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EPIGRAFE

Teus, 6 SENHOR, sdo a grandeza, o poder, a gldria, a majestade e o esplendor,
pois tudo o que ha nos céus e na terra é teu. Teu, 6 SENHOR, é o reino; tu
estds acima de tudo. A riqueza e a honra vém de ti; tu dominas sobre todas
as coisas. Nas tuas méos estéao a forca e o poder para exaltar e dar forca a
todos. Agora, nosso Deus, damos-te gracgas, e louvamos o teu glorioso nome.

Biblia NVI. 1 Crbnicas, 2003, 29: 11-13

A grandeza de um ser humano ndo esta no quanto ele sabe, mas no quanto
ele tem consciéncia que ndo sabe. Os que pensam ao contrdrio serdo
contaminados pelo orgulho, deixardo de ser construtores de novas ideias,
passardo a ser repetidores de dados. Serdo filhos do tédio e amantes da
mesmice, e ndo desbravadores de novos espacos.

Augusto Cury



APRESENTACAO

Esta obra é composta por nove capitulos, cujos conteudos sdo direcionados as
Boas Praticas Laboratoriais em Biologia Molecular de Tireoide, os quais integram os
principios de organizacdo da base da vida nessa ampla diversidade de formas da légica
molecular. No primeiro capitulo, faremos uma introducdo aos fundamentos bésicos
dos cuidados no laboratorio e da importancia de alguns principios basicos do seu
fucionamento. No segundo capitulo, abordaremos a os principios de pipetagem sobre o
manuseio adequado pipetar, sendo uma fase que requer atencdo do pesquisador para
ndo ocorrer da dosagemdo reagente ou insumo que esté sendo utilizado.

No terceiro capitulo, trataremos das atividades de diluicdo dos primers, como
preprara-lo para o uso, pois na grande maioria vem no estado liofilizado e precisa ser
hidratado com o solvente correto, evitando assim a degradacdo do mesmo. Ja no quarto
capitulo, falaremos sobre o manejo dos reagentes e equipamentos no ambiente laboratorial,
conhecer o insumo utilizado e manuseado é de extrema importancia para a prevengcao
acidentes e o manejo do aquado do mesmo, bem como da organiza¢do das atividades
experimentais. Cada reagente tem suas propriedades fisico-quimicas assim como os
equipamentos tem 0 modo e a forma correta de ser manejado.

No capitulo quinto descrevemos de modo sucinto sobre os nddulos de tireoide e a
importancia da sua classificacdo de acordo com o Sistema de Citopatologia de Tireoide
Bethesda, que estabeleceu critérios que classificam os nédulos biopsiados provenientes
da puncgédo aspirativa por agulha de fina de tireoide (PAAF). Sabemos que a genética
contrubui muito para o avango cientifico a qual influenciou positivamente na descoberta de
biomarcadores para o cancer de tireoide, podemos ver no capitulo sexto. No capitulo 7,8 e
9 abordamos sobre conceitos basicos que fundamentam a extracdo de DNA, a PCR e por
fim a preparacéo do gel de agarose.

Desejamos que esta caminhada pelos das Boas Préticas Laboratoriais em Biologia
Molecular de Tireoide contribua para a construcdo de um conhecimento basico tedrico-
pratico. Este livro tem o objetivo de trazer informagbes que int egram uma visao geral dos
fundamentos basicos de biologia molecular em tiroeide, que auxilie aqueles que estdo os
primeiros passos ou que ja tenham contato com o ambiente laboratorial.

Esperamos que, desse modo, o leitor possa ter uma maior clareza do conhecimento
que fundamenta a légica das noc¢des das boas praticas laboratoriais em tireoide.
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CUIDADOS NO LABORATORIO

No ambiente laboratorial procedimentos de seguranca devem ser tomados, para
o0 adequado desenvolvimento dos ensaios experimentais. O uso dos equipamentos de
protecéo individual (EPIs) é essencial para a seguranca individual e coletiva.

Algumas recomendagdes séo importantes para trabalhar no laboratério:

Uso de jaleco ou avental de preferéncia de algodao, com mangas longas e na
altura dos joelhos, que feche durante as realizagdes no laboratério de biologia
molecular;

O uso de calgados fechados e calgas compridas (para evitar o contato de rea-
gente, caso respingue ou derrame;

E obrigatério o uso de EPIls (equipamentos de protecéo individual) e EPCS
(equipamentos de protecéo coletiva);

E obrigatério o uso da capela de exaustao para descarte, pré-lavagem e o ma-
nuseio de recipientes com os reagentes quimicos;

O uso de mascara com filtro apropriado para 0 manuseio de produtos volateis e
toxicos;
N&o alimentar, fumar ou usar produtos cosmético no laboratério;

O cuidado com lentes de contato € importante porque produtos volateis podem
causar danos e desconfortos;

Quando estiver lidando com reagentes ou amostra biologica evita-se levar as
maos aos olhos ou ao rosto;

Caso tenha algum equipamento de vidraria danificado, avise o responsavel ndo
use nos ensaios;

As amostras deverdo ser armazenadas na temperatura adequada e certifique-
se dos protocolos de ensaios antes de iniciar as atividades;

A identificagé@o correta dos reagentes, amostras e produtos quimicos & de ex-
trema importancia para ndo houver contaminagéo da amostra, uso inadequado
dos insumos e resultando em danos no experimento;

Cuidado com equipamentos para 0s ensaios experimentais é essencial para o
bom uso e desenvolvimento das atividades laboratoriais;

Nunca pipete com a boca, ou faga algum procedimento sem o devido conheci-
mento;

Cada reagente possui suas especificagbes a serem seguidas, bem como os
protocolos dos ensaios experimentais, o descarte dos residuos, a classificagdo dos
produtos segundo a sua perigosidade e seu devido armazenamento, contribui para o
gerenciamento do controle de qualidade e o desenvolvimento das atividades laboratoriais.

O conhecimento das boas praticas laboratoriais influéncia nos resultados obtidos nos
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experimentos. E recomendavel anotar o roteiro de atividades a serem feitas, um caderno
ata de protocolo é ideal para isso, pois, ter em mente a rotina de atividades é fundamental
para o andamento adequado do experimento, pois diminui o risco de contaminacédo da

amostra, o desperdicio de reagentes ou insumos e de resultados ndo confiaveis.
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PRINCIPIOS DE PIPETAGEM

As pipetas automaticas possuem capacidade de transferir volumes pequenos com

alta reprodutibilidade e exatidao, onde apresenta volume ajustavel e o volume méaximo que

pode dispensar. Sua exatidao proporciona dispensar volumes aproximados do volume de

referéncia. A precisdo das pipetas automaticas esta relacionada com a reprodutibilidade

de mensuracdes de um determinado volume expressa pelo desvio padréo (Tabela 1 e 2).

MODELO VOLUME RECOMENDADO | VOLUME MINIMO

(ML) (ML)

p-2 01a2 0,002
P-10 0,5a10 0,02
P-20 2a20 0,02
p-100 10 a 100 0,2
P-200 50 a 200 0,2
p - 1000 100 a 1000 2,0
p — 5000 500 a 5000 2,0

Tabela 1 — Volumes que as pipetas podem dispensar com exatiddo e preciséo.

PIPETA VOLUME EXATIDAO ABSOLUTA VOLUME MINIMO
(ML) (ML) (ML)
P-20 2 0,1 0,04
10 0,1 0,05
20 0,2 0,06
P-200 50 0,5 0,2
100 0,8 0,25
200 1,6 0,3
p — 1000 100 3 0,61

500 4 1

1000 8 1,3

Tabela 2 — Exemplos de exatidao e preciséo.

Na bancada experimental o uso de pipeta automatica é de extrema importancia para

o preparo das reacdes, normalmente faz uso de pipeta monocanal, pipeta multicanal com

canaleta, estantes (racks) com as ponteiras conforme o volume e a pipeta a ser utilizada,

recipientes para o descarte das ponteiras que foram utilizadas.

E importante ressaltar que cada pipeta possui o seu volume a ser dispensado, onde

volumes fora da faixa de precisé@o resulta em erros de pipetagem e podem danificar as

pipetas. Saber qual a pipeta a ser utilizada depende do volume dos reagentes, solugdes ou

amostras adequadas para aquela reag¢do desejada.
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Para o manuseio da pipeta algumas recomenda¢cBes devem ser seguidas, entre

elas, como ajustar o volume pelo botdo de pipetagem para obter o volume desejado. O

visor da pipeta é composto por trés digitos onde a leitura é realizada na dire¢do do botéao

de pipetagem, sentido de encaixe da ponteira, e podem apresentar cores, vermelho para

fracbes de numeros e preto para numeros inteiros (FIGURA 1).

Passos para pipetagem (Fig. 2):

1.
2.

Ajuste o volume desejado;
Aperte o botao de pipetagem até sentir o primeiro ponto de resisténcia;

Direcione a pipeta com o botdo apertado até o eppendorf ou frasco contendo a
amostra ou a solugéo a ser pipetada;

Coloque a pipeta na posicao vertical para fazer a sucgéo do liquido e pressione
devagar o botéo para a posi¢éo inicial, para o liquido subir;

Verifique que o liquido sugado ocupou o volume desejado;

Direcione pipeta para o frasco ou eppendorf com cuidado e dispense o liquido
até a primeira resisténcia, logo pressione até a segunda resisténcia, para que
ocorra dispensacao total do liquido na ponteira;

Principios de Pipetagem _



7. Mantenha o botdo apertado no segundo ajuste e deslize com cuidado pela
parede do recipiente, logo, volte o botdo para a posic¢éo inicial;

8. Aperte o botdo que ao lado do botéo de pipetagem para efetuar o descarte da
pipeta;

Em casos de liquido que possuem certa viscosidade é necessério o uso de pipetas

especificas.

Fig. 2 — Procedimento de Pipetagem.

Alguns cuidados com que devem ser prestados para ndo danificar a pipeta
automatica e até perda da amostra:

a. Nao ultrapasse o volume maximo e n&o use o volume minimo;

b. Volume com densidade diferente da agua deve ajustar empiricamente a densi-
dade é a razéo entre massa e volume, para nao transferir volumes incorretos;

c. Pipeta no sentido horizontal causa danos no sistema de armazenamento e pis-
tOes da pipeta;
d. No uso de solugdes corrosivas € necessario limpar adequadamente ou até

mandar para uma assisténcia técnica;

e. Na aspiragéo do liquido podera ocorrer a formagao de bolhas, par isso, é ne-
cessario dispensar o liquido no frasco de referéncia e prossiga novamente com
a aspiracao;

Principios de Pipetagem
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DILUICAO DOS PRIMERS

Os primers s&o sequéncias de oligonucleotideos, ou seja, é a sequéncia especifica
a qual deseja amplificar através da Reagédo em Cadeia da Polimerase (PCR). Normalmente
os primers chegam ao laboratorio liofilizados, onde devemos reconstitui-los, para isso, é
necessario seguir alguns procedimentos abaixo:

» Diluicédo dos primers esteja um uma concentracdo de >10uM para uso na rotina,
ja para armazenamento em estoque, recomenda-se deixar a 100uM.

+ Cuidados de assepsia com a manipulacéo dos primers para que néo haja con-
taminacéo.

Realizar o célculo para a diluigdo dos primers: o protocolo que vem juntamente com
0s primers possui o volume necessario para adicionar H,O ou TE, caso ndo venha com o
volume especificado, segue o célculo a ser feito (Fig. 3):

Fig.3 —Calculo de solubilizagédo dos primers.

I. Centrifugue o tubo com o primer por alguns segundos (SPIN);
Il. Abra com cuidado o tubo de primer;

lll. Adicione H,O ultrapura ou TE, deixe solubilizar por 2 minutos em temperatura
ambiente;

IV. Vortexar por 15 segundos;

V. Aliquota o primer e armazena.
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Os primers possuem um tempo de armazenamento:

-20°C = Material liofilizado possui estabilidade > 1 ano;
-20°C = Material solubilizado possui estabilidade > 6 meses;
4°C = Material solubilizado possui estabilidade até uma
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MANEJO DOS REGENTES\EQUIPAMENTOS

Osreagentes devem ser manuseados seguindo as normas de padrdes internacionais,
considerando que todos material, sendo corrosivo, téxico, radioativo, oxidante e desde o seu
manejo, armazenamento, processamento, embalagem e transporte, podem causar danos
a saude, seguir as normas de seguranca do laboratério é essencial para evitar acidentes.

Cada produto quimico, reagente ou amostras devem ter identificagéo no rétulo ou no
frasco, conforme a sua perigosidade para o devido armazenamento e ventilagdo especifica
que requer o produto em questdo. Ao manipular os produtos utilize os equipamentos de
segurancga (EPIs), para evitar acidentes e contaminagéo do que esta sendo manipulado.

Produtos devem ser guardados em frascos com identificac@o, adequada para a sua
visualizagéo; produtos acidos devem ser locados para nas prateleiras inferiores; reagentes
inflaveis devem estar longe do alcance de fonte de ignicdo; solugdes de hidroxidos
inorganicos devem ser armazenados em frascos de polietileno; produtos peroxidaveis
devem ser armazenados em local escuro, seco e fresco. Apos retirar aliquotas de reagentes

feche o frasco e coloque no devido local de armazenamento.

Os produtos quimicos sdo classificados de acordo com a sua perigosidade
(Quadro 1):

Classes Risco Exemplos

Toxicos Envenamento através da Benzeno, mercurio,
inalacdo, absorgao ou tetracloreto de carbono
ingestéo.

Corrosivos Destroem tecidos vivos. Acidos e bases

Inflamaveis Poder de combustao. Acetona, acido acético,

alcool etilico.
Explosivos Provocam choque ou

Perdxido, perclorato impacto
expostos ao de magnésio,
calor, podem explodir.
dicromato de aménio.

Oxidantes Oxidam Composto com nivel alto de
oxigénio, Oxidos, nitratos
cloratos, percloratos,
cromatos, dicromatos e

permanganatos.
Reagentes sensiveis a agua Libera gases em meio 4gua.  Metais alcalinos, hidretos
metélicos.
Gases comprimidos Gases néo liquefeitos e sob
presséo.
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Quadro 1- Classificagao dos produtos quimios conforme a sua perigosidade’.

Os fatores de risco sdo representados por cores e formados por trés circulos de

tamanhos diferentes abaixo (Fig.4):

Simbologia das Cores

Mo mapa de risco, 0S5 riscos 30
representadoes e indicadas par
circulos coloridos de trés tamanhos
diferentes, a saher:

Rizco Quimico Leve

Risco Mecanico Leve

Risco Quimico Médio

Risco Mecanico
Médio

Rizco Quimico Elevado

Risco Mecanico
Elevado

o Risco Bioldgico Leve

Risco Ergondmico Leve

Risco Fisico Leve

Risco Binldgico Médio

Risco Ergondrnico
Médin

Risco Fisico Médio

Risco Bioldgico Elevado

Risco Ergondrmico
Elevado

Rizsco Fisico Elevado

Fig. 4 — Simbologia das cores

Fonte: Modificado de Almeida (2008)2.

1 Referéncia: https://www.abntcatalogo.com.br/abiquim/
2 Referéncia: https://www.fiocruz.br/biosseguranca/Bis/imagem/img-simbolo/103simbologia_das_cores.gif
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NODULOS DE TIREOIDE

Os nodulos de tireoide acometem cerca de 60% dos adultos independentemente
da quantidade de nédulos, sendo que 5% a 10% desses nOs pequenos apresentam
risco de malignidade tanto em homens ou mulheres, populagdo modo geral (AMERICAN
THYROID ASSOCIATION (ATA) GUIDELINES TASKFORCE ON THYROID NODULES
AND DIFFERENTIATED THYROID CANCER et al., 2009; GRANI et al., 2020). O cancer de
tireoide representa cerca de 66,8% dos casos de cancer endocrinos e 96% de mortalidade
(SIEGEL, NAISHADHAM, JEMAL, 2013).

O exame clinico e ultrassonografico é essencial para o diagnéstico e tratamento,
alinhado com o histérico do paciente, sendo este tenha apresentado um aumento do
tamanho da tireoide, rouquidao, disfagia, dispnéia, perda de peso, fadiga e irradiagdo na
regido da cabeca. O seguimento clinico deve ser considerado para avaliagdo mais profunda
do paciente. Além disso, a deve ser observado se ha linfonodos cervicais, pois na maioria
dos casos de cancer de tireoide anaplasicos apresentam uma massa cervical, podendo ser
acompanhado por febre e perda peso (GLIKSON et al., 1990).

A publicacéo do atlas do Sistema Bethesda de tiredide (Sistema Bethesda de
Relatos Citopatolégicos da Tireoide (TBSRTC, The Bethesda system for Reporting
Thyroid Cytopathologiy), representou um marco no diagnoéstico das PAAFs de tireGide. Ele
contém definicbes citologicas e critérios morfologicos e de diagndsticos, levando a uma
uniformidade na definicdo das alterac¢des tireoidianas na utilizagdo da aspirag¢éo por agulha
fina, aprimorando o entendimento entre os citopatologistas e especialistas (BALOCH e
LIVOLSI, 2008; BALOCH et al., 2008; CIBAS e ALI, 2009; KUNUKA et al., 2012; ALl e
CIBAS, 2016; LIU et al., 2016).

O TBSRTC inclui seis categorias de diagnéstico baseado em evidéncias de relatos
de casos clinicos de doenca tireoidiana e cada categoria possui um risco de malignidade
e gerenciamento clinico (BONGIOVANNI et al., 2012; PUSZTASZERI et al., 2016). Séao
categorias bem definidas e morfologicamente distintas: ndo diagnéstico ou insatisfatério,
benigno, atipia de significado indeterminado ou leséo folicular de significado indeterminado,
neoplasia folicular ou suspeito de neoplasia folicular, suspeito de malignidade e maligno
(CRIPPA et al., 2010; ALI, 2010; VICKIE et al., 2010).

Nao diagnéstico ou Insastifatério (Categoria Bethesda )

Categoria composta por amostras de PAAF insatisfatéria ou ndo-diagnéstico (ND)
(CIBAS e ALLI, 2009). Estes espécimes tém como caracteristica um namero insatisfatério de
células foliculares e as preparagdes de esfregagos inadequadas devido a obscurecimento
por sangue, esfregaco espesso, secagem ao ar, artefatos, entre outros contribuintes que
interferem no diagnostico (VICKIE et al., 2010). Para uma amostra de PAAF ser considerada
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satisfatéria segundo o sistema TBSRTC é necessario que a espécime apresente pelo
menos 6 grupos de células foliculares e cada grupo seja composto de pelo menos 10
células (CIBAS e ALI, 2009; ALI, 2010; SANTOSH et al., 2013).

Benigno (Categoria Bethesda Il)

Inclui aspirados com propor¢des adequadas de células com varidveis colbides e
células foliculares com arquitetura macrofolicular (ALI, 2010). As amostras consideradas
benignas possuem caracteristicas citomorfoldgicas de bécio coloidal e bécio adenomatoide,
tireoidite de Hashimoto, tireoidite de Quervain’s, ou tireoidite granulomatosa na doencga de
Graves (VICKIE et al., 2010). (CIBAS e ALI, 2009; ALI, 2010; SANTOSH et al., 2013).

Atipia de Significado Indeterminado ou Lesado Folicular de Significado
Indeterminado (Categoria Bethesda lil)

Os aspirados de FNA na atipia de significado indeterminado (AUS) ou leséo folicular
de significado indeterminado (FLUS) é composta de casos heterogénicos que possuem
caracteristicas dificeis de serem categorizadas como benigno, maligno ou suspeita (CIBAS
e ALI, 2009; VICKIE et al., 2010). Segundo o Sistema Bethesda (TBSRT) o risco de
malignidade foi estimado de 20 a 25% e sé&o caracterizados em oito cenérios especificos:

1) Predominancia de microfoliculos em um ambiente celular espesso com
coloide escasso;

2) Evidéncia de células de Hirthle, atipias de células foliculares com esfregaco
inapropriado devido a contaminagéo por artefatos (secagem ao ar ou coagulagao);

3) Aspirado celular com células virtuais de Hurthle sugestiva de tireoidite

linfocitica crdnica ou bocio multinodular;

4) Caracteristicas focais de carcinoma papilar de aspecto predominante nucleares;
5) Aspirado benigno sugestivo de tireoidite linfocitica cronica;

6) Células de revestimento cistico podendo apresentar atipia, sulcos, nucleos
alongados e\ou inclusdes intracelulares no aspirado benigno;

7) Células foliculares focais atipicas (aumento nuclear, nucléolos predominantes,
etc.) em casos de pacientes com histérico de iodo radioativo, reparo devido a
evolugéo de leséo cistica;

8) Amostras de FNA que apresentam infiltrado linfoide atipico né@o visualizado na
fenotipagem por citometria de fluxo.

Nestes casos sugerem a repeticdo da aspiragdo por agulha fina da tireoide (ALI,
2010).
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Suspeito de neoplasia folicular ou Neoplasia Folicular (Categoria Bethesda IV)

Os aspirados de PAAF possuem caracteristicas citomorfolégicas moderadas com
abundantes células, coloide escasso ou ausente, predominancia de células microfoliculares
ou trabéculas com arquitetura de células foliculares (SANTOSH et al.,, 2013). Embora
seja visto como uma leséo significativamente suspeita, ndo se consegue diferenciar um
carcinoma folicular de um adenoma folicular e normalmente os pacientes sao encaminhados

a uma tireoidectomia total ou lobectomia (ALI, 2010).

Suspeito de Malignidade (Categoria Bethesda V)

Nesta categoria as amostras provenientes de PAAF séo evidenciadas alteragbes
sugestivas de carcinoma papilar, carcinoma medular ou linfoma (SANTOSH et al., 2013).

Hé& prevaléncia de caracteristicas de malignidade, porém os dados quantitativos
e/ou qualitativos dos espécimes séo insuficientes para o diagnéstico de neoplasia
maligna. Os casos de carcinomas papilares representam cerca de 60-70% suspeito
de malignidade. Amostras sugestivas de neoplasia folicular devem ser classificadas na
Categoria Bethesda IV (ALI, 2010).

Malignidade (Categoria Bethesda VI)

Casos conclusivos de alteragdes citomorfolégicas para malignidade com estimativa
de 97 a 99% para diagnéstico de cancer. E recomendado uma intervencéo cirdrgica para
remoc¢ao dos noédulos malignos, exceto em tumores metastaticos, linfomas ndo Hodgkin e
carcinomas indiferenciados (CIBAS e ALI, 2009; ALI, 2010).

O sistema Bethesda de Relatos Citopatolégicos da Tireoide (TBSRTC), proporcionou
uma uniformidade nos parametros citopatolégicos, e ndo incluiu apenas as designacdes de
diagnostico para benigno e maligno encontrados nas lesdes tireoidianas em espécimes de
FAAF, como também para lesGes “indeterminados para malignidade” (ALl e CIBAS, 2016).
Para isso realizaram a subclassificagao nas categorias e propuseram um risco implicito de
malignidade com base em dados de literatura e diagnéstico clinico (PUSZTASZERI et al.,
2016):

I) Atipia de indeterminada significancia (AUS) / leséo folicular de indeterminado
significado (FLUS);

II) Neoplasia folicular (FN) / Suspeita por neoplasia folicular (SFN)
Ill) Suspeita para malignidade (SM).

Aterminologia dos relatérios de qualidade e a reprodutibilidade do TBSRTC no ambito
global impactou significativamente o manejo dos nddulos tiroidianos com repercusséo de
ensaios moleculares para diagnésticos e aceitagdo pela Associagcdo Americana de Tireoide
(ATA) de diretrizes para pacientes adultos com noédulos tireoidianos e cancer diferenciado
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de tiroide, 2015 (PUSZTASZERI et al., 2016; HAUGEN et al., 2017). A Variante Folicular
do Carcinoma Papilifero de Tireoide nédo Invasivo e Encapsulado (VFCPT) apresenta uma
prevaléncia de 20% dos canceres de tiroide. Esta classe, VFCPT encapsulada e sem
invasdo vascular, & considerada atualmente como uma lesdo benigna da (NIKIFOROV et
al., 2016).

Nikiforov e colaboradores (2016) realizaram uma revisdo de nomenclatura dos
CPTVF e renomearam estes tumores como neoplasia folicular de tireoide nao invasiva
com aspectos nucleares de caracteristicas papilifera (NIFPT, Noninvasive Follicular Thyroid
Neoplasm with Papillary-like Nuclear Features). O NIFTP apresenta encapsulamento ou
demarcacao clara do tumor do tecido tireoidiano adjacente sem nenhuma invaséo, padréo
de crescimento folicular, expressdo pelo menos moderada de aspectos nucleares do
carcinoma papilifero e com baixo potencial de malignidade (FU et al., 2017; XU et al. 2017;
WONG et al., 2017).

Segundo Cibas e Ali (2017) a recente reclassificacao da neoplasia de tireoide como
neoplasia folicular de tireoide ndo invasiva com aspectos nucleares de caracteristicas
papilifera (CPTVF), ha implicagbes devido ao risco de malignidade de acordo com os
critérios de diagnostico. Nesta publicacdo de Cibas e Ali (2017) determinaram que a
associagao de risco de cada categoria esta relacionada a recomendagéo do gerenciamento
clinico atualizado e baseados em evidéncias, e que cada categoria possui risco implicito de
malignidade entre 0% a 3% para benigno e 100% para maligno (Quadro 2).
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I. NAO DIAGNOSTICO OU NAO SATISFATORIO

Extrato praticamente acelular

Outros (obscurecer sangue, artefatos de coagulagao, etc.)
Il. BENIGNO

Consistente com um nédulo folicular benigno (inclui nédulo adenomatoide, nédulo
coloidal, etc.) Consistente com tireoidite linfocitica (Hashimoto) em o contexto clinico
apropriado Consistente com tireoidite granulomatosa (subaguda)

Qutros

lll. ATIPIA DE SIGNIFICADO NAO INDETERMINADO OU LESAO FOLICULAR DE
SIGNIFICADO INDETERMINADO IV. NEOPLASIA FOLICULAR OU SUSPEITO
PARA UMA NEOPLASIA FOLICULAR

Especifico do tipo de células de Hurthle (oncocitico)

V. SUSPEITO PARA MALINABILIDADE

Suspeita para carcinoma papilar

Suspeita para carcinoma medular

Suspeita para carcinoma metastatico Suspeito para linfoma

Outros

VI. MALIGNIDADE

Carcinoma papilar de tireoide

Carcinoma pouco diferenciado Carcinoma medular da tiroide

Carcinoma indiferenciado (anaplasico) Carcinoma de células escamosas
Carcinoma com caracteristicas misturadas (especificar) Carcinoma metastatico
Linfoma nao-Hodgkin

Outros

Quadro 2 — Categorias de diagnéstico segundo o Sistema Bethesda 2017 para Relatérios
Citopatolégicos de Tireoide. Modificado de CIBAS E ALI, 2017.

11 PUNGAO ASPIRATIVA POR AGULHA FINA (PAAF)

E um procedimento de diagnéstico para determina a natureza do nédulo tireoidiano,
apresenta 90% de sensibilidade. A tireoide é uma glandula endécrina responsavel pela
produgdo horménios que exercem papel funcional para o organismo humano. E localizada
na parte anterior ao pescoco, regido da garganta conhecida como “Pomo de Adéo” ou
“gogd”, seu formato € de “borboleta”, chega a pesar entre 25 a 25 gramas no adulto, cujo
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tamanho varia entre 4 a 7cm de maior eixo <2cm de didmetro, podendo variar de individuo.

Apesar de ser considerada um exame invasivo é fundamental para avaliagdo
inicial nos casos de nodulo tireoidiano (Quadro 3). Resultados com amostras insuficientes
representa cerca de 17% a 20%, pois depende da habilidade do profissional (Theoharis ET
al., 2009). Além da puncéo aspirativa por agulha fina € integrada com exames bioquimicos
para dosagens de T1, T2, T3, T4 e TSH, e ultrassonografia de tireoide pois este permite
avaliacdo pelo médico da glandula. Dependendo do caso ha necessidade de exames
adicionais como a tomografia computadorizada ou cintilografia.

Nodulos de Tireoide iguais ou superior a 1,0 cm de aspecto ou composigao solidos,
misto, Unico ou multiplos ou néao sélidos com microcalcificacoes.

Nodulos superiores a 0,5 cm com sugestiva de malignidade ao ultrassom.

Nédulos mistos (sélidos-cisticos) = 1,5 cm com sugestiva para malignidade com
exame ultrassonografico de tireoide de 2,0 cm ou mais, superior independentemente
das caracteristicas no ultrassom.

No6dulos com aumento de 50% em seu volume durante a fase de acompanhamento.

Quadro 3 — Indicagéo a pungéo aspirativa por agulha fina (PAAF).
Fonte: MONDAL et al., 2015.

A PAAF é um procedimento guiada por ultrassonografia independente se os n6dulos
séo palpaveis, pois a visualizagdo do nédulo pelo médico, realizando movimentos de vai e

vem ajuda a inserir a agulha no ponto certo (Fig.5).

. Sonda Agulha
(ecograha]/
&

Tirbide Noédulo

Fig. 5 — Puncéo aspirativa por agulha fina do nédulo tireoidiano guiada por ecografia.

Fonte: Modificado de https://www.saudebemestar.pt/pt/exame/imagiologia/biopsia-da-tiroide/.
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Assim, os fragmentos sdo aspirados do tecido tireoidiano biopsiado, €& feito

um esfregagco em uma ou mais lamina de citologia, onde sdo coradas por Giemsa ou

Papanicolau e seguidas para analise do patologista. A andlise citopatoldgica ir4 poder

dizer se ha malignidade ou néo na citopungdo. Com o resultado da analise podera dar

seguimento clinico ao paciente.

A citopuncéo pode parecer assustadora, mas ndo apresenta riscos eminentes, pode

causar desconforto logo ap6s a coleta, isso implica que o paciente relate ao médico o uso de

medicamentos como anticoagulantes ou antiagregantes. O exame dura aproximadamente

de 20 a 30 minutos e ndo compromete a rotina do paciente, pois pode retornar logo ap6s

ter feito a citopungéo.

0a3

5a15

15a30

60 a 75

97 a 99

Repetir a puncao

Acompanhar

Repetir puncéo (intervalo de
3 a 6 meses)

Realizar lobectomia

Realizar tireoidectomia total
ou lobectomia

Realizar tireoidectomia

Quadro 5 — Risco de malignidade e conduta clinica.
Fonte: modificado de Cibas e Ali (2017) e RUSS et al.,2017).

O tumor benigno apresenta caracteristicas tais como: ndo ha invaséao tecidual; ndo

h& metastases e pode ser removido casos seja necessario. Ja o tumor maligno pode afetar

os demais 6rgdos e haver metastases, na maioria dos casos deve ser removido para evitar
recidiva tumoral (BONGIOVANNI et al., 2011; BONGIOVANNI et al., 2012).
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GENETICA DO CANCER DE TIREOIDE

O parénquima da glandula tirecide é composto histologicamente por dois tipos
principais de células. As células epiteliais foliculares revestem os colb6ides, concentram iodo
e produzem os horménios da tireoide. Estas células dao origem a ambos os canceres de
tireoide bem diferenciados (o papilifero e o folicular) e ao carcinoma anaplésico de tireoide.
O segundo tipo celular consiste na célula C ou parafolicular, que é produtora do horménio
calcitonina e da origem ao carcinoma medular de tireoide (MTC) (CARLING E UDELSMAN,
2014).

O cancer diferenciado de tireoide (DTC) é cancer de tireoide mais comum,
representando mais de 95% dos casos, e inclui o carcinoma papilifero de tireoide (CPT),
o carcinoma folicular de tireoide (CFT) e carcinoma de células de Hurthle. O carcinoma
de tireoide pouco diferenciado € um cancer de tireoide, derivado das células foliculares,
mais agressivo que o DTC (CABANILLAS ET AL., 2016). O CPT ¢ o subtipo mais comum e
que carrega o melhor prognoéstico geral. Metastases mais comumente envolvem linfonodos
cervicais e, menos comumente, os pulmées. O CFT, o carcinoma de células de Hurthle e
o carcinoma de tireoide pouco diferenciado sdo canceres de alto risco e que tendem a se
disseminar por via hematogénica para sitios distantes, particularmente para o pulméo e
ossos. O sistema de estadiamento para o DTC depende da idade, sendo o prognéstico pior
para pacientes mais velhos (=45 anos de acordo com o sistema atual) (CABANILLAS ET
AL., 2016).

O carcinoma anaplasico (indeferenciado) de tireoide € uma forma rara de cancer de
tireoide (<1%) que geralmente se apresenta como uma massa cervical de rapido crescimento.
Os locais mais comumente afetados por metastases a distancia sdo os pulmdes, seguidos
pelos ossos e cérebro. O carcinoma anaplasico de tireoide geralmente surge a partir e/ou
pode coexistir com o DTC. Os médicos devem suspeitar de transformagédo anaplasica em
pacientes com histéria de DTC de longa data e que apresentam uma massa cervical. O
prognéstico dessa neoplasia é ruim (CABANILLAS ET AL., 2016).

O carcinoma medular de tireoide é raro, sendo responsavel por 1-2% de todos os
canceres de tireoide. Em contraste com o DTC, o carcinoma medular de tireoide origina-se
nas células neuroendocrinas parafoliculares da tirebdide. Se apresenta, mais comumente,
como um noédulo tireoidiano em pacientes na quarta a sexta década de vida. 70% dos
pacientes com carcinoma medular de tireoide palpavel apresentam disseminagao para
linfonodos cervicais, no momento da cirurgia (CABANILLAS ET AL., 2016).

O diagnéstico de cancer de tireoide, especificamente o carcinoma papilifero de
tireoide, teve um aumento de 240% na incidéncia nas Ultimas trés décadas. Embora a
maioria dos canceres de tireoide recém-diagnosticados sejam CPTs pequenos, tem ocorrido
uma maior incidéncia em todos os tamanhos e estagios do CPT, em ambos géneros e em
todos os grupos étnicos. O CPT é a malignidade end6crina mais comum, representando
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96,0% do total de novos canceres do sistema endécrinos e 66,8% das mortes por cancer
endécrino (CARLING E UDELSMAN, 2014).

A grande maioria dos canceres de tiredide se apresenta como um nédulo tireoidiano
detectado pelo paciente rotineiramente, e/ou pelo médico através do exame fisico ou de
exames de imagem do pescogo, como a ultrassonografia (US). Uma minoria dos nédulos
tireoidianos é maligna. Existe uma probabilidade de cerca de 5-10% de malignidade dos
nddulos de tiredide detectados na populacao geral, mas homens e pacientes nos extremos
da idade possuem um maior risco (CARLING E UDELSMAN, 2014).

A American Thyroid Association (ATA) langou uma diretriz em 2015, recomendando
que os noédulos tireoideanos sejam biopsiados, pela puncdo aspirativa com agulha fina
(PAAF), apenas quando forem maiores que 1 cm. Com excec¢éo para pacientes com alta
suspeita clinica ou com presenga de linfonodomegalia (BENJAMIN ET AL., 2017).

O carcinoma papilifero de tireoide (CPT) e o carcinoma folicular de tireoide (CFT) sédo
as neoplasias de tireoide mais comuns e o desenvolvimento de marcadores moleculares
para esses tumores € muito significativo em termos de diagndéstico, prognéstico, tratamento
e acompanhamento. Quatro mutacbes génicas diferentes, com efeitos significativos no
progndstico e diagnéstico dessas neoplasias, ja foram identificadas. S@o elas as muta¢des
pontuais BRAF (quinase Raf do tipo B) e RAS, e os rearranjos RET/PTC e PAX8/PPARc
(OMUR E BARAN, 2014).

Essas mutacbes séo, na maioria dos casos, mutuamente excludentes, sugerindo
efeitos finais anélogos ou semelhantes. Estudos prévios revelaram que esses genes
mutados codificam efetores da via de sinalizagéo da proteina quinase ativada por mitégeno
(MAPK) (AGRAWAL ET AL., 2014).

O gene BRAF codifica a proteina B-Raf, membro da familia de proteinas RAF, que
€ uma serina-treonina quinase. Quando a proteina Ras, codificada pelo gene RAS, liga-se
e ativa a B-Raf, ela é translocada para a membrana celular, associando-se diretamente
a via de sinalizacdo da MAPK. Essa via € responsavel pela ativagdo da transcricdo de
genes envolvidos na diferenciagéo, proliferacdo e sobrevivéncia celular. As altera¢cdes mais
comuns no CPT incluem mutag6es pontuais do BRAF, que séo observadas em 35-70% dos
casos. Essa mutagéo causa ativagao constitutiva da quinase B-Raf e, portanto, indugéo da
via de sinalizagdo da MAPK, responsavel pela tumorigénese da tireoide (OMUR E BARAN,
2014).

A anélise mutacional do BRAF e, em menor grau, a analise do rearranjo RET/PTC
e de mutagdes no gene RAS em amostras de PAAF, tem sido avaliada na tentativa de
desenvolver subclassificagdes citologicas mais discriminatérias, melhorando a acuracia das
indicagdes cirargicas para remoc¢ao de nodulos de tireoide. Em instituicdes selecionadas, o
uso de tais genes como biomarcadores moleculares para o cancer de tireoide, em amostras
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de PAAFs, faz parte da rotina para melhorar a precisdo do diagnoéstico pré-operatério.
Recentemente, os dados iniciais baseados no uso de um painel de expresséo génica para
caracterizar ainda mais nédulos tireoidianos considerados “indeterminados” (como os

classificados na categoria lll e IV do Sistema Bethesda) foram apresentados (CARLING E
UDELSMAN, 2014).

= - Cancer de Bem Mal diferenciado | Cancer tireoide
Alteragéo Genética tireoide diferenciado Cancer tireoide Anaplasico
CPT CFT
Rearranjo o/ . OEO, o _1n0 o
RET\CPT 13% - 25% 0% 0-13% 0%
Mutagéo BRAF 29 —69% 0% 0-13% 0-12%
Rearranjo NTRK1 5-13% Desconhecido Desconhecido Desconhecido
Mutagdo RAS 0-21% 40% - 53% 18% - 27% 20% - 60%
Rearranjo PPARG 0% 25% - 63% 0% 0%
Mutagdo CTNNB1 0% 0% 0-25% 66%
Mutagdo TP53 0-5% 0-9% 17% - 38% 67% - 88%

Tabela 2. Resumo das alteracdes genéticas conhecidas mais comuns identificadas no cancer
de tireoide derivado das células foliculares.

Fonte: Modificado de Carling e Udelsman (2014).
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EXTRACAO DE DNA

PROTOCOLO DE EXTRAGCAO DE DNADE AMOSTRAS DE PUNGAO ASPIRATIVA
POR AGULHA FINA (PAAF), CONSERVADAS EM TRIZOL

Para os ensaios experimentais sdo necessarios alguns passos:
1. Ajustar a centrifuga refrigerada para temperatura de 4°C.

2. Transferir toda a solugé@o conservante para um tubo de 1,5mL, com cuidado para
nao transferir o pellet de células.

3. Adicionar 0,2mL de cloroférmio para cada 1mL de Trizol que foi transferido para o
tubo. Vortexar vigorosamente até obter uma solugéo résea de aspecto leitoso.

4. Centrifugar a 13.000 xg a 4°C por 15 minutos.

5. Observar as 3 fases da solugédo: a primeira fase & aquosa, contém o RNA, a
interfase é banca e leitosa contém o DNA e fase inferior résea contém proteinas.
Descartar a fase aquosa superior.

6. Adicionar 0,3mL de etanol absoluto para cada 1mL de Trizol utilizado inicialmente
e homogeneizar por inverséo.

7. Incubar a temperatura ambiente por 3 minutos e centrifugar por 1900 xg por 5
minutos a 4°C.

8. Remover o sobrenadante. Lavar o pellet resultante com uma solugéo 0.1M de
citrato de sodio em etanol 10% na propor¢cdo 1 mL de solugéo para cada 1mL de
Trizol utilizado inicialmente.

9. Incubar a temperatura ambiente por 30 minutos, com agitacdo por vortex a cada
10 minutos.

10. Centrifugar a 200 xg por 5 minutos a 4°C.

11. Repetir passos 8 a 10 vezes. Para pellets grandes, uma segunda lavagem pode
ser necessaria.

12. Suspender o pellet em etanol 75% na proporgdo 2mL de etanol para cada 1mL
de Trizol utilizado inicialmente. Incubar por 15 minutos a temperatura ambiente, com
agitacao por voértex a cada minuto.

Centrifugar a 2000 xg por 5 minutos 4°C.

13. Descartar com cuidado o0 sobrenadante e secar os tubos invertidos em fluxo
laminar sobre filtro por 2 a 10 minutos, dependendo da quantidade material extraido.
Ressuspender o pellet numa solucdo de NaOH 8mM, na propor¢céo de 450uL de
solucéo para cada 107 células ou 60mg de tecido, com pH=9. Caso precise ajustar o
pH por ser utilizado TE (Tris- EDTA).

14. Caso tenha debris celular, centrifugue o tubo a 13000 xg por 10 minutos, o
sobrenadante contém o DNA e dever ser transferido para outro eppendorf e estocar
a -70°C, até o ensaio.
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Lembrando as laminas de puncdo aspirativa de tireoide por agulha fina (PAAF)
corada em giemsa, contém laminulas que deverdo ser retiradas com cuidado, para ndo

danificar e contaminar a amostra.
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PCR

A técnica de reagéo de cadeia pela acdo da polimerase PCR (do inglés, polimerase
chain reaction), baseado pela amplificacdo enzimatica de um especifico fragmento de DNA,
onde utiliza-se uma sequéncia de oligonucleotideos, chamados de primers ou sequéncias
iniciadoras, que formam hibridos com as fitas complementares de uma sequéncia (molde
conhecida como sequéncia alvo). Os repetitivos ciclos permeio a variavel temperatura,
permitem a desnaturacdo do DNA molde, a hibridizacdo seguida de amplifica¢des pela
acao da DNA polimerase conforme os primers, resultando em multiplas sequéncias da
regido de interesse dada pelos primers.

Na técnica da PCR faz uso dos equipamentos o termociclador e do vortex e consiste
numa reacao onde os reagentes sdo misturados em um tubo de eppendorf:

a) Amostra de DNA — sequéncia que deseja amplificar.

b) Primers — séo iniciadores e limitam-se a regido a ser amplificada.

)
)
c) Bases Nitrogenadas (dNTPs) — sédo adicionadas as novas cadeias de DNA.
d) Tampéao — propicia pH adequado para atividade da polimerase.

)

e) Tag Polimerase — fungéo de atividade enzimatica.
Para o mix de uma amostra com volume final de 25pL:

H,O ultrapura 9,0 uL
Taq Polimerase (MgCl e dNTPs) 12,0 pL

Primer Forward 1,0 uL
Primer Reverse 1,0 uL
Amostra DNA 2.0 uL

*Sempre lidar usar uma cuba de gelo para preparar a reacao da PCR. Apos adicionar
o mix da PCR, proximo passo € colocar o tubo no termociclador.

Na PCR em Tempo Real é utilizado uma sonda interna a ser amplificado e é
hibridizado ao DNA molde. A sonda possui marcador fluorescente e pela agéo da polimerase,
€ desintegrada, onde a enzima polimerase assume o lugar da sonda, na extensédo dos
primers, algo que pode ser visualizado por equipamento especifico.

Ja na RT-PCR ocorre a amplificagdo dos &cidos nucléicos a partir da molécula de
RNA convertidas em DNA complementar (cDNAs). A molécula de RNA é convertida em
cDNA através da reagéo da transcriptase reversa (RT), proporcionando dados qualitativos
e quantitativos.



Utilizaremos o termociclador Veriti Thermal Cycler 96 wel | — Applied Biosystems
para obtermos um fragmento amplificado nas condi¢des especificas, as temperaturas PCR:
35 ciclos de 94°C por 30s, durante 30s e 72°C durante 45s desnaturacéo inicial a 94°C por
2 min e extenséo final a 72 durante 7 min.
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PREPARACAO E VISUALIZAGCAO DO GEL DE AGAROSE

ELETROFORESE

E descrita pelo deslocamento de biomoléculas que estejam numa matriz sélida
de agarose ou poliacrilamida conduzidas pela eletricidade, onde a velocidade de
deslocamento é determinada pela carga elétrica da biomolécula (positiva, negativa ou
neutra), estrutura e tamanho da amostra. A corrida eletroforética se da pela migracéo das
particulas carregadas em direcdo oposta e a sua velocidade é permeada pelo tamanho
de pares bases que a amostra possui.

O ensaio da eletroforese é constituido pelo gel de agarose imerso em um tampao,
os eletrodos ligados nas extremidades da cuba, onde a amostra de DNA (possui carga
negativa), resultante da reacdo de PCR é adicionada nos pocinhos do gel. A amostra

pode estar com brometo de etidio ou pode ser corada ap6s a corrida no gel.
Como preparar o gel de agarose:

a) Preparo do Tampéo: Coloca-se 100ml de tampao TAE ou TBE 10x em uma
proveta de 1000ml e adiciona agua MiliQ, até completar 1000ml, resultando em um
tampéao de 1x.

b) Pesa 1,5g de agarose na balanca analitica e coloca-se no frasco de erlenmyer
e adiciona 100ml do tampéo TAE ou TBE 1x, leva para para o microondas por
aproximadamente 1minuto, até dissolver a agarose;

c) Coloca-se o tampéao TAE ou TBE na cuba de eletroforese;

d) Apbs o gel esfriar um pouco, coloca-se na cuba de eletroforese juntamente com
o pente até endurecer o gel de agarose. O pente evita que o gel no estado liquido
escorra para area nao designada para o gel;

e) Retire o pente com cuidado;

f) Em uma placa de ensaio de ELISA ou de placa de PCR, aplique 2ul de DNA
gendmico resultante da PCR, juntamente com 1ul de azul de bromofenol, 3ul de
agua MiliQ e faga um Up and Down com a pipeta para misturar e aspirar a quantidade
desejada para a aplicar no pocinho do gel de agarose;

g) Ligue a fonte de eletroforese;

h) Apés o termino da corrida eletroforética, retire o gel e core com brometo de editio,
caso nao tenha ja mistura, em seguida, coloque o gel no aparelho transluminador a
UV para visualizagdo das bandas no gel de agarose (Fig. 5).
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Fig. 5 - Visualiza¢éo das bandas no gel de agarose.
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CONSIDERACOES FINAIS

O laboratério de biologia molecular de tireoide requer boas pratica e conhecimento
basico sobre com o que ir4 se trabalhar. Aqui neste manual pudemos descrever sobre 0s
principios basicos como os cuidados no laboratério, principios de pipetagem, a diluicdo
de primers, 0 manejo dos reagentes e equipamentos. Ja no capitulo cinco falamos sobre
os nodulos de tireoide, a classificacdo do Sistema Bethesda de Citopatologia de Tireoide,
bem como sobre fundamentos empiricos da puncéo aspirativa por agulha fina (PAAF), a
importancia do exame quando a sugestiva para malignidade. Por fim, demos uma pincelada
sobre os fundamentos basicos dos ensaios de extracdo de DNA, PCR e preparacéo e
visualizacdo do gel de agarose. Assim, poder contribuir para o discernimento e empregar

um método molecular que venha auxiliar no diagnéstico e na classificagéo.
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