Bethesda Ill ou IV, com indicacdo de tireoidectomia, e que
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tivessem tamanho de, pelo menos, 1,0 cm a ultrassonografia, mesmo que, no
resultado anatomopatolégico o tamanho fosse menor.

3.4.2 CRITERIOS DE EXCLUSAO

Foram excluidos os pacientes em uso de medicamentos imunomoduladoras
para tireoideopatias (Propiltiuoracil e Metimazol) e os pacientes em tratamento
oncologico atual (quimioterapia, radioterapia, antitirosinoquinases, etc), além de
pacientes com dados escassos ou em que o resultado da PCR néo foi satisfatério e
nao havia laminas de PAAF extras para que a reanalise pudesse ser realizada.

3.5. VARIAVEIS DE ESTUDO

Foram analisadas as seguintes variaveis:

- Caracteristicas clinicas dos pacientes com nddulos tireoidianos

- Carateristicas ultrassonograficas dos nddulos tireoidianos

- Carateristicas citol6gicas dos nédulos tireoidianos

- Andlise molecular dos miR-146b-5p e miR-204

3.6. PROCEDIMENTOS DE PESQUISA

Os pacientes foram convidados a participar do estudo por meio de um convite
durante a consulta médica com profissional da Endocrinologia. Em seguida, as
variaveis foram avaliadas conforme descri¢do abaixo.

3.6.1 CARACTERISTICAS CLINICAS

Os dados dos pacientes, relacionadas ao risco aumentado para CDT, foram
idade e género.

3.6.2 CARATERISTICAS ULTRASSONOGRAFICAS

As caracteristicas ultrassonogréficas foram descritas conforme os critérios do
ACR-TIRADS (16). Foram analisados os laudos de ultrassonografia realizados pelos

pacientes em diferentes servicos, quanto a classificacdo ACR-TIRADS descrita no
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laudo e confirmada através da descricdo das caracteristicas ultrassonogréafica
presente no laudo, uma vez que néo tivemos acesso a todas as imagens. Quando as
imagens estiveram presentes, reclassificamos o ACR-TIRADS. A localizacdo do
nodulo, se em lobo direito, lobo esquerdo ou istmo, e o tamanho da lesdo também
foram avaliados.

3.6.3 CARATERISTICAS CITOLOGICAS

A descricdo citologica da PAAF foi realizada de acordo com a categoria
Bethesda (9), avaliando principalmente presenca de alteracdes nucleares (19), como
fendas nucleares/ irregularidade de membrana, sobreposi¢ao nuclear, alargamento
nuclear e pseudoinclusdes e a presenca de alteragGes arquiteturais como a disposicéo
das células foliculares em microfoliculos (19).

3.6.4 ANALISE MOLECULAR DO miR-146b-5p e miR-204

A andlise molecular dos miRNAs foi realizada em material citologia de laminas
de PAAF arquivadas entre os anos de 2016 e 2023. Por serem laminas provenientes
de servicos diferentes, diversos tipos de coloracdo (Hematoxilina&Eosina; Giemsa;
Papanicolau etc) foram incluidos, uma vez que ja foi mostrado que ndo hé diferenca
na expressao de miRNAs em células provenientes de PAAF a depender do método
de coloragéo utilizado (26).

Uma vez avaliada as laminas de citologia de PAAF que apresentassem a maior
guantidade de células foliculares, procedemos com a soltura das laminulas das
laminas. As laminas com as laminulas foram submersas em xilol por um periodo de
48-96h, e, ap0ls este periodo, com o auxilio de um bisturi, a laminula foi retirada e o
contelido celular raspado com uma agulha. O material do raspado foi utilizado para

extracdo do &cido ribonucleico (RNA).
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O RNA total foi extraido de cada amostra de acordo com as instrucées do kit
miRNeasy Micro (Qiagen®). A qualidade das amostras de RNA resultante foi
confirmada usando o NanoDrop 2.000 (Thermo Scientific®). Indicado um RNA intacto,
passamos para 0S experimentos subsequentes. Em seguida, o (acido
dexorribonucleico complementar) cDNA foi produzido usando um kit de transcrigéo
reversa miScript® Il RT Kit (Qiagen®) e os niveis de expressdo de miR-146b-5p e
miR-204 no ndédulo tireoidiano foram detectados pelo kit semiquantitativo miScript®
SYBR® Green PCR (Qiagen®). A RT-PCR foi realizada com um ABI PRISM 7500
Sequence Detection System. As condi¢gbes da reacao de PCR incluem 40 ciclos de
94 ° C por 30 segundos para desnaturacgéo, 55 ° C por 30 segundos para anelamento
e 70 ° C por 30 segundos para extensdo. Foi utilizado o SNORD como gene
normalizador e cada uma das reac¢fes foi realizada em duplicata. Este método gera
concentracoes de RNA de 0,4 a 15.000 ng / pL. A transcricdo reversa foi realizada
para cada miRNA usando 7500 Real Time PCR System (Applied Biosystems) usando
200 ng de cada RNA para obter 15 pL de c-DNA. O resultado utilizado para a avaliagao
estatistica sera o ACT (delta Cycle Threshold), calculado a partir da média dos ciclos
em que se iniciou a amplificacdo do DNA na primeira e ha segunda duplicata. Se o
ACT foi maior que 40, consideramos o resultado como nao significativo.

3.7 RISCOS E BENEFICIOS

3.7.1 RISCOS

Os riscos para os participantes dessa pesquisa consistem em: 1- cansaco ou
aborrecimento ao responder o questionario; 2- constrangimento ao se expor durante
a realizacdo dos exames de imagem ou laboratoriais; 3- alteracfes psiquicas em
funcdo de reflexdes relacionadas a sua patologia atual; 4- risco de quebra de sigilo

involuntaria e nao intencional.
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3.7.2 BENEFICIOS

N&o ha beneficios diretos ao participante da pesquisa.

3.8 ANALISE ESTATISTICA

As analises estatisticas foram realizadas no software SPSS (Statistical
Package for the Social Sciences, versdo 20, SPSS Inc. 233 South Wacker Drive,
Chicago, EUA). Foram aplicados o teste exato de Fisher para variaveis categoricas e
o teste T para variaveis continuas. O teste T possui, como premissa, que os dados
tenham distribuicdo Normal. Esta premissa foi testada - e ndo rejeitada - por meio do
teste de Kolmogorov-Smirnov (p<0,05), diferenca entre duas médias e analise por
regressao logistica para definicdo de variaveis independentes.

Foram estudados a associacdo dos dados clinicos, radioldgicos, citologicos e
de nivel de expressao dos miR-146-5p e miR-204 com as histologias finais (padrao
ouro).

Para a analise estatistica dos dados moleculares, a quantificacdo relativa foi
realizada pelo método ACT. O valor de corte da expressdao dos miRNAs foi obtido
através de curva ROC. Foi considerado padrdo-ouro o valor de corte do miRNA capaz
de discernir nddulos malignos de benignos. Para determinar a significancia de
diferentes niveis de expressdo dos miRNAs foram usados os testes Mann-Whitney e
Kruskal-Wallis. A veracidade da expressdo foi avaliada através de curva ROC. A
significancia estatistica estabelecida foi em um valor p <0,05 e uma tendéncia se

p<0,1.

3.9 QUESTOES ETICAS
Os participantes concordaram em participar do estudo e assinaram o Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido (Anexo 1). Os pesquisadores envolvidos

comprometeram-se a manter a confidencialidade dos dados. Este projeto foi
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submetido ao Comité de Etica em Pesquisa em Seres Humanos e foi submetido na
Plataforma Brasil sob o n° Certificado de Apresentacéo de Apreciacdo Etica (CAAE)
95895718.6.0000.5479.
4.1 RESULTADOS

A casuistica deste trabalho totalizou na analise de 34 pacientes. Destes, 25
foram incluidos na analise estatistica, apos aplicados os critérios de excluséo (vide
metodologia — critérios de exclusdo). Das 25 laminas analisadas, 8 eram de pacientes
do género masculino e 17 do género feminino. A idade média ao diagnéstico foi de
42,4412, 7 anos. Obtivemos 14 pacientes com resultado de anatomopatolégico
maligno e 11 benigno. As caracteristicas clinicas como idade e sexo, caracteristicas
ultrassonogréficas como a classificacdo ACR-TIRADS (16), localizagéo e tamanho do
nédulo tireoidiano, caracteristicas citologicas como a classificacdo Bethesda (9),
assim como a descricdo da presenca de atipias nucleares na citologia e o

anatomopatoldgico foram descritos na tabela abaixo (Tabela 1):

Caracteristicas Total Benigno Maligho p-valor
n 25 11 14
Género 1,000
Feminino 19 (76%) 8 (73%) 11 (79%)
Masculino 6 (24%) 3 (27%) 3 (21%)
Faixa Etaria ao diagnostico 0,604
Até 54 anos 21 (84%) 10 (91%) 11 (79%)
55 anos e mais 4 (16%) 1 (9%) 3 (21%)
Tamanho do No6dulo 1,000
Até 1 cm 10 (40%) 4 (36%) 6 (43%)
1,lcm-2,5cm 8 (32%) 4 (36%) 4 (29%)
2,6 cm e mais 7 (28%) 3 (27%) 4 (29%)
Localizacao do nédulo 0,848
Istmo 3 (12%) 2 (18%) 1 (7%)
Direito 15 (60%) 6 (55%) 9 (64%)
Esquerdo 7 (28%) 3 (27%) 4 (29%)
ACR-TIRADS 0,294
3 9 (36%) 3 (27%) 6 (43%)
4 11 (44%) 7 (64%) 4 (29%)
5 5 (20%) 1 (9%) 4 (29%)

Presenca de atipias nucleares 0,005
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Nao 10 (40%) 8 (73%) 2 (14%)
Sim 15 (60%) 3 (27%) 12 (86%)
Resultado Anatomopatoldgico - Nova Classificagdo OMS23 -
AF 6 (24%) 6 (55%) 0 (0%)
,AF com focp; de hiperplasia de 1 (4%) 1 (9%) 0 (0%)
células oncociticas
AO 1 (4%) 1 (9%) 0 (0%)
CFT 1 (4%) 0 (0%) 1 (7%)
Cco 2 (8%) 0 (0%) 2 (14%)
CPT - subtipo classico 2 (8%) 0 (0%) 2 (14%)
CPT - subtipo classico e folicular 2 (8%) 0 (0%) 2 (14%)
CPT - subtipo folicular 4 (16%) 0 (0%) 4 (29%)
CPT - subtipo solido trabecular 1 (4%) 0 (0%) 1 (7%)
DNFT 3 (12%) 3 (27%) 0 (0%)
NIFTP 2 (8%) 0 (0%) 2 (14%)

Tabela 1: Caracteristicas clinicas, ultrassonograficas e citolégicas dos pacientes
(F=feminino; M=masculino; AF = adenoma folicular da tireocide; AO = adenoma

oncocitico; CO = carcinoma oncocitico; CPT = carcinoma papilifero da tireoide; CFT

carcinoma folicular da tireoide; DNFT = doenca nodular folicular da tireoide; NIFPT

neoplasia folicular tireoidiana ndo invasiva com caracteristicas semelhante ao
papilifero).

Uma vez que tivemos um resultado significativo para a presenca de atipias
nucleares, optamos por avaliar melhor se algum tipo especifico de atipia nuclear, entre
presenca de fendas/ irregularidade de membrana, sobreposi¢do nuclear, alargamento
nuclear e pseudoinclusdes era o maior preditor de malignidade. Avaliamos ainda, se
a presenca de atipia arquitetural era capaz de predizer malignidade. Na tabela 2,
descrevemos as porcentagens de cada tipo de atipia nos casos de benignidade e
malignidade. Notamos que os tipos de atipias nucleares encontrados que mais
favoreceram o resultado maligno, em nossa amostra, foram a fenda nuclear/
irregularidade de membrana e o alargamento nuclear. A presenca ou auséncia de

atipia arquitetural ndo contribuiu para discernir maligno de benigno.

p-

Teste Utilizado
valor

Caracteristicas Total Benigno Maligno

n 25 11 14
Presenca de atipias nucleares 0,005 Exato de Fisher
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Nio 10 (40%) 8 (73%) 2 (14%)
Sim 15 (60%) 3 (27%) 12 (86%)

Fenda nuclear
Irregularidade membrana

0,028 Qui-quadrado

Nao 12 (48%) 8 (73%) 4 (29%)

Sim 13 (52%) 3 (27%) 10 (71%)
Sobreposigdio nuclear 0,180 Exato de Fisher

Nao 19 (76%) 10 (91%) 9 (64%)

Sim 6 (24%) 1 (9%) 5 (36%)
Alargamento nuclear 0,017 Exato de Fisher

Nao 11 (44%) 8 (73%) 3(21%)

Sim 14 (56%) 3(27%) 11 (79%)
Pseudoinclusées 0,487 Exato de Fisher

Ndo 23(92%) 11 (100%) 12 (86%)

Sim 2 (8%) 0 (0%) 2 (14%)
Presenca de atipias arquiteturais 1,000 Exato de Fisher

Nao 9 (36%) 4 (36%) 5 (36%)

Sim 16 (64%) 7 (64%) 9 (64%)

Tabela 2: Descricdo dos tipos de atipias nucleares e andlise quanto a relevancia
estatistica de cada um. Dentre os tipos de atipias nucleares, a irregularidade de
membrana e o alargamento nuclear foram aqueles que mais se associaram a
malignidade. Ainda, descrevemos e avaliamos a presenca de atipia arquitetural e

mostramos que ela nao foi significativa para diferenciar malignidade de benignidade.

Com relacdo a expressdo do miRNAs, inicialmente, selecionamos valores de
corte tanto para expressao de miR-146b-5p quanto para a expressdo de miR-204,
baseados na curva ROC, que pudessem discernir bem nédulos benignos de malignos.

Para a expressdo de miR-146b-5p, o valor encontrado de 0,95 apresentou

maior VPP em confirmar malignidade, com valor p=0,046, conforme apresentado na

Tabela 3.
Area sob acurva valor
Area IC95% P
0,623 0,395 0,852 0,298

Valor de corte Sensibilidade Especificidade Youden Index
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0,95 0,357 1,000 0,357
miR-146b-5p Benigno Maligno Total p-valor  Teste utilizado
<0,95 11 9 20 0,046 Exato de Fisher
20,95 0 5 5
Total 11 14 25
% IC95%

Sensibilidade 35, 7% 12,8% - 64,9%

Especificidade 100,0% 71,5% - 100%

VPP 100,0% 34,9% - 75,6%

VPN 55,0% 47,8% - 64,4%

Acuracia 64,0% 42,5% - 82,0%

Tabela 3: Analise de valor de corte 0,95 para miR-146b-5p.

A curva ROC para este caso é representada abaixo (Gréfico 1).

ROC Curve

o
%

Sensitivity

o
e
1

0,241

0,01 T T T T
00 0.2 04 06 03 1,0

1 - Specificity

Diagonal segments are produced by ties

Gréfico 1: Curva ROC para encontro do valor de corte para a expresséo de miR-146b-
5p.

Do ponto de vista diagnéstico, priorizando um teste de maior sensibilidade, ou
seja, que excluem malignidade, e, portanto, apresentam melhor VPN, encontramos o
valor de corte de 0,022. Neste caso, o valor de p encontrado foi o de 0,133 (Tabela

4).

mMiR-146/SNORD Benigno Maligno Total p-valor  Teste utilizado

< 0,022 4 1 5 0,133 Exato de Fisher
20,022 7 13 20
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Total 11 14 25
% 1C95%
Sensibilidade 92,9% 66,1% - 99,8%
Especificidade 36,4% 10,9% - 69,2%
VPP 65,0% 53,7% - 74,8%
VPN 80,0% 34,1% - 96,9%
Acuracia 68,0% 46,5% - 85,1%

Tabela 4: Andlise de valor de corte 0,022 para miR-146b-5p.

Os valores de expressao relativo do miR-146b-5p para cada uma das amostras
analisadas, assim como o resultado anatomopatolégico e os valores de corte

sugeridos, sao descritos nas Tabelas 5.

miR-146b-5p Anatomopatolégico
0,0060 Doenca nodular folicular da tireoide
0,0162 Adenoma folicular da tireoide
0,0175 NIFTP
0,0189 Adenoma folicular da tireoide
0,0220 Doenca nodular folicular da tireoide
0,0221 NIFTP *
0,0235 Carcinoma oncocitico
0,0240 Carcinoma pabpilifero — subtipo folicular
0,0256 Adenoma folicular da tireoide
0,0372 Carcinoma oncocitico
0,0518 Carcinoma papilifero — subtipo folicular
0,0583 Carcinoma folicular
0,0679 Adenoma folicular da tireoide
0,1263 Carcinoma pabpilifero — subtipo folicular
0,1317 Carcinoma papilifero — subtipo classico
0,1528 Adenoma oncocitico
0,2124 Doenca nodular folicular da tireoide
0,2963 Adenoma folicular da tireoide
0,3523 Adenoma folicular da tireoide com focos de hiperplasia de células oncociticas
0,8766 Adenoma folicular da tireoide *
1,0210 Carcinoma papilifero — subtipo classico e folicular
1,7532 Carcinoma papilifero — subtipo folicular
2,2423 Carcinoma papilifero — subtipo classico
4,6589 Carcinoma papilifero — subtipo sélido trabecular
7,4643 Carcinoma papilifero — subtipo classico e folicular

Tabela 5: Valores relativos de expressdo do miR-146b-5p em ordem crescente para

cada uma das amostras analisadas, assim como o resultado anatomopatoldgico. *A
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primeira linha representa o valor de corte de 0,022, que apresenta caracteristicas rule-
out para a expressdo de miR-146-5p. **A segunda linha representa o valor de corte
de 0,95, que apresenta caracteristicas rule-in para a expressdo de miR-146b-5p.
Observamos que, para os casos em que a expressao foi menor que 0,022, tivemos
100% de diagnésticos benigno ou NIFPT, que € uma neoplasia de comportamento
indolente. Nos casos em que a expressao foi maior que 0,95, tivemos 100% de
diagnésticos malignos. Para os casos em que a expressdo foi menor que 0,95,
tivemos 7 casos de carcinoma de tireoide nao-NIFPT, que foram destacados na tabela
acima.

Para a expressao de miR-204, o valor encontrado de 0,033 apresentou
sensibilidade (S=85,7%) em detectar malignidade, com valor p=0,177, conforme
apresentado na Tabela 6. Como a hipoexpressdo de miR-204 é associada a

malignidade, valores abaixo de 0,033 apresentam maior RM. Neste caso, o valor de

p foi de 0,177, portanto, ndo houve significancia estatistica.

Area sob acurva
Area 1C95%
0,610 0,377 0,844 0,352

p-valor

Valor de corte Sensibilidade Especificidade Youden Index

0,03 0,857 0,455 0,312
miR-204 Benigno Maligno Total p-valor  Teste utilizado
<0,033 6 12 18 0,177 Exato de Fisher
20,033 5 2 7
Total 11 14 25
% IC95%
Sensibilidade 85,7% 57,2% - 98,2%
Especificidade 45,5% 16,8% - 76,6%
VPP 66,7% 52,8% - 78,1%
VPN 71,4% 37,3% - 91,3%
Acuracia 68,0% 46,5% - 85,1%

Tabela 6: Analise de valor de corte 0,033 para miR-204.
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Caso optemos por uma avalicdo de corte com melhor especificidade para a

expressao de miR-204, e, assim, confirmar amostras malignas (teste rule-in), temos o

valor de 0,0026, como descrito na tabela 7, abaixo. Este valor de corte ndo mostrou

significancia estatistica.

miR-204 Benigno Maligno Total Calor Teste utilizado
<0,0026 1 3 4 0,604 Exatode Fisher
>0,0026 10 11 21
Total 11 14 25
% 1C95%
Sensibilidade 21,4% 4,7% -50,8%
Especificidade 90,9% 58,7% - 99,8%
VPP 75,0% 26,5% - 96,2%
VPN 47,6% 39,5% - 55,9%
Acuracia 52,0% 31,3%-72,2%

Tabela 7: Analise do valor de corte de 0,0026 para miR-204.

Os valores de expressao relativo do miR-204 para cada uma das amostras

analisadas, assim como o resultado anatomopatoldégico e os valores de corte

sugeridos, sao descritos nas Tabelas 8.

miR-204 Anatomopatoloégico

0,0011 Adenoma folicular da tireoide

0,0015 NIFTP

0,0017 Carcinoma papilifero — subtipo sdlido trabecular

0,0025 NIFTP

0,0026 Carcinoma papilifero — subtipo classico

0,0026 Doenca nodular folicular da tireoide &
0,0031 Doenca nodular folicular da tireoide

0,0033 Carcinoma papilifero — subtipo classico e folicular

0,0037 Adenoma folicular da tireoide

0,0041 Carcinoma papilifero — subtipo folicular

0,0063 Carcinoma folicular

0,0100 Carcinoma papilifero — subtipo folicular

0,0144 Adenoma oncocitico

0,0148 Adenoma folicular da tireoide

0,0151 Carcinoma papilifero — subtipo folicular

0,0187 Carcinoma oncocitico

0,0276 Carcinoma oncocitico

0,0294 Carcinoma papilifero — subtipo folicular *E

0,0360

Adenoma folicular da tireoide
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0,0363 Carcinoma papilifero — subtipo classico e folicular

0,0412 Adenoma folicular da tireoide com focos de hiperplasia de células oncociticas
0,0424 Doenca nodular folicular da tireoide

0,1354 Adenoma folicular da tireoide

0,1441 Carcinoma papilifero — subtipo cldssico

0,2192 Adenoma folicular da tireoide

Tabela 8: Valores relativos de expressao do miR-204 em ordem crescente para cada
uma das amostras analisadas, assim como o resultado anatomopatologico. *A
primeira linha representa o valor de corte de 0,0026, que apresenta caracteristicas
rule-in para a expressdo de miR-204. **A segunda linha representa o valor de corte
de 0,033, que apresenta caracterisicas rule-out para a expressdao de miR-204.
Observamos que, para 0s casos em que a expressao foi menor que 0,0026, tivemos
apenas 2 diagnosticos benignos, visto que quanto mais baixa a expressdo do miR-
204, maior € o RM. Nos casos em que a expressao foi maior que 0,033, tivemos
apenas 2 casos de diagnosticos malignos, o que mostra que, quanto maior a
expressao do miR-204, menor o RM.

Por fim, optamos por reavaliar toda a nossa amostra excluindo aqueles
pacientes que obtiveram como resultado do anatomopatolégico adenoma ou
carcinoma de células oncociticas. O motivo da reavaliacdo estatistica excluindo
células oncociticas foi o de identificar se a presenca destas células pode se tornar um
fator confundidor para a andlise molecular, uma vez que estas sé@o células foliculares
metaplasicas ndo especificas de nenhum processo patolégico tireoidiano (21) (22).
Aléem disso, as alteracbes moleculares diferem bastante das alteracGes vistas nos
CDT (42). A amostra estabeleceu-se entdo com 21 pacientes, sendo 17 mulheres e 4
homens, indicando que houve perda de 2 casos de cada um dos géneros em relacéo

a amostra original. A Tabela 9 mostra a reavaliacao clinica destes pacientes.

Caracteristicas Total Benigno Maligno p-valor
n 21 9 12
Género 1,000

Feminino 17 (81%) 7 (78%) 10 (83%)
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Masculino 4 (19%) 2 (22%) 2 (17%)
Faixa Etaria ao diagnéstico 1,000
Até 54 anos 18 (86%) 8 (89%) 10 (83%)
55 anos e mais 3 (14%) 1 (11%) 2 (17%)
Tamanho do No6dulo 0,743
Até 1 cm 9 (43%) 3 (33%) 6 (50%)
1,lcm-2,5cm 6 (29%) 3 (33%) 3 (25%)
2,6 cm e mais 6 (29%) 3 (33%) 3 (25%)
Localizagdo do nodulo 1,000
Istmo 2 (10%) 1(11%) 1 (8%)
Direito 13 (62%) 5 (56%) 8 (67%)
Esquerdo 6 (29%) 3 (33%) 3 (25%)
ACR-TIRADS 0,470
3 7 (33%) 3 (33%) 4 (33%)
4 9 (43%) 5 (56%) 4 (33%)
5 5 (24%) 1 (11%) 4 (33%)
Presenca de atipias nucleares 0,009
Nao 9 (43%) 7 (78%) 2 (17%)
Sim 12 (57%) 2 (22%) 10 (83%)
Resultado Anatomopatolégico - Nova Classificagcdo OMS23 -
AF 6 (29%) 6 (67%) 0 (0%)
CFT 1 (5%) 0 (0%) 1 (8%)
CPT - subtipo classico 2 (10%) 0 (0%) 2 (17%)
CPT - subtipo classico e folicular 2 (10%) 0 (0%) 2 (17%)
CPT - subtipo folicular 4 (19%) 0 (0%) 4 (33%)
CPT - subtipo sélido trabecular 1 (5%) 0 (0%) 1 (8%)
DNFT 3 (14%) 3 (33%) 0 (0%)
NIFTP 2 (10%) 0 (0%) 2 (17%)

Tabela 9: Caracteristicas clinicas, ultrassonograficas e citolégicas dos pacientes
excluindo aqueles que obtiveram como resultado do anatomopatolégico adenoma ou
carcinoma de células oncociticas (F=feminino; M=masculino; AF = adenoma folicular
da tireoide; CPT = carcinoma papilifero da tireoide; CFT = carcinoma folicular da
tireoide; DNFT = doenca nodular folicular da tireoide; NIFPT = neoplasia folicular

tireoidiana néo invasiva com caracteristicas semelhante ao papilifero).

Quando a curva ROC foi analisada, o valor anteriormente encontrado para
corte de miR-146b-5p de 0,95 obteve, novamente, p significativo 0,045 (Alta

Especificidade e VPP = 100%), conforme tabela 10, abaixo.

Area sob a curva
Area IC95%
0,713 0,488 0,938 0,102

p-valor
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Valor de corte Sensibilidade Especificidade Youden Index
0,95 0,417 1,000 0,417
miR-146b-5p Benigno Maligno Total p-valor  Teste utilizado
<0,95 9 7 16 0,045 Exato de Fisher
20,95 0 5 5
Total 9 12 21
% IC95%
Sensibilidade 41, 7% 15,2% - 72,3%
Especificidade 100,0% 66,4% - 100%
VPP 100,0% 47,8% - 100%
VPN 56,3% 44,4% - 67,5%
Acurécia 66,7% 43,0% - 85,4%

Tabela 10: Analise de valor de corte 0,95 para miR-146b-5p para as amostras que

excluiam células oncociticas.

A nova curva ROC apresenta-se abaixo, no Grafico 2.
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Grafico 2: Curva ROC para encontro do valor de corte encontrado para a expressao

de miR-146b-5p para as amostras que excluiam células oncociticas.

Com relacao a expressao de miR-204, nenhum dado estatistico foi diferente do

ja encontrado para a amostra completa, mesmo quando os pacientes que obtiveram
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como resultado do anatomopatoldgico adenoma ou carcinoma de células oncociticas
foram excluidos.

Quando avaliamos individualmente quais foram os 5 pacientes com expressao
de miR-146b-5p acima de 0,95, encontramos 0s seguintes anatomopatoldgicos:
Carcinoma papilifero - subtipo classico e folicular; Carcinoma papilifero - subtipo
folicular; Carcinoma papilifero - subtipo classico; Carcinoma papilifero - subtipo sélido
trabecular; Carcinoma papilifero - subtipo classico e folicular. Destes casos, 2 deles
eram classificados como risco intermediario, e 3 como baixo risco. Do total de
pacientes com AP maligno em nossa casuistica, reparamos que apenas 2 pacientes
gue nao eram classificados como baixo risco ainda tinham a expressao de miR-146-
5p menor que 0,95.

Ainda, o paciente que apresentou o diagndstico de um carcinoma papilifero
subtipo sélido trabecular, ou seja, um subtipo agressivo, a expressdo do miR-146p-5p
foi de 4,6589, uma das maiores encontradas, conforme demonstrado na Tabela 5,
enquanto a expressao de miR-204 foi de 0,0017, uma das menores expressoes, como
podemos visualizar na Tabela 8.

Desta forma, optamos por avaliar se o nivel mais alto de expressdo do miR-
146b-5p estava correlacionado ao progndéstico do paciente (Tabela 11), assim como
analisamos se 0s niveis mais baixos de expressdo do miR-204 também poderiam
estar associados a pior prognéstico (Tabela 12), uma vez que este Ultimo miRNA é

hipoexpresso em carcinomas papiliferos de tireoide.

Area sob a curva

p p-valor
Area 1C95%
0,500 0,086 0,914 1,000
Y
Sensibilidade Especificidade ouden
Index

2,00 0,500 0,875 0,375
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miR-146b-5p Baixo valor de Intermedidrio Total p-valor Teste utilizado
corte Alto
<2 7 2 9 0,236 Exato de Fisher
22 1 2 3
Total 8 4 12
% 1C95%
Sensibilidade 50,0% 6,8% -93,2%
Especificidade 87,5% 47,4% - 99,7%
VPP 66,7% 20,0% - 94,1%
VPN 77,8% 55,9% - 90,6%
Acuracia 75,0% 42,8% - 94,5%

Tabela 11: Analise de valor de corte 2,00 para miR-146b-5p capaz de selecionar os

pacientes classificados como portadores de carcinomas papiliferos de risco

intermediario/ alto daqueles de baixo risco.

E importante notar que, neste caso, valores mais altos da expresséo de miR-

146b-5p indicam maior probabilidade de ter risco intermediario ou alto.

Area sob a curva

p p-valor
Area 1C95%
0,719 0,385 1,000 0,234
Valor de corte Sensibilidade Especificidade Youden
Index
0,003 0,500 1,000 0,500
miR-204 Baixo Intermediario/Alto Total p-valor Teste utilizado
<0,003 0 2 2 0,091 Exato de Fisher
20,003 8 2 10
Total 8 4 12
% 1C95%
Sensibilidade 50,0% 6,8% -93,2%
Especificidade 100,0% 63,1% - 100%
VPP 100,0% 15,8% - 100%
VPN 80,0% 60,0% - 91,4%
Acuriacia 83,3% 51,6% - 97,9%

Tabela 12: Analise de valor de corte 0,003 para miR-204 capaz de selecionar 0s

pacientes classificados como portadores de carcinomas papiliferos de risco

intermediario/ alto daqueles de baixo risco.
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E importante notar que, neste caso, valores mais baixos de miR-204 indicam
maior probabilidade de ter risco intermediario ou alto.
5. DISCUSSAO

A identificacdo de fatores preditores de benignidade e malignidade de um
nédulo tireoidiano tem a finalidade de evitar a tireoidectomia desnecesséria em
pacientes com nodulos benignos, o que pode trazer complicagbes tais como
sangramento local e infec¢des, rouquiddo por lesdo de nervo laringeo recorrente ou
hipoparatireoidismo pés-operatorio (43). Ao mesmo tempo, teme-se em nao identificar
nddulos malignos que teriam grande beneficio no tratamento cirlrgico precoce (44).

Estudamos uma amostra de 25 pacientes brasileiros que representou com
fidelidade as caracteristicas clinicas dos pacientes portadores de nédulos tireoidianos.
Em nosso estudo, 76% dos pacientes era representados por mulheres, ou seja,
aproximadamente quatro vezes mais pacientes do sexo feminino acometidas por
ndédulos tireoidianos em comparagdo aos pacientes do sexo masculino, ratificando os
dados da literatura (45). Carcinomas de tireoide podem ocorrer em qualquer idade,
desde a infancia até a senilidade, porém, a idade média de acometimento € aos 40
anos (46). Em nosso estudo, a média de idade para presenca de nédulos tireoidianos
foi de 42,4+12,7 anos.

Quanto a ultrassonografia, utilizamos os critérios ACR-TIRADS (16). Papini et
al j& demonstrou que h& grande variabilidade interobservador entre
ultrassonografistas, sendo que as diversas caracteristicas classicamente adotadas na
avaliagdo ultrassonografica dos nédulos tireoidianos obtiveram alto indice de
discordancia entre avaliadores diferentes (Composicédo: 53,2%; Ecogenicidade:
46,9%; Margens: 33,2%; Cauda de cometa: 10,6%; Microcalcificacoes: 46,8%;

Macrocalcificacdes: 37,7%; Calcificagdes em casca de ovo: 64,9%; Vascularizacao
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intranodular 45,9%) (47). Em nosso estudo, néo foi possivel que os nddulos fossem
avaliados por ultrassonografista Unico, desta forma, nossas analises contam com esse
viés.

Nossos resultados mostraram que 36% dos nédulos avaliados eram ACR-
TIRADS 3, 44% ACR-TIRADS 4 e 20% ACR-TIRADS 5. Como avaliamos apenas
nédulos com citologia indeterminada, sabemos que a maior parte dos ndédulos
tireoidianos indeterminados apresentam classificacdo ultrassonografica ACR-TIRADS
3 ou 4 (48), portanto, nossos resultados coincidem com aqueles ja bem estabelecidos
na literatura. Em nosso estudo, a classificagdo ultrassonografica ACR-TIRADS,
apesar de sugerir um maior RM em nédulos ACR-TIRADS 5, nao foi estatisticamente
atil em predizer o RM dos nédulos indeterminados (p=0,294). Isso pode ter acontecido
pois como nossa amostra era de nodulos indeterminados que foram submetidos a
cirurgia, tivemos uma alta taxa de malignidade, o que dificulta o uso de caracteristicas
ecogréficas que excluam malignidade.

Nossa casuistica apresentou a maior parte de nédulos malignos (56% malignos
vs. 44% benignos). Apesar da literatura apresentar a maioria dos nédulos tireoidianos
benignos (5), como avaliamos apenas nddulos submetidos a tireoidectomia, sabemos
gue, nddulos suspeitos sdo aqueles mais abordados cirurgicamente. Outros trabalhos
0S quais avaliaram pacientes submetidos a tireoidectomia também apresentaram
maior incidéncia de nédulos malignos (49).

Com relacdo a andlise citolégica, utilizamos o laudo apresentado pelo paciente
no momento da consulta. Apesar de todos os laudos utilizarem a categoria Bethesda,
eles vinham de diversos servigos diferentes. Como demonstrado por Cibas e Ali em
2013 (50), quando se avaliou o diagnoéstico citolégico de diferentes patologistas

considerando as seis categorias de Bethesda, houve concordancia em apenas 64%
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(50). Ainda assim, a PAAF € uma ferramenta de excelente acuracia e custo-beneficio
na avaliacdo de nodulos tireoidianos, apresentando sensibilidade de até 94% e
especificidade de 98,5% para o diagnostico de malignidade (49). Em nossa casuistica
incluindo apenas pacientes com citologia indeterminada, a categoria Bethesda Ill ou
IV isoladamente n&o prediz malignidade. No entanto, quando avaliamos a descricao
do laudo da citologia em nosso estudo, a presenca de atipia nuclear, sabidamente
relacionada com maior RM (51) também foi estatisticamente significativo, com
p=0,005.

Como ja foi descrito na introducdo, a presenca de atipias nucleares
aumentando o RM tem sido tdo significativa na literatura, que a atualizacdo da
classificagcdo citologica de Bethesda realizada em 2023 (9) destacou que a presenca
dessas alteragOes nucleares na categoria "atipia de significado indeterminado” deve
alterar a avaliagdo do examinador devido ao maior RM quando comparados as atipias
arquiteturais isoladamente ou a predominancia de células oncocitica (9). Essa
associacao ja foi demonstrada véarios estudos. Um estudo realizado em Singapura
mostrou que do total de nddulos categorias Bethesda Il e IV submetidos a
tireoidectomia em um hospital terciario local, 27% eram malignos. Porém, o RM era
significativamente maior (36,8%) em nodulos com atipias nucleares do que atipias
arquiteturais isoladas (14,7%) (52). Outro estudo, incluindo 510 nddulos de tireoide
Bethesda lll, comprovou que o RM era diferente em casos em que havia a presenca
de atipia arquitetural isoladamente (13,4% RM), atipia nuclear isoladamente (26,3%),
atipia arquitetural e isolada combinadas (44,1%) e presenca de células oncociticas
(13,8%). Além disso, este estudo mostrou que mutagdes BRAF-V600E eram mais

prevalentes nos casos com atipia nuclear (isolada ou em associagcdo com atipia
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arquitetural), enquanto mutacfes de baixo risco, tais como KRAS, PTEN e PAX8-
PPARy2 eram mais prevalentes nos casos de atipia arquitetural isoladamente (51).
Com relacéo ao tipo de atipia nuclear apresentado, sabemos que alguns tipos,
tais como as pseudoinclusdes, costumam ser associados a pior progndéstico (9). Na
atualizacdo da classificacdo citoloégica de Bethesda (9), ha descricdo de que, na
categoria “Neoplasia Folicular’, caso haja auséncia de pseudoinclusées na lamina
analisada, ou sua presenca seja muito rara, e as células foliculares encontradas sejam
descritas como alteragbes nucleares leves (leve grau de alargamento nuclear,
irregularidade de contorno e/ou clareamento da cromatina), pode ser possivel o
reconhecimento citolégico de potenciais casos de NIFTP. Esta identificacdo é
importante para evitar o diagnoéstico excessivo de casos de NIFTP como Bethesda V
ou VI, categorias diagnésticas que poderiam resultar desnecessariamente em
procedimentos cirlrgicos agressivos, uma vez que o tratamento recomendado para
este tipo de nédulo é a cirurgia conservadora (por exemplo, lobectomia) devido ao seu
comportamento indolente (9). Outro estudo j& mostrou que pseudoinclusdes nucleares
foram significativamente associadas ao ndo-NIFTP (53). Ainda, uma revisédo de 2020
mostrou que algumas caracteristicas nucleares diferem de acordo com a
agressividade do carcinoma de tireoide (54). Dessa forma, em nosso estudo tivemos
a intensédo de analisar se a presenca de fendas/ irregularidades de membranas, a
sobreposicdo nuclear, o alargamento nuclear ou as pseudoinclusbes estavam
correlacionados com o0 prognéstico do carcinoma de tireoide. Subdividimos os
carcinomas de tireoide em néo classificaveis (NC) para os casos de NIFTP, baixo
risco, risco intermediario ou alto risco. Em nossa analise, a presenca de
fendas/irregularidade de membrana e o alargamento nuclear tiveram maior

associagcado com riscos intermediario e alto do que baixo risco, com p=0,028 e 0,017
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respectivamente. Em nossa casuistica, ndo foi possivel comprovar que as
pseudoinclusfes estavam mais associadas a malignidade, provavelmente devido ao
pequeno n da amostra, visto que apresentamos apenas 2 pacientes com diagndstico
de malignidade que apresentavam pseudoinclusdes nas laminas. Ainda, a presenca
deste tipo de célula na lamina, por ser reconhecidamente relacionada a malignidade
de tireoide por patologistas brasileiros, muitas vezes leva a classificagdo Bethesda V
ou VI e ndo as classes indeterminadas, (9) que eram o nosso objeto de estudo (53).

MiRNAs sdo pequenas moléculas que atuam como reguladores da expressao
génica. A possibilidade de regulagcdo de oncogenes e genes supressores tumorais
pelos miRNAs os tornou objetivo de muitos estudos em oncologia, como alvos
terapéuticos, de diagnéstico e de progndstico (30) (55). O miR-146b-5p difere bem
nodulos benignos de malignos (56).

A andlise do miR-146b-5p neste estudo ndo pode diferenciar nédulos malignos
de benignos com altos VPP e VPN ao mesmo tempo, porém utilizando valores de
cortes isolados, pudemos definir um bom teste rule-out e rule-in. Com a intenséo de
confirmar malignidade, o valor de corte encontrado de 0,95 foi 0 que apresentou maior
VPP, com valor p=0,046, e, portanto, estatisticamente significativo. J& quando temos
como objetivo excluir malignidade, e, portanto, apresentar melhor VPN, o valor de
corte encontrado foi de 0,022 (p=0,133), ndo sendo estatisticamente significativo.
Assim, em nosso estudo, a andlise do miR-146b-5p foi significativa como teste rule-
in, pois teve a capacidade de confirmar malignidade. Acreditamos que, caso um maior
n fosse incluido, conseguiriamos comprovar o comportamento rule-in e rule-out da
andlise deste miRNA.

O miR-204 apresenta hipoexpressdo em nodulos malignos de tireoide, e ha

relacdo desta expressdo com extensao extratireoidiana, estagios TNMs avancados,
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com metastase linfonodal, com mutacdo de BRAF V600E e na agressiva variante
colunar de células altas (41). Em nosso estudo, dos 14 nddulos malignos, 12 deles
apresentaram valor de expressdo do miR-204 abaixo de 0,033, mostrando
sensibilidade de 85,7% (IC 95% 57,2% - 98,2%) para este valor de corte, com
p=0,177. Assim, valores abaixo de 0,033 apresentam maior RM. Apesar de néo se
tratar de dado estatisticamente significativo, acreditamos que um valor maior de n
provavelmente nos levaria a corroborar os dados ja apresentados em literatura. A
avalicao de corte com melhor VPP para a expressao de miR-204, e, assim, confirmar
amostras malignas (teste “rule-in”), mostrou o valor de 0,0026, com alta especificidade
(E=90,9%), porém baixa sensibilidade (S=21,4%), de forma que o valor de p=0,604
nao foi significativo.

Com relacdo a reanalise excluindo-se as células oncociticas, no estudo atual,
apos exclusdo dos pacientes com AP contendo este tipo celular, o resultado das
andlises estatisticas ndo alterou. Apesar de alguns estudos mostrarem que a exclusédo
de células oncociticas aumenta a acuracia das analises moleculares (22), a hipétese
mais provavel € pelo tipo de material molecular estudado. Tanto como expresséo de
determinados genes, como mutagcdes pontuais ou rearranjos sdo alteracdes mais
especificas para carcinoma papilifero ou folicular (57), no entanto, as alteracdes mais
comumente vistas nas lesdes oncociticas sdo alteragdes de nimero de copias de DNA
tipicamente do tipo haploidizacdo do genoma. Essas alteracbes sao mais frequentes
em carcinomas oncocicitos (81%) do que adenomas oncociticos (38%) (22). Pouco
h& descrito sobre a expressdo de miRNA em células oncociticas (58) (59), mas,
conforme notamos, ha pouca diferenca de expressao de miRNA entre os carcinomas

diferenciados da tireoide, seja ele oncocitico ou nao.
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Interpretando o perfil molecular como marcador progndéstico, apos verificar
individualmente os valores das expressdes de miR-146p-5p e miR-204 para cada uma
das amostras, notamos que 0s casos de alta expressao de miR-146-5p estavam mais
relacionados aos casos de carcinomas papiliferos de tireoide de risco
intermedidrio/alto, assim como as baixas expressées do miR-204. Apds aplicarmos a
curva ROC, encontramos o valor de corte de 2,00 para a expressao do miR-146b-5p
para selecionar os pacientes portadores de carcinomas papiliferos de risco
intermediério/alto daqueles de baixo risco, com VPN de 77,8% (p=0,236). Apesar da
especificidade do teste de 87,5%, a sensibilidade foi de apenas 50%, e 0 p néo se
mostrou significativo, porém novamente acreditamos que um maior n no estudo
poderia permitir melhor validacdo deste valor de corte. Ha alguns anos, a literatura
tem corroborado a associacdo prognostica dos maiores niveis de expressao do miR-
146b com caracteristicas de agressividade, tais como invasdo extratireoidiana e
mutacdo BRAF-V600E (37) (36). Com relacdo a expressao de miR-204, valores mais
baixos indicam maior probabilidade de ter risco intermediario ou alto. Assim, apos
aplicagdo da curva ROC, encontramos o valor de corte de < 0,003, que apresentou
especificidade e VPP de 100% para detec¢cdo de carcinomas papiliferos de
classificagdo mais agressiva, mostrando tendéncia estatistica (p=0,091), o que
também corrobora os estudos ja fundamentados na literatura cientifica, que
mostraram que a hipoexpressao deste miRNA era associada a casos de carcinomas
de tireoide com extensdo extratireoidiana, estagios TNMs avancados, presenca de
metéastase linfonodal, mutacdo BRAF V600E e variantes histolégicas mais agressivas
(40) (42).

Desta forma, podemos afirmar que o valor de corte de 0,95 para a expressao

do miR-146b-5p apresentou alto VPP (p<0,05) e nos ajuda a confirmar malignidade
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(teste rule-in). Da mesma forma, a analise da expressao de miR-204 mostrou uma
tendéncia para perfil rule-in em identificar os casos de pior progndstico em carcinomas
papiliferos de tireoide caso o valor seja < 0,003 (p=0,091).

6. CONCLUSAO

Concluimos que, diante de uma amostra com citologia indeterminada
(Bethesda lll e 1V), a analise da presenca de atipia nuclear no laudo da citologia, em
especial a presenca de fendas nucleares, irregularidade de membrana e alargamento
nuclear mostrou-se relevante na diferenciagéo entre amostras benignas e malignas.
Além disso, a analise molecular, através da expressdo do miR-146b-5p, mostrou-se
um bom marcador para confirmar malignidade (rule-in) nessa classe citolégica e,

assim, corroborar com uma indicag&o cirargica mais precisa.
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7. ANEXOS

Anexo 1. TCLE

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido
Comité de Etica em Pesquisa — CEP
ISCMSP e FCMSCSP

Titulo da pesquisa: Elaboracdo de um escore de risco de malignidade baseado em
caracteristicas clinicas, ultrassonograficas, citolégicas e moleculares de ndédulos
tireoidianos com citologia indeterminada (Bethesda Il e 1V)

Objetivo do estudo: O objetivo deste trabalho é a elaboragdo de um escore para a
avaliacdo de risco de malignidade para ndodulos indeterminados de tireoide (com
biépsias com resultados Bethesda lll e IV) correlacionando as informacdes clinicas,
de ultrassom, de biépsia e biomoleculares.

Eu, , paciente ou responséavel legal por
(nome paciente) , que realizei a pungdo
aspirativa por agulha fina (PAAF) de um ndédulo da minha tireoide, por indicagdo do
endocrinologista o qual faco acompanhamento, ja recebi explicacdes sobre a coleta de
células do nédulo da tireoide que estardo arquivados em laminas para a analise molecular
de miR-146b-5p e miR-204. Os riscos que a pesquisa oferece a mim incluem: cansacgo ou
aborrecimento ao responder perguntas, constrangimento ao me expor durante a realizagéo
dos exames de imagem ou laboratoriais e alteracbes psiquicas em funcao de reflexdes
relacionadas a minha patologia atual.

N&o terei nenhum desconforto. Fui informado que as laminas com as células provenientes
da PAAF ficam guardados no setor de patologia e serdo estudados, pela pesquisadora
responsavel, no laboratério do Instituto de Pesquisa da Santa Casa de S&o Paulo.

Fui informado também, que o préprio paciente ou 0s seus responsaveis terdo a qualquer
momento as informacdes sobre possiveis riscos e beneficios da pesquisa, e que
poderemos entrar em contato com a pesquisadora responsavel para que nao fique
nenhuma duvida, e que a qualquer momento poderei desistir da participa¢éo no estudo sem
gue haja prejuizo ao tratamento na Instituicdo em que esta acompanhando.

As pesquisadoras me orientaram que o resultado do meu exame sera confidencial e que as
informagdes obtidas serdo analisadas em conjunto com as de outros voluntarios, ndo sendo
divulgado a identificacdo de nenhum paciente, e que os dados e 0 materiais coletados serdo
utilizados somente para esta pesquisa. Terei o direito de ser mantido atualizado sobre os
resultados parciais que sejam do conhecimento dos pesquisadores. Fui orientado que em
caso de dano pessoal, diretamente causado pelos procedimentos ou tratamentos propostos
neste estudo, terei direito a tratamento médico, bem como as indenizacdes legalmente
estabelecidas.

Fui informado também que nao terei custos pessoais em nenhuma fase do estudo, incluindo
exames e consultas. Também n&o receberei beneficios em dinheiro pela minha
participacdo. Se existir qualquer despesa adicional, ela serd paga pelo orcamento da
pesquisa.
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As principais investigadoras sé&o a Dra. Isabella Fagian Pansani — CRM-SP 176.932 - e a
Dra Carolina Ferraz — CRM-SP 118.856 que podem ser encontradas no Departamento de
Medicina, que fica na Rua Doutor Cesario Motta Junior, 61 - Vila Buarque, Sdo Paulo - SP,
01221-020 , nos telefones: (11) 2176-7300 ou (11) 99589-1800 e pelos Emails:
isabella.pansani@hotmail.com e carolina.ferraz.endocrinologia@gmail.com. Se eu tiver
alguma consideracao ou divida sobre a ética da pesquisa, poderei entrar em contato com
o Comité de Etica em Pesquisa (CEP) — Rua: Santa Isabel, 305 — 4° andar — Fone: (11)
2176-7689 — E-mail: cepsc@santacasasp.org.br

Eu discuti com a Dra. Isabella Fagian Pansani ou a Dra. Carolina Ferraz sobre a minha
decisdo em participar nesse estudo. Ficaram claros para mim quais sdo os propdsitos do
estudo, os procedimentos a serem realizados, seus desconfortos e riscos, as garantias de
confidencialidade e de esclarecimentos permanentes. Ficou claro também que minha
participacdo é isenta de despesas e que tenho garantia do acesso a tratamento hospitalar
guando necessario. Concordo voluntariamente em participar do estudo e poderei retirar o
meu consentimento a qualguer momento, antes ou durante o mesmo, sem penalidades ou
prejuizo ou perda de qualquer beneficio que eu possa ter adquirido, ou no meu atendimento
neste servico. Assim, declaro que, apds convenientemente esclarecido e ter entendido o
gue me foi explicado, consinto em participar da presente pesquisa.

Sao Paulo, de de

Assinatura do paciente ou responsavel legal

Assinatura da testemunha

Para casos de voluntarios, analfabetos, semianalfabetos ou portadores de deficiéncia
auditiva ou visual.

Declaro que obtive de forma apropriada e voluntaria o Consentimento Livre e Esclarecido
deste paciente ou representante legal para a participagéo neste estudo.

Dra. Isabella Fagian Pansani — CRM 176.932 — pesquisadora responsavel

Dra. Carolina Ferraz da Silva - CRM 118.856 — pesquisadora responsavel

DADOS DE IDENTIFICACAO DO PARTICIPANTE DA PESQUISA OU RESPONSAVEL
LEGAL:

Nome do paciente ou responsavel legal:

Natureza (grau de parentesco, tutor, curador, etc):

Documento de identidade n . Sexo:( )M ( )F

Data de Nascimento: / /



mailto:isabella.pansani@hotmail.com
mailto:carolina.ferraz.endocrinologia@gmail.com
mailto:cepsc@santacasasp.org.br
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Endereco:

Bairro

Cidade CEP:;

12, Via prontudrio / 22. Via paciente ou responsavel

Telefone: (

)
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RESUMO

Introducéo: A puncdo aspirativa por agulha fina (PAAF) guiada por ultrassonografia (US)
avalia o nédulo tireoidiano, porém, a citologia pode ser inconclusiva em 10-20% dos casos.
Dado o potencial risco de malignidade (RM) das lesdes indeterminadas (Bethesda lll e 1V),
estes pacientes podem ser submetidos a cirurgias. Histéria clinica, caracteristicas da US,
caracteristicas citolégicas e dados moleculares (microRNAs (miRNAs)) podem indicar maior
RM. Os miR-146b-5p e miR-204 tém expressao diferentes em ndédulos malignos e benignos
de tireoide. A avaliacdo do RM de nédulos indeterminados envolvendo as caracteristicas
descritas e da analise molecular dos miR-146b-5p e miR-204 parece facilitar a conducéo
nestes casos. Objetivos: avaliagdo das informacdes clinicas, de US, citolégicas e moleculares,
através da andlise da expressdo dos miRNAs miR-146b-5p e miR-204, como preditores
diagnéstico e prognostico dos nédulos tireoidianos indeterminados e avaliacdo da
interferéncia das células oncociticas no desempenho da andlise molecular. Metodologia:
Estudo retrospectivo com 25 pacientes com nédulos tireoidianos operados. Avaliou-se
informagfes clinicas, ultrassonogréficas, citolégicas incluindo andlise da presengca ou
auséncia de atipia nuclear e analise molecular através da expressao dos miR-146b-5p e miR-
204. Os dados foram reanalisados, excluindo-se as células oncociticas. Resultados: Dos 25
pacientes, 68% eram mulheres com idade média de 42,4 + 12,7 anos. Onze foram malignos.
Atipia nuclear aumentou RM (p=0,005), as custas de fendas nucleares/ irregularidade de
membrana (p=0,028) e alargamento nuclear (p=0,017). Os valores de corte para a expressao
de miR-146b-5p foram de 0,95 (S=35,7% e E=100%; p=0,046), e 0,022 (S=92,9% e E=36,4%;
p=0,0221), e para a expressao do miR-204 foram de 0,033 (S=85,7% e E=45,5%; p=0,177) e
de 0,0026 (S=21,4% e E=90,9%; p=0,604). Valores acima de 2,0 para a expressao de miR-
146-5p previram pior progndstico (maior risco de o carcinoma ser de risco intermediario ou
alto) (S=50% e E=87,5%; p=0,235). Valores abaixo de 0,003 para a expressao de miR-204
foram relacionados a pior prognostico (S=50% e E=100%; p=0,091). Auséncia de células
oncociticas ndo alterou resultados. Conclusédo: Para amostras com citologia indeterminada,
a analise da presenca de atipia nuclear, principalmente fendas nucleares, irregularidade de
membrana e alargamento nuclear diferenciam amostras benignas e malignas. Quanto a
analise molecular, a expressao do miR-146b-5p mostrou-se um bom marcador para confirmar

malignidade.

Palavras-chave: NAdulo da Glandula Tireoide; Biépsia por Agulha Fina; Teste Molecular;
MicroRNA.
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ABSTRACT

Introduction: Fine needle aspiration (FNA) guided by ultrasound (US) evaluates the thyroid
nodule, however, cytology may be inconclusive in 10-20% of cases. Given the potential risk
of malignancy (ROM) of undetermined lesions (Bethesda lll and IV), these patients may
undergo surgery. Clinical history, US features, cytological features, and molecular data
(microRNAs (miRNAs)) may indicate increased ROM. The miR-146b-5p and miR-204 have
different expression in malignant and benign thyroid nodules. The evaluation of indeterminate
nodules involving the described characteristics and the molecular analysis of miR-146b-5p and
miR-204 seems to facilitate management in these cases. Objectives: evaluation of clinical, US,
cytological and molecular information, through the analysis of the expression of the miRNAs
miR-146b-5p and miR-204, as diagnostic and prognostic predictors of indeterminate thyroid
nodules and evaluation of the interference of oncocytic cells in the performance of molecular
analysis. Methodology: Retrospective study with 25 patients with operated thyroid nodules.
Clinical, ultrasound and cytological information were evaluated, including analysis of the
presence or absence of nuclear atypia and molecular analysis through the expression of miR-
146b-5p and miR-204. The data were reanalyzed, excluding oncocytic cells. Results: Of the
25 patients, 68% were women with a mean age of 42.4 + 12.7 years. Eleven were malignant.
Nuclear atypia increased ROM (p=0.005), especially because of nuclear rifts and membrane
irregularity (p=0.028) and nuclear enlargement (p=0.017). The cutoff values for miR-146b-5p
expression were 0.95 (S=35.7% and E=100%; p=0.046), and 0.022 (5=92.9% and E=36, 4%
p=0.0221), and for the expression of miR-204 they were 0.033 (S=85.7% and E=45.5%;
p=0.177) and 0.0026 (S=21, 4% and E=90.9%; p=0.604). Values above 2.0 for the expression
of miR-146-5p predicted a worse prognosis (higher risk of the carcinoma being intermediate
or high risk) (S=50% and E=87.5%; p=0.235). Values below 0.003 for miR-204 expression
were related to a worse prognosis (S=50% and E=100%; p=0.091). Absence of oncocytic cells
did not change results. Conclusion: For samples with indeterminate cytology, the analysis of
the presence of nuclear atypia, mainly nuclear rifts, membrane irregularity and nuclear
enlargement differentiates benign and malignant samples. Regarding molecular analysis, the

expression of miR-146b-5p proved to be a good marker to confirm malignancy.

Keywords: Thyroid Nodule; Fine Needle Aspiration Biopsy; Molecular Test; MicroRNA.
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