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RESUMO

A tireoide é uma glandula enddcrina que pode ser afetada por diversas lesdes, que incluem
doengas reativas, autoimunes e neoplasicas. Evidéncias mostram que a resposta imunoldgica, a
partir da liberagdo de citocinas inflamatdrias por células imunes e ndo imunes, desempenha um
importante papel no desenvolvimento de diversas doengas. Dentre essas citocinas, destacam-se
a IL-17 e a IL-23, as quais tém sido associadas a resposta Th17 e patogénese de diversas doencas
tireoidianas. Dessa forma, esta pesquisa teve como objetivo avaliar a imunoexpressao das
proteinas IL-17 e IL-23 em carcinomas papiliferos de tireoide (CPTs), adenomas foliculares (AFs),
bécios coloides (BCs) e tireoidites de Hashimoto (THs) (isoladas e associadas a CPTs ou BCs),
com o intuito de compreender melhor a atuacdo destas citocinas nestas entidades. A amostra foi
composta por 30 casos de CPTs, 10 AFs, 15 BCs e 15 THs. A analise da imunoexpresséo das
proteinas nas células foliculares/tumorais foi realizada semiquantitativamente em toda extensao
das lesoes, as quais foram classificadas em trés escores: 1 (<33%), 2 (> 33% — 66%) e 3 (> 66%).
Para a avaliacdo dos linfocitos imunopositivos, foram selecionados cinco campos com maior
quantidade de linfocitos positivos, onde foi realizada a contagem. Os dados foram submetidos a
analise estatistica por meio dos testes de Kruskal-Wallis (KW), Mann-Whitney (U) e Spearman
(r), com o nivel de significancia estabelecido em 5% (p < 0,05). Na analise da IL-17 entre as lesGes,
foi verificada maior imunoexpressao pelos linfocitos nas THs comparado aos AFs e BCs (p=0,041
e p=0,013). Na avaliacdo da IL-23 foi constatada uma maior imunomarcacdo das células
foliculares/tumorais nas THs em relacdo aos CPTs (p=0,002), assim como, observou-se uma maior
expressdo desta citocina nos linfocitos das THs em comparacdo aos CPTs, AFs e BCs (p=0,001;
p=0,023 e p=0,003). Além disso, foram observadas nas THs correlacdes estatisticamente
significativas entre a imunoexpressdo da IL-17 e IL-23 tanto nas células foliculares/tumorais,
como nos linfécitos (r=0,539; p=0,038 e r=0,522; p=0,046). Sugere-se que a IL-17 e IL-23
influenciam a patogénese destas lesdes tireoidianas e que em algumas delas, represente atuacédo da

resposta Thl7.

Palavras-Chave: Doengas tireoidianas. 1L-17, IL-23. Imunoistoquimica. Patogénese.



ABSTRACT

The thyroid is an endocrine gland that can be affected by several lesions, including reactive,
autoimmune and neoplastic diseases. Evidence shows that the immune response, from the release
of inflammatory cytokines by immune and non-immune cells, plays an important role in the
development of several diseases. Among these cytokines, IL-17 and IL-23 stand out, which have
been associated with the Th17 response and pathogenesis of several thyroid diseases. Hence, this
research aimed to evaluate the immunoexpression of IL-17 and IL-23 proteins in papillary thyroid
carcinomas (PTCs), follicular adenomas (FAs), colloid goiters (CGs) and Hashimoto's thyroiditis
(HTs) (isolated and associated with PTCs or GCs), in order to better understand the role of these
cytokines in these entities. The sample consisted of 30 cases of PTCs, 10 FAs, 15 CGs and 15
HTs. The analysis of protein immunoexpression in follicular/tumor cells was semiquantitatively
performed in all lesions, which were classified into three scores: 1 (<33%), 2 (> 33% - 66%) and
3 (> 66%). For the evaluation of immunopositive lymphocytes, five fields with the greater number
of positive lymphocytes were selected, where the count was performed. The data were submitted
to statistical analysis using the Kruskal-Wallis (KW), Mann-Whitney (U) and Spearman (r) tests,
with the significance level set at 5% (p < 0,05). In the analysis of IL-17 between lesions, a higher
immunoexpression was verified in the HT lymphocytes compared to FAs and CGs (p=0.041 and
p=0.013). In the evaluation of IL-23, a higher immunostaining of follicular/tumor cells in HTs was
detected in relation to PTCs (p=0.002), as well as, a greater expression of this cytokine was
observed in the lymphocytes of HTs compared to PTCs, FAs and CGs (p=0.001; p=0.023 and
p=0.003). In addition, statistically significant correlations between the immunoexpression of IL-
17 and IL-23 were observed in both follicular/tumor cells and lymphocytes (r=0.539; p=0.038 and
r=0.522; p=0.046). It is therefore suggested that IL-17 and IL-23 influence the pathogenesis of

these thyroid lesions and that in some of them, they represent the Th17 response.

Key words: Thyroid diseases. IL-17, IL-23. Immunohistochemistry. Pathogenesis.
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1 INTRODUCAO

A glandula tireoide (GT) é uma glandula enddcrina, localizada imediatamente abaixo
da laringe e anterior a traqueia (KESICI; KESICI, 2018; LOF et al., 2018). Ela é responsavel
por secretar principalmente os homonios tireoidianos (HT) - T4 e T3, que desempenham papéis
importantes em diferentes vias de crescimento e desenvolvimento dos tecidos (LI et al., 2019;
STEPIEN; HUTTNER, 2019). A producéo e liberacdo dos HTs é controlada principalmente
pelo horménio estimulante da tireoide (TSH) prodzido pela hipofise (CITTERIO;
TARGOVNIK; ARVAN, 2019).

Quando ha alteracbes no desenvolvimento da GT e/ou na sintese dos HTs, as fungdes
da glandula podem ser prejudicadas, podendo causar, por sua vez, varias doengas, (LEIDIG-
BRUCKNER, 2019; LI et al., 2019), tais como: hipertireoidismo, hipotireoidismo, 0s quais
podem ser causados por varios fatores, como as doencas autoimunes - doenca de Graves e
tireoidite de Hashimoto respectivamente, além das neoplasias que podem se desenvolverem na
tireoide (LIVOLSI; BALOCH, 2018).

A tireoidite de Hashimoto, o bécio coloide, 0 adenoma folicular e o carcinoma papilifero
de tireoide por serem as lesdes mais comuns que afetam a GT, foram focos nesta pesquisa. A
tireoidite de Hashimoto é uma lesdo autoimune, caracterizada pela perda da tolerancia
imunologica contra autoantigenos da tireoide, mediada principalmente pelos linfocitos Thl e
Th1l7 (VITALES-NOYOLA et al., 2017; (RYDZEWSKA et al., 2018). O bécio, por sua vez,
é um distarbio endocrino que afeta cerca de 4% a 10% da populacdo mundial (YANG; LU,
2018), caracterizado pelo aumento de volume anormal da glandula tireoide ap6s uma
estimulacdo excessiva pelo TSH (FAREBROTHER; ZIMMERMANN; ANDERSSON, 2019;
MUKTAR et al., 2019). O adenoma folicular (AF), que é uma neoplasia benigna derivada do
epitélio folicular, caracterizados pela formacdo de nddulos (LI et al., 2019). Por fim, o
carcinoma papilifero da tireoide (CPT), que é uma lesdao maligna, pertencente a familia dos
carcinomas bem diferenciados da tireoide (CBDT) (DUAN et al., 2019), sendo o cancer mais
comum, com média de 80% a 85% dos casos (HUANG et al., 2019; VALVO; NUCERA, 2019).

Mediante os estimulos provocados por infec¢es ou danos as células do organismo por
varios fatores, células da imunidade inata e adquirida, bem como citocinas, sdo estimuladas
com a finalidade de combater o estimulo agressor e restabelecer o equilibrio local (MOULD et

al., 2017). As citocinas sdo um grupo de proteinas secretadas pelas células imunes e por varias
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outras células do organismo, sendo responsaveis por diversas fungdes, tais como a ativacao das
funcgdes efetoras dos linfécitos e fagocitos (SPANGLER et al., 2015; COOK et al., 2018).

Nesse sentido, com o intuito de compreender melhor o processo da resposta imune em
determinadas doencas, estudos tém avaliado e observado niveis aumentados de IL-17 e 1L-23
em diversas patologias inflamatorias, autoimunes e neoplasicas (NEURATH, 2019). No que se
refere a GT, niveis aumentados de IL-17 e IL-23 tém sido encontrados em algumas lesdes,
como tireoidite de Hashimoto e CPT. Devido a esse aumento da IL-17 e IL-23, os autores
sugerem que essas citocinas apresentam um papel na patogénese de algumas doencas
autoimunes e neoplasicas (MEI et al., 2015; CAUGHRON; YANG; YOUNG, 2018; LIU et al.,
2019;). No entanto, no que se refere as lesdes tireoidianas os dados existentes ainda sdo escassos
e conflitantes, pois ha poucos estudos que correlacionem a atuacdo dessas citocinas com estas
doencas (JIANG et al., 2015).

Dessa forma, o presente trabalho se propds avaliar a imunoexpresséo da IL-17 e IL-23
em carcinomas papiliferos de tireoide (CPTs), adenomas foliculares (AFs), bocios coloides
(BCs) e tireoidites de Hashimoto (TH) (isoladas e associadas a CPTs ou BCs), com o objetivo

de compreender melhor o papel destas citocinas na patogénese destas lesdes.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Doengas tireoidianas

A glandula tireoide (GT) é uma glandula enddcrina, localizada imediatamente abaixo
da laringe e anterior a traqueia. Anatomicamente, é caracterizada por ser bilobulada, cujos lobos
que medem aproximadamente 5 cm de comprimento, conectados por faixa estreita de tecido
tireoidiano, chamado de istmo. O istmo conecta a parte inferior dos dois lobos (KESICI;
KESICI, 2018; LOF et al., 2018).

Histologicamente, a glandula é revestida por uma fina capsula de tecido conjuntivo, a
qual, também penetra na glandula, formando os septos, que dividem o parénquima em l6bulos
de tamanhos irregulares. O parénquima glandular apresenta dois tipos de células — Células
foliculares e parafoliculares. As células foliculares (tiredcitos), que compdem o epitélio cubico
simples, formando os foliculos esféricos. O interior de cada foliculo contém uma massa
gelatinosa, chamada de coloide, onde encontra-se o precursor hormonal inativo, a
tireoglobulina, a partir da qual, posteriormente, sob estimulo, sdo produzidos e secretados 0s
horménios tireoidianos. Interpondo esse epitélio e dispostas sobre a membrana basal das células
foliculares, tem-se em menor nimero as células parafoliculares (células C), responsaveis pela
producdo da calcitonina (ROSS; PAWLINA; BARNASH, 2012; SOKOLOWSKA et al.,
2018).

A maioria das células foliculares sdo cubicas, de nicleos arredondados e coloracdo mais
intensa que as células parafoliculares, no entanto, dependendo do processo de reabsorcao do
material coloide contido nos foliculos, essas células podem adquirir a forma cilindrica (quando
0 coloide estd sendo reabsorvido, deixando o foliculo com um tamanho menor, permitindo
assim, que as células mudem de forma) ou pavimentosa (ha pouca reabsorcdo e producédo
continua do coloide, aumentando consequentemente o tamanho do foliculo, que acaba
comprimindo as células). As superficies apicais dessas células sdo indistintas, devido a presenca
de pequenas e irregulares microvilosidades que se projetam para dentro do coloide. Durante o
processo de reabsorcdo ativa, grandes peseuddpodos apicais sdo projetados para dentro do
foliculo, logo, quando o material ndo esta sendo reabsorvido ativamente esses pseuddpodos
estdo ausentes. Ja as células parafoliculares sdo maiores, com nucleos grandes de coloragédo
mais clara e com um citoplasma mais abundante do que as células foliculares (ROSS;
PAWLINA; BARNASH, 2012).


https://www-sciencedirect.ez18.periodicos.capes.gov.br/topics/medicine-and-dentistry/endocrine-gland
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Quanto a sua funcdo, a GT é responsavel por secretar principalmente os homénios
tireoidianos (HT) - T4 (3', 5', 3,5-tetraiodo-L-tironina) e T3 (3,3, 5-triiodotironina), que
desenpenham papéis importantes em diferentes vias de crescimento e metabolismo do
organismo (LI et al., 2019), cuja liberacdo € controlada principalmente pelo horménio
estimulante da tireoide (TSH) através do sistema - eixo hipotalamo-hipofise-tireoide (HPT)
(LEIDIG-BRUCKNER, 2019). Assim, o hipotdlamo é estimulado a secretar o horménio
liberador de tireotropina (TRH), que ira induzir a glandula pituitaria anterior a secretar o
horménio estimulante de tireoide (TSH) (MALLYA; OGILVY-STUART, 2018).

Diversas sdo as fungbes dos HTs no organismo, sendo, portanto, essenciais para o
metabolismo de carboidratos, lipidios e proteinas; crescimento e desenvolvimentos dos
diferentes tecidos (STEPIEN; HUTTNER, 2019), como figado, coracdo, cérebro, hipofise e
hipotalamo, aumentando o efeito das catecolaminas e do consumo de oxigénio (LI et al., 2019).
No entanto, essas fun¢bes podem ser prejudicadas quando ha alteragdes no desenvolvimento da
glandula e/ou na sua sintese de hormonios, causando, disturbios enddcrinos (LEIDIG-
BRUCKNER, 2019). As doengas causadas por essas alteracGes incluem condigdes em que ha
liberacdo excessiva de hormdnios tireoidianos (hipertireoidismo), as associadas a deficiéncia
de hormoénio tireoidiano (hipotireoidismo) e as lesdes neoplésicas da tireoide (LIVOLSI;
BALOCH, 2018).

O hipertireoidismo é caracterizado como uma hiperfuncéo da glandula tireoide que leva
a um estado de tireotoxicose e pode ser responsavel por varias complicacbes hemodinamicas
e metabdlicas do organismo (DAROUASSI et al., 2018; KADDIS; TELLEZ, 2019). A
tireotoxicose € uma manifestacdo clinica devido ao excesso de T4 e T3 a nivel tecidual,
proveniente da liberacdo excessiva de horménio tireoidiano pré-formado na glandula tireoide
ou a partir de outros tecidos, resultando em concentracdes elevadas na circulacdo sanguinea
(GEBREYOHANNES et al., 2019). O hipertireoidismo em si, refere-se especificamente ao
excesso de sintese e secrecdo de hormdnios tireoidianos pela glandula tireoide (SHARMA,;
STAN, 2019), sendo relacionado a varias causas, mas principalmente pela doenca autoimune -
doenca de Graves (KRYSIAK; KOWALCZE; OKOPIEN, 2019).

Cerca de 1 a 3% da populacdo em geral é afetada pela tireotoxicose, sendo 10 vezes mais
comum em mulheres que em homens (GEBREYOHANNES et al., 2019). Os pacientes
apresentam manifestacdes clinicas, como intolerancia ao calor, palpitacdes, diarreia e perda de

peso, entre outras. Além disso, a tireotoxicose quando associada ao hipertireoidismo pode
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causar bécio multinodular hiperfuncionante (toxico), adenoma hiperfuncionante (toxico), entre
outras doencas (KADDIS; TELLEZ, 2019).

O hipotireoidismo resulta de uma alteragdo estrutural ou funcional da glandula,
interferindo na producdo de niveis adequados de HTs, que pode ser a partir de causas primarias
(anomalias raras do desenvolvimento como a disgenesia tireoidiana e defeito biossintético
congénito; autoimunidade; deficiéncia de iodo, entre outras) e secundarios (insuficiéncia
hipofisaria e insuficiéncia hipotalamica) (KUMAR et al., 2013)

Assim como no hipertireoidismo, 0 hipotireoidismo pode ser iniciado pela
autoimunidade contra a tireoide (tireoidite de Hashimoto), no entanto, nesse caso, a imunidade
provoca destruicdo da glandula, em vez de estimula-la (como ocorre na doenca de Graves). A
tireoidite significa inflamacdo que causa deterioracdo progressiva e, por fim, fibrose da
glandula, resultando em diminuicdo ou auséncia da secrecdo do horménio tireoidiano
(RYDZEWSKA et al., 2018). O hipotireoidismo frequentemente pode ser associado ao bocio
em varias situagdes, onde a causa mais comum ocorre por deficiéncia de iodo (ingestéo inferior
a 10 microgramas por dia) (MUKTAR et al., 2019).

Tanto a doenca de Graves (DG) quanto a tireoidite de Hashimoto sdo doencas
autoimunes da tireoide (PAKETCI et al., 2018; SHAO; YU; SHEN, 2018; CYRANSKA-
CHYREK et al, 2019), caracterizadas pela perda da tolerdancia imunologica contra
autoantigenos, como TSHR; TG e enzima peroxidase da tireoide (TPO), respectivamente
(GONZALEZ-AMARO; MARAZUELA, 2016; RYDZEWSKA et al., 2018).

A Doenca de Graves € uma desordem multissistémica caracterizada por uma reacao
imune humoral mediada pelos anticorpos TSHR circulantes (TSHRADs), também chamados de
imunoglobulinas estimulantes da tireoide (TSIs), contra os receptores TSHs. O TSHRAD atua
como um agonista do TSH, ligando-se ao TSHR, que por sua vez, estimula expressdes génicas
especificas para a sintese dos horménios tireoidianos, induzindo assim, sintomas clinicos de
tireotoxicose (HALL; GUYTON, 2017; CHENG et al., 2019). Na avaliacdo microscopica da
glandula tireoide observa-se uma hiperplasia papilar e folicular difusa, onde as células
encontram-se mais arredondadas e um infiltrado inflamatorio linfocitario em graus variaveis no
estroma da tireoide é verificado (LIVOLSI; BALOCH, 2018; PAKETCI et al., 2018).

Diferentemente da patogénese mediada por anticorpos na DG, a tireoidite de Hashimoto
é desencadeada geralmente pela autoimunidade mediada por células T, principalmente pelos
linfocitos Thl e Th17 (VITALES-NOYOLA et al., 2017). Essa células, sdo encontradas em

grande concentracdo no infiltrado inflamatorio nesses casos, resultando, na apoptose difusa das
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celulas foliculares da tireoide, por conseguinte, na fibrose, atrofia e declinio da funcéo da GT
(CHENG et al., 2019).

A tireoidite de Hashimoto (TH) é uma doenca que afeta cerca de 2% da populagdo
mundial, sendo o sexo feminino o mais acometido (FARHANGI; TAJMIRI, 2018). A TH pode
ser classificada em duas formas: priméria e secundaria. A forma primaria é a mais comum e
compreende 0s casos que até entdo ndo possuem causas identificaveis. Ja a secundaria inclui os
casos em que o agente etioldgico pode ser claramente identificado, sendo as formas mais
comuns, a indugdo por iatrogénias e pela administracdo de drogas imunomoduladoras, a
exemplo da administracdo de interferon-alfa (IFN-a) para o tratamento da infec¢do viral da
hepatite C (CATUREGLI; DE REMIGIS; ROSE, 2014).

A forma primaria é subdividida em seis variantes clinico-patoldgicas principais: 1)
forma classica; 2) variante fibrosa; 3) variante relacionada a 1gG4; 4) forma juvenil; 5)
Hashitoxicosis e 6) tireoidite indolor ou silenciosa (ocorre esporadicamente ou no pds-parto)
(CATUREGLI; DE REMIGIS; ROSE, 2014). Clinicamente, a manifestagdo mais comum é
bocio, podendo ou ndo estar associado ao hipotireoidismo. Microscopicamente, cada variante
possui caracteristicas distintas, no entanto, no geral, observa-se um infiltrado inflamatorio
mononuclear, composto principalmente por linfécitos que se disseminam por toda a glandula,
levando assim, & atrofia dos foliculos tireoidianos. Além disso, também é observado em muitas
areas da lesdo, foliculos revestidos por células oncociticas, que se formam a partir da metaplasia
das células foliculares (CATUREGLI; DE REMIGIS; ROSE, 2014; PYZIK et al., 2015).

Em relacdo ao bdcio, cujo termo designa aumento da glandula tireoide, é caracterizado
por um disturbio enddécrino comumente visto, afetando cerca de 4% a 10% da populacdo
mundial (YANG; LU, 2018). O seu desenvolvimento ocorre por um crescimento anormal da
glandula tireoide (hiperplasia dos tiredcitos), apos estimulacéo excessiva pelo TSH, que resulta
na hipertrofia e hiperplasia das céelulas constituintes da glandula, levando ao aumento lento e
perceptivel no tamanho da mesma. A hipertrofia e aumento na massa da glandula é clinicamente
detectado por inspecéo fisica e palpacdo (FAREBROTHER; ZIMMERMANN; ANDERSSON,
2019; MUKTAR et al., 2019). S&8o considerados como atdxicos ou simples, quando ndo ha
hiperfuncdo da glandula e dependendo da éarea geogréafica, podem ser endémicos ou
esporadicos, e sdo classificados como tdxicos quando ha uma hiperfuncdo da glandula, levando
a producdo excessiva dos HTs. Os bocios também podem ser classificados de acordo com sua

forma - difuso, uninodular e multinodular (ARAP et al., 2006).
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O bocio endémico possui uma prevaléncia de 10% da populacdo, frequentemente
encontrado em regides em que o solo, a &gua e 0s suprimentos alimentares contém pouco iodo,
podendo afetar individuos na puberdade, gestacdo ou em situacdes de estresse. Ja o bdcio
esporéadico ocorre em uma menor frequéncia, sendo mais comum em mulheres, com um pico
de incidéncia na puberdade ou em adultos jovens, quando ocorre um aumento da demanda
fisioldgica por T4, podendo ser causado por diversas condi¢@es, como a ingestao de substancias
que interferem na sintese do HTs (DELSHAD; AZIZI, 2017; RIESTRA FERNANDEZ et al.,
2017).

Na maioria dos casos, a hipertrofia e a hiperplasia dos tiredcitos induzidos pelo TSH
leva inicialmente ao aumento difuso e simétrico da glandula, resultando no bécio difuso (BD).
Com o aumento dietético do iodo ou nos casos em que as demandas pelos HTs forem reduzidas,
o epitélio folicular involui, permitindo que a partir disso ocorra 0 aumento da glandula, com
foliculos ricos em coloide, formando assim o bdcio coloide (BC). Nesses casos o epitélio
folicular pode estar hiperplasico nos estagios iniciais da doenga ou pavimentoso e cuboidal
durante periodos de involu¢do. Com o tempo, episddios recorrentes de hiperplasia e involugédo
se combinam e produzem um aumento mais irregular da tireoide, denominado bdcio
multinodular (KUMAR et al., 2013).

Com a deficiéncia da ingestao do iodo, 0 bdcio coloide endémico se desenvolve devido
a diminuicdo da producdo de T3 e T4, que por sua vez impede a inibicdo do TSH. Com isso, 0
TSH passa a ser secretado em uma quantidade excessiva, onde na glandula tireoide, estimulara
as células foliculares tireoidianas a secretarem uma grande quantidade de coloide nos foliculos,
aumentando assim, cada vez mais o tamanho da glandula (TSATSOULIS, 2018). Em algumas
pessoas com bécio coloide, a tireoide apresenta anormalidade no sistema enzimatico necessario
para a formacdo dos horménios tireoidianos ( GUYTON; HALL, 2017)

O bdcio multinodular (BMN), também denominado de bécio adenomatoso, bocio
nodular atoxico e bocio coloide nodular, acomete em torno de 4% da populacdo em paises com
quantidade de iodo suficiente (nesse caso o seu desenvolvimento ocorre a partir de alterac6es
moleculares e/ou genéticas), tendo sua frequéncia aumentada em areas com deficiéncia de iodo
(MEYER; MAIA, 2009; SARFATI-LEBRETON et al., 2019) e com 0 aumento da idade, sem
predilecdo por sexo (LIN et al., 2016). Essas lesdes surgem como glandulas de aparéncia
multilobuladas, cujo crescimento ocorre de forma assimétrica e que podem atingir um tamanho
bem volumoso. Os nddulos apresentam superficies irregulares e no seu interior encontra-se

quantidades variaveis de coloide marrom e gelatinoso. As les6es mais antigas exibem areas de
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fibrose, hemorragia, calcificacdo e alteracdo cistica (AL KHADER et al., 2019).
Microscopicamente observa-se foliculos ricos em material coloide revestidos por epitélio
pavimentoso inativo e, areas de hipertrofia e hiperplasia epitelial folicular (KUMAR et al.,
2013).

Nos casos em que ha excesso de iodo, o bocio pode ocorrer devido a falha em escapar
do efeito Wolff-Chaikoff (auto regulacéo realizada pelas células tireoidianas foliculares, que
inibem a captacdo de iodeto quando uma grande quantidade de iodo € ingerida, resultando em
uma diminuicdo da sintese de HTs) ou devido a estimulacdo persistente por anticorpos em
doencas autoimunes, resultando, por conseguinte, no aumento do tamanho da tireoide
(LEIDIG-BRUCKNER, 2019). Além disso, individuos wvulneraveis ao ingerirem uma
quantidade excessiva de iodo podem ter hipotireoidismo temporario ou subclinico, por ndo se
adaptar bem ao efeito agudo de Wolff-Chaikoff (FAREBROTHER; ZIMMERMANN;
ANDERSSON, 2019). Nesse caso, o0 TSH se encontra elevado, enquanto os hormoénios
tireoidianos T3 e T4 permanecem dentro de suas respectivas faixas de referéncia (MIDGLEY
et al., 2019).

O desenvolvimento do bocio difuso toxico (BDT) ocorre atraves do hipertireoidismo
classico causado por autoanticorpos (Doenca de Graves) contra os receptores do TSH, o qual
estimula os tiredcitos e, por conseguinte o aumento da tireoide, levando assim, ao crescimento
ndo nodular e uma hipervascularizacdo (LIVOLSI; BALOCH, 2018; FAREBROTHER,;
ZIMMERMANN; ANDERSSON, 2019). Na avaliagdo microscopica da glandula tireoide
observa-se uma hiperplasia papilar e folicular difusa, onde as células encontram-se com formato
mais cubicas e um infiltrado inflamatorio linfocitario em graus variaveis no estroma da tireoide
é verificado (LIVOLS; BOLOCH, 2018; PAKETCI at al., 2018; LEIDIG-BRUCKNER, 2019).

Ja o bocio nodular téxico (BNT) é uma lesdo caracterizada pelo aumento da glandula
tireoide, que pode se apresentar como nodulo solitario ou como multiplos nédulos de tamanhos
variados de funcionamento autbnomo (CRAMON et al., 2016), com uma maior prevalénciaem
idosos. Na analise histopatoldgica, os nddulos apresentam hiperplasia papilar e folicular, com
infiltrado inflamatorio linfocitico em meio ao estroma (LIVOLSI; BOLOCH, 2018).

No que se refere as doencas neoplasicas, muito tem se discutido sobre nomenclatura das
lesbes que acometem a tireoide, que vem passando por diversas alteracdes desde 1960, mesmo
assim ainda ndo ha um consenso entre 0s especialistas quais caracteristicas devem ser melhor
identificadas para confirmagdo de céncer, logo, qual o prognostico a ser esperado, causando

divergéncia de diagnostico entre os especialistas. Toda essa confusdo entre os profissionais
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ocorre devido a semelhanga das caracteristicas citoldgicas e/ou histopatologicas apresentadas
entre elas (NIKIFORQV et al., 2016).

De acordo com ultima classificacdo realizada pela Organizacdo Mundial de Saude
(OMS) em 2017, as neoplasias primérias da tireoide derivadas das células foliculares foram
classificadas em: 1) benignos (adenoma folicular, tumor trabecular hializante); 2) tumores
foliculares “borderlines” (tumor folicular de potencial incerto [FT-UMP], tumor bem
diferenciado de potencial maligno incerto [WDT-UMP] e neoplasias tireoidianas foliculares
nao invasivas com aspectos nucleares papiliferos [NIFTP]); 3) carcinoma papilar; 4) carcinoma
folicular; 5) tumor de células de Hurthle (adenoma de células de Hurthle e carcinoma de células
de Hiurthle); 6) carcinoma pouco diferenciado; 7) carcinoma anaplasico e 8) carcinoma de
celulas escamosas (LAM, 2017).

O adenoma folicular classico foi subdivido em oito variantes: adenoma
hiperfuncionante; adenoma folicular com hiperplasia; lipoadenoma; adenoma folicular com
nacleos bizarros; adenoma folicular de células com anel de sinete; adenoma folicular de células
claras; adenoma folicular variante de células fusiformes e adenoma folicular “black” (recém
incluida na classificacdo). A variante oncocitica do adenoma folicular presente na classificacéo
da OMS de 2004, foi incluida nessa nova edicdo como uma entidade separada (LAM, 2017;
ASA, 2019).

Além do adenoma folicular, o carcinoma papilifero e o carcinoma folicular, também séo
dividos de acordo com as variantes apresentadas por eles, sendo, portanto, o carcinoma
papilifero suclassificado em: convencional, variante folicular, variante encapsulada,
microcarcinoma papilar, variante de célula colunar e variante oncocitica; e o carcinoma
folicular em: angioinvasivo encapsulado e amplamente invasivo (GUO et al., 2018; ASA,
2019).

Diferentemente do bocio, os adenomas sdo neoplasias benignas derivadas do epitélio
folicular, que se assemelham ao tecido tireoidiano, o qual em grande parte dos casos, formam
as estruturas foliculares da tireoide. Essas lesdes além do volume elevado, apresentam uma
hiperfuncdo da glandula tireoide com quantidades elevadas de horménio T3 e T4
(tireotoxicose). Nos casos de adenoma tdxico, esse aumento da producdo hormonal é
independente do estimulo pelo TSH (LI et al., 2017). Essas lesdes sdo mais comumente
encontradas em mulheres, de faixa etaria entre 40 a 60 anos (FAREBROTHER,;
ZIMMERMANN; ANDERSSON, 2019).
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Os adenomas tireoidianos em geral séo solitarios, bem circunscritos, delimitados por
uma capsula integra de tecido colagenizado, com formagdo de foliculos que contém coloide,
com células revelando poucas alterac6es. A principal caracteristica do adenoma é a preservagdo
da cépsula evidenciando um crescimento expansivo (ZABLOTSKA et al., 2015).

O adenoma folicular (AF) pode ser confundido com o carcinoma folicular de tireoide
(CFT) por apresentarem caracteristicas histolégicas semelhantes. O que diferencia essas duas
lesBes é a presenca da invasdo capsular e/ou vascular por células neoplasicas nos CTF. De
acordo com os estudos, acredita-se que o ATF eventualmente progride para o CFT, devido ao
rearranjo cromossémico que ocorre na contraparte benigna, como também pela alta
celularidade e caracteristicas atipicas apresentadas por alguns ATFs (ACQUAVIVA et al.,
2018).

A maioria das lesdes nodulares da tireoide sdo lesbes benignas, porém nos ultimos
tempos a prevaléncia do cancer de tireoide tem aumentado muito, representando
aproximadamente 5% a 10% de todos os nddulos tireoidianos (SANTANA et al., 2019). Dentre
as neoplasias malignas enddcrinas, o cancer de tireoide € a mais comum, cuja origem &
predominantemente a partir das celulas foliculares da tireoide, em que cerca de 95% sao
carcinomas bem diferenciados da tireoide (CBDT) (DUAN et al., 2019; VALVO; NUCERA,
2019).

Dentre os tipos de neoplasias malignas da tireoide, o carcinoma papilifero da tireoide
(CPT) é 0 mais comum, com uma frequéncia de aproximadamente 80% a 85% dos casos
(HUANG et al., 2019; VALVO; NUCERA, 2019). Essas lesdes podem se manifestar solitarias
ou multifocais no interior da tireoide, bem circunscritas ou até mesmo encapsuladas. O
diagndstico se baseia nas caracteristicas nucleares das células, mesmo que se tenha uma
auséncia de arquitetura papilifera. Os nacleos das células sdo redondos a ovoides, com
frequentes indentaces e irregularidades da membrana nuclear, as quais sao responsaveis pela
aparéncia tipica de fenda, além disso, os nucleos medem aproximadamente o dobro de uma
célula do epitélio tireoidiano normal. O ndcleo contém a cromatina finamente dispersa, o que
confere o aspecto opticamente claro, dando origem a designacdo de nucleos em vidro fosco ou
em “olho da o6rfa Annie” (GNEPP, 2009; LLOID etal., 2017; KURE; WADA; NAITO, 2019).
Estruturas calcificadas concentricamente denominados corpos de psammoma, também, podem
frequentemente serem encontradas no interior das papilas destas neoplasias (ASA, 2019).

Na tentativa de compreender melhor o comportamento do CPT, varios estudos tém

mostrado variagdes nas mutacOes genéticas, em que a partir disso, podem explicar a
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heterogeneidade prognoéstica que ocorre nessas lesdes. Nesse sentindo, varias modificacdes
genéticas tém mostrado efeitos na génese tumoral, em que varios marcadores ja foram
identificados (NAGAYAMA,; MISHIMA, 2019). No CPT a patogénese molecular envolve
varias mutacdes que levam a ativacdo das vias de sinalizacdo da proteina quinase ativada por
mitégeno (MAPK) e fosfatidilinositol 3-quinase/AKTAs. As alteracdes mais frequentes que
levam a ativacdo da via MAPK sdo mutacgdes pontuais nos genes BRAF e RAS, como também
rearranjos cromossomicos que ocorrem nos genes RET, RAF, NTRK3, NTRK1, ALK e outros
(BORRELLI et al., 2019).

Dentre essas alteraces genéticas, a mutacio da BRAFY®YE ¢ a mais comum, ocorrendo
em aproximadamente 36%-69% dos CPT (PENNA et al.,, 2016), seguido do rearranjo
cromossdmico RET-PTC e o RAS. Essas mutagfes resultam na ativagcdo continua da via
MAPK, que por sua vez promove o crescimento, a proliferagdo e diferenciagdo das células
tumorais. Muitos estudos sugeriram que a mutacdo do BRAF esta relacionada a agressividade
dos CPTs, como também com o tamanho do tumor, aextensdo extratireoidiana, invasao
vascular, metastase linfonodal e recorréncias. No entanto, outros estudos demonstraram
resultados diferentes, indicando que essas caracteristicas clinico-patologicas podem variar
dependendo da regido geogréafica, do historico do paciente e da metodologia da pesquisa
(HUANG et al., 2019; KURE; WADA; NAITO, 2019).

Além disso, a literatura também tem correlacionado os fatores ambientais que
desempenham importantes papeis nas mutacGes desses genes, como a radiacdo ionizante e
disponibilidade de iodo na dieta, embora provavelmente existam outros fatores cujos papéis
ainda ndo estdo bem elucidados. A radiacdo ionizante por induzir a recombinacdo
cromossdmica, induz o desenvolvimento do CPT através dos rearranjos génicos como RET-
PTC, ETV-NTRKS3 e AKAP9-BRAF, enquanto que a exposicao a agente quimicos (como nos
casos de ingestdo dietética de nitratos e nitritos) induz o desenvolvimento tanto do CPT como
do CFT, através das alteragdes em um unico nucleotideo. No que diz respeito a ingestao de iodo
pela dieta, o excesso do iodo tem sido associado a mutacdo do p. V600OE do BRAF no CPT
(ACQUAVIVA et al., 2018).

Para o diagnostico dos nodulos tireoidianos, além da avaliacdo clinica, a puncédo
aspirativa por agulha fina (PAAF), algumas vezes guiada pela USG, é outro método de
diagndstico utilizado de forma complementar. Embora também seja um método examinador-
dependente, sua sensibilidade pode estar acima de 80% e a especificidade em torno de 70 a

90%, com acuracia aproximando-se de 90%. Alguns exames PAAF podem ndo ser conclusivos,



24

devido a amostras colhidas com material inadequado, colocacdo incorreta da agulha,
citopatologistas inexperientes e diferentes critérios entre laboratorios. Nos casos de carcinoma
folicular, embora possa indicar malignidade, esse exame ndo pode afirmar com exatiddao a
existéncia do cancer na tireoide, pois ndo é observado a presenca de invasdo vascular e/ou
capsular da lesdo tumoral, o que sO pode ser detectado em exame histopatolégico
(BONGIOVANNI et al., 2012; DELLAL et al., 2017).

Em 2007, visando categorizar os achados citopatolégicos da PAAF do nddulo
tireoideano, o National Cancer Institute (NCI), realizou na cidade de Bethesda, uma conferéncia
cujas conclusdes levaram ao projeto: The Bethesda System for Reporting Thyroid
Cytopathology: Definitions, Criteria and Explanatory Notes, publicado em 2009, que classifica
o material colhido por PAAF nas seguintes categorias: (1) insatisfatério ou inconclusivo; (11)
benigno; (I11) atipia de significado indeterminado ou lesdo folicular de significado
indeterminado; (IV) neoplasia folicular ou suspeito para neoplasia folicular; (V) suspeito para
malignidade; (VI) maligno. Esse sistema é utilizado como forma de padronizar e limitar o
numero de categorias de diagndstico para as amostras de aspiracdo com agulha fina da tireoide
— PAAF, facilitando, assim, a comunicacdo e interpretacdes entre os médicos, além de evitar
que neoplasias benignas ou malignas com pouca chance de metastase sejam desnecessariamente
tratadas de forma radical (CIBAS; ALI, 2017).

Nesse contexto, mediante os estimulos provocados por infeccBes ou danos as células
por diversos fatores, células da imunidade inata e adquirida, bem como citocinas sao
estimuladas a combaterem o estimulo agressor e restabelecer o equilibrio local. Nesse sentido,
os estudos tém direcionado as suas pesquisas para os diferentes tipos celulares e mediadores
quimicos da resposta imune, bem como a sua funcdo em diversas doencas (MOULD et al.,
2017).

2.2 Interleucina-17 e Interleucina-23

A resposta imune é uma reacdo do organismo que ocorre frente aos componentes dos
microrganismos, como também a proteinas, polissacarideos e agentes quimicos que sao
reconhecidos como estranhos, independentemente de a origem ser fisiologica ou patoldgica.
Em alguns casos, as proprias moléculas do organismo podem estimular a resposta imune,

provocando assim doencgas autoimunes. Nesse sentido, a resposta imunoldgica ocorre através
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de uma grande interacdo entre as células imunes e componente moleculares, como citocinas e
quimiocinas, que desenvolvem respostas especificas quando reconhecem algo como estranho
(FURMAN; DAVIS, 2015).

As citocinas sdo caracterizadas por grupo de proteinas que sdo secretadas pelas células
imunes e por Varias outras células do organismo, que sdo responsaveis por diversas fungdes,
como por exemplo processo de crescimento e diferenciacdo de células imunes, bem como a
ativacdo das funcgdes efetoras dos linfécitos e fagdcitos (SPANGLER et al., 2015; COOK et al.,
2018).

Com isso, a primeira linha de defesa envolve a ativacdo da imunidade inata, cuja
resposta € especializada para os diferentes tipos de patdgenos. A resposta inata serve como um
alerta para o sistema imune e permite que uma resposta rapida e de curta duracdo ocorra contra
0 patogeno, até que a ativacdo da resposta imune adaptativa esteja pronta para atuar (RIERA
ROMO; PEREZ-MARTINEZ; CASTILLO FERRER, 2016; MARSHALL et al., 2018).

Diferentemente da resposta imune inata, a resposta adaptativa atua especificamente
contra os diferentes agentes invasores, através de duas vias — a imunidade celular (linfocitos T)
e a imunidade humoral (linfocitos B), onde, apds o primeiro contato, a sua resposta se adapta
as diferentes substancias expostas, podendo assim gerar células de memoria, fornecendo, por
conseguinte, uma acdo mais rapida e intensa (IWASAKI; MEDZHITOV, 2015; MARSHALL
et al., 2018).

Nas doencas causadas por infec¢des, dependendo da localizacdo (intra ou extracelular)
e do tipo do agente agressor, células especificas da imunidade inata e adquirida atuam com o
intuito de combater a infec¢do. Em geral, o passo inicial para a eliminacdo do patdgeno envolve
componentes do sistema imune inato, tais como células fagociticas (neutrofilos e macréfagos),
células NK (natural killer) entre outras, que serdo recrutadas para o local da infeccdo por meio
da producdo de quimiocinas e citocinas pro-inflamatérias, como IL-1, IL-6 e TNF-a
(MARSHALL et al., 2018), e, posteriormente, a resposta adaptativa vem a atuar (FURMAN;
DAVIS, 2015; MARSHALL et al., 2018).

No que se refere as doencas neoplasicas, estudos tém mostrado que no microambiente
tumoral ha uma diversidade de antigenos, logo uma variedade de células da imunidade inata e
adaptativa podem ser encontradas, como células NK, neutrofilos, macr6fagos e linfocitos T
(BUONCERVELLO; GABRIELE; TORCHI, 2019).

Os linfocitos T sdo células da imunidade adaptativa, que podem conferir protegéo contra

patdgenos intra e extracelulares, bem como auxiliar na eliminacdo de células tumorais
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(MARSHALL et al., 2018). Mediante a presenca de estimulos especificos, os linfocitos T
virgens gerados no timo sdo diferenciados nos 6rgaos linfoides periféricos em diferentes tipos
de células T (CUNHA et al., 2012; VITALES-NOYOLA et al., 2017). Nesse sentido, as células
TCD8+ aparecem como principais células efetoras na imunidade antitumoral, devido & alta
concentracdo encontrada em muitos tumores (QIU; WANG, 2018), sugerindo que a funcao
desses linfocitos é a imunovigilancia, atuando assim, no reconhecimento e destruicdo de células
potencialmente malignas (PENG et al., 2019). Além delas, as células TCD4+ também
contribuem para as respostas contra 0s tumores por meio das suas subpopulagdes, bem como
pelas citocinas produzidas por elas (CAUGHRON; YANG; YOUNG, 2018), logo, dependendo
da citocina presente no meio, os linfocitos TCD4+ sdo diferenciados em células Ths efetoras,
representadas principalmente pela Thl, Th2 e Th17, como também, em células ndo efetoras -
as células T reguladoras (Treg) (DUAN et al., 2019).

Apesar das subpopulages Thl e Th2 serem consideradas como linhagens definitivas,
alguns estudos tem mostrado que os subconjuntos Th17 e Treg podem se converter em qualquer
outra subpopulacao, a partir do perfil de citocinas presentes no meio, devido a plasticidade ou
instabilidade apresentada por essas células durante o processo de diferenciacio (GUERY;
HUGUES, 2015).

O desenvolvimento dos linfécitos Th17 ocorre através dos estimulos mediados pelas
citocinas pro-inflamatérias, a IL-6 e IL-1, como também pela anti-inflamatéria, o fator de
crescimento transformador beta (TGF-p). Essas citocinas ativam varios fatores de transcricéo,
como RORYT e STAT3, que vdo estimular a diferenciacdo das células TCD4" naive no
subgrupo Thl7 ( MARKS et al., 2009; DUAN et al., 2019).

O RORyT ¢ um fator de transcrigdo membro da familia do receptor do acido retinoico,
que ¢ codificado pelo gene RORC (por isso as vezes é chamado de RORc) e é considerada
como a principal proteina reguladora da diferenciacdo das células Thl7, cuja ativacao ocorre a
partir do estimulo pelo STAT3 (GUERY; HUGUES, 2015; MARTINEZ et al., 2018; MARKS
et al., 2019).

Os linfocitos Th17 foram inicialmente caracterizados em 2005 como uma linhagem
distinta das células T CD4* (GUERY; HUGUES, 2015), cuja funcao é promover o recrutamento
de neutréfilos e mondcitos (em menor extensdo), para os locais infectados por bactérias
extracelulares e fungos, além de induzir a inflamacdo (MARTINEZ et al., 2018). Essa
subpopulacdo é responsavel por secretar importantes ILs, incluindo I1L-17A (IL-17), IL-17F,

IL-21 e IL-22, como também estimular células epiteliais, fibroblastos e macréfagos a liberarem
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mediadores inflamatdrios, como: quimiocinas , TNF-a, IL-1p, IL-6, IL-8, fator estimulante de
colénias de granulécitos-macréfagos (GM-CSF) e proteina quimiotatica de monécitos (PQM)
(JIANG et al., 2014; GONZALEZ-AMARO; MARAZUELA, 2016; VITALES-NOYOLA et
al., 2017; SHAO; YU; SHEN, 2018; ZHANG et al., 2018).

A IL-17 é uma citocina incomum, pois tanto ela, como o0 seu receptor ndo apresentam
nenhuma semelhanca com qualquer outro par de citocina-receptor conhecido. A familia da IL-
17 é composta por 6 proteinas que se correlacionam estruturalmente. As fun¢fes imunoldgicas
sdo iniciadas pela IL-17A, a qual é produzida pelas células Th17, Tyd e CD8+ (SONG et al.,
2019). Vérias sdo as funcBes dessa citocina na defesa do organismo, podendo atuar sobre varios
tipos de células, incluindo células epiteliais, fibroblastos e macréfagos, induzindo nelas a
liberacdo citocinas pro-inflamatorias, como interleucinas IL-1p, 1L-6 e IL-8, fator de necrose
tumoral alfa (TNF-a), fator estimulador de coldnia de granuldcitos (G-CSF). Além disso, as
pesquisas demonstraram que a IL-17 estimula a producéo de outras citocinas, como IL-6, IL-8
e G-CSF, em células ndo imunes, como fibroblastos do tecido conjuntivo e células epiteliais,
através da ativacdo do fator de transcricéo - nuclear kB (NF-xB), além de estar sendo associada
ao processo da progressdo tumoral (ZAKE et al., 2018; DUAN et al., 2019; SONG et al., 2019).

Devido ampla a atuacdo da IL-17 sobre a regulacdo da resposta imunologica inata e
adaptativa, varios estudos tém avaliado sua atuacdo em diferentes doencas, sendo, portanto,
encontrada uma superproducdo em diversas doencas inflamatorias, como asma, doenca
pulmonar obstrutiva cronica (DPOC), artrite de células gigantes, doenca de Crohn, porém o
papel da IL-17 nessas doencas ainda ndo esta bem esclarecido. Além dessas doengas, a IL-17
também ja foi identificada em varias doencas autoimunes, como artrite reumatdide, esclerose
multipla, doenca inflamatoria intestinal, esclerose sistémica, sindrome de Sjogren priméria, em

que o seu papel tem sido observado na patogénese dessas doencas (BERNARDINI et al., 2019)

No que se refere as neoplasias, pesquisas tém observado que no microambiente de
muitos tumores ha uma producdo em niveis aumentados de IL-17, logo, 0s autores sugerem um
papel pré-tumorigénico, através da angiogénese (CAUGHRON; YANG; YOUNG, 2018), pois
a IL-17 estimula a producdo do fator de crescimento endotelial vascular (VEGF),
prostaglandinas E1, E2 (PGE1 e PGE2) entre outros fatores, pelas células tumorais e pelos
fibroblastos, resultando assim, no desenvolvimento e progressao do tumor. Além disso, estudos

mostram que a IL-17 também induz a producdo de IL-6 pelas células tumorais, que por sua vez,
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promovem o crescimento tumoral através da ativacdo da STAT3 e a expressao de genes
angiogénicos (GUERY; HUGUES, 2015; FENG et al., 2016).

Nas neoplasias, estudos relatam que a IL-17 também tem um papel antitumoral, cuja
atuacdo ocorre a partir do recrutamento e a ativagdo de células citotoxicas (células TCD8+ e
células NK) e neutrofilos para o microambiente tumoral. O recrutamento dessas células pela
IL-17 ocorre através de um mecanismo indireto, onde essa citocina atua estimulando a liberagédo
de diferentes mediadores inflamatérios, como IL-10, IL-1pB, IL-6, TNF-a, CXCL1, CXCL5 e
CXCLS8, por macrofagos, células epiteliais, endoteliais e outras células estromais, resultando,
por conseguinte, no recrutamento e na ativacdo das células citotoxicas e dos neutrdfilos, que
vao atuar na destruicdo das células neoplasicas (ASADZADEH et al., 2017; CHEN et al.,
2018).

Além das IL-1 e 6, a IL-23 tambem apresenta grande influéncia no processo de
diferenciacé@o das células Th17, porém, ela atua no processo de estabilizacdo da proliferacdo
celular e na manutencéo de diferenciacdo dessas células (MARKS et al., 2019). A IL-23 é uma
citocina pro-inflamatéria, caracterizada por pertencer a familia das citocinas IL-12, cuja
producdo se da a partir de diversas células imunes, entre elas, as células dendriticas e
macrofagos (LIU et al., 2019; MARKS et al., 2019). As células T de memoria que expressam
0 receptor de 1L-23 ao se ligarem a IL-23 induzem a ativacdo do STATS3, e por sua vez, do
RORyT, estimulando, assim, a proliferacdo e a producdo das citocinas da Thl7 (NEURATH,
2019), além de também induzirem a conversdo dessa subpopulacdo dos linfocitos em células
patogénicas pro-inflamatdrias Thl, capazes de sintetizar IFN-y ¢ fator estimulador de colonias
de granuldcitos e macréfagos (GM-CSF) (RAMOS-LEVI; MARAZUELA, 2016). Dessa
forma, estudos observando as fungdes da IL-23, mostram que esta citocina regula os sinais da
imunidade inata e adquirida durante a homeostase tecidual e de varios distarbios (NEURATH,
2019).

Assim como a IL-17, a IL-23 tem sido associada a patogénese de diversas doencas
inflamatdrias cronicas, como a psoriase, e doencas inflamatorias intestinais (NEURATH,
2019), assim, como também tem sido relacionada a carcinogénese, devido aos altos niveis que
ja foram encontrados em alguns canceres, como o carcinoma hepatocelular humano, carcinoma
colorretal, carcinoma escamoso e carcinoma esofagico. Dessa forma, muitos estudos
demonstraram que a IL-23 pode promover a producdo de IL-17 e/ou IL-22 por células T CD8,
células Tyd e células linfoides inatas do grupo 3 (ILC3), no entanto, seu papel no

desenvolvimento do tumor € controverso (MEI et al., 2015; LIU et al., 2019), embora,
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evidéncias em alguns trabalhos sugiram que a superexpressdo da IL-23 pode induzir metéstase
no cancer colorretal, pulmonar e bucal (MEI et al., 2015).

Nesse sentido, pesquisas avaliando a presenca da IL-17 e IL-23 em lesdes tireoidianas
tém observado um aumento dos seus niveis em varias doencas que acometem a glandula
(RAMOS-LEVI; MARAZUELA, 2016; CARVALHO et al., 2017; ZAKE et al., 2018). No
estudo de Degertekin et al. (2016), ao avaliarem os niveis de IL-17 e IL-23, os autores
observaram que em pacientes com tireoidite de Hashimoto que exibiam funcédo tireoidiana
normal, verificou-se niveis circulantes mais altos de IL-17 e IL-23 do que em pacientes com
hipotireoidismo, sugerindo assim, que o hipotireoidismo pode ter um efeito inibitorio na
producdo de citocinas. Em uma outra pesquisa, Zake et al. (2018), também avaliando os niveis
de IL-17 em doengas autoimunes, como também no bdcio coloide, observaram que a
imunoexpressdo dessa interleucina foi maior nos casos de tireoidite de Hashimoto, do que
naqueles que possuiam doenca de Graves ou bocio.

Esse aumento da IL-17 também foi observado em outros trabalhos avaliando sua
presenca em neoplasias tireoidianas, como no de Lu e Yuan (2015), que verificaram um
aumento significativo de IL-17 a nivel sérico nos carcinomas em comparagdo aos adenomas.
No estudo de Jiang et al. (2015) ao fazerem uma analise das células Th17, células Tc17 (células
TCDB8+ produtoras de I1L-17) e da IL-17 a nivel sanguineo em pacientes com algum tipo de
neoplasia tireoidiana (adenoma ou carcinoma), observaram que nesses pacientes havia uma
concentracdo significativamente maior de células Thl7 e da IL-17 quando comparado aos
individuos saudaveis. Além disso, nesse estudo, também foi observado na imunoistoquimica
paraa Th17, uma maior imunoexpressao nos tumores tireoidianos em relagéo ao grupo controle.
A partir disso, 0s autores concluiram que o aumento da producao da IL-17 se dava a partir das
células Thl7, sugerindo dessa forma, que esses linfocitos contribuiam para a patogénese e
progressdo do tumor.

Alémda IL-17, a IL-23 também ja foi identificada em lesdes tumorais da tireoide, como
no estudo de Carvalho et al. (2017), onde a imunoexpressdo da IL-17 e IL-23 estava presentes
em todas as células (tumorais e linfociticas) das lesdes estudadas (CBDT — CPT e CFT,
carcinoma medular [CMT], adenomas foliculares e bocio), no entanto a imunoexpressao da IL-
17 e IL-23 foi menor nas lesdes benignas (bdcio e adenoma) quando comparado aos carcinomas
(CBD e CMT).

Assim sendo, embora estudos prévios mostrem que houve o aumento dos niveis séricos

e da imunomarcacgdo da IL-17 e da IL-23 tanto nas lesGes reativas (bocio), como nas doencas
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autoimunes e neoplasicas (adenomas e carcinomas), os dados ainda se mostram conflitantes no
que diz respeito a influéncia dessas citonas na patogénese, progressdo e prognostico dessas
doencas tireoidianas (JIANG et al., 2015; CARVALHO et al., 2017).

Dessa forma, considerando o efeito significativo da IL-17 e I1L-23 descrito na literatura
sobre a patogénese de algumas lesGes tireoidianas, avaliar o perfil da imunoexpressao dessas
proteinas nos linfécitos e sua distribuicdo nas células de algumas doencas da tireoide é essencial
para a compreensdo dos complexos fendmenos que ocorrem entre 0 microambiente celular e

essas citocinas.


https://www-sciencedirect.ez18.periodicos.capes.gov.br/science/article/pii/S016524781400145X?via%3Dihub#!
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Esta pesquisa pretendeu avaliar comparativamente a imunoexpressao das proteinas IL-
17 e 1L-23 em bdcios coloides (BC), adenomas foliculares (AFs), carcinomas papiliferos de
tireoide (CPTSs) e tireoidites de Hashimoto (THs) (isoladas e associadas a CPTs ou BCs), com

o intuito de compreender melhor a atuacdo destas citocinas nestas doengas tireoidianas.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Analisar as caracteristicas clinicas (género, idade e localizacdo) dos CPTs, AFs, BCs e
BC, TH (isoladas e associadas a CPTs ou BCs).

e Avaliar aimunomarcacéo (distribuicao e quantificacdo) da proteina IL-17 nos linfocitos
e nas células foliculares/tumorais CPTs, AFs, BCs e BC, TH (isoladas e associadas a
CPTs ou BCs).

e Avaliar a imunomarcacéo (distribuicdo e quantificacdo) da proteina IL-23 nos linfocitos
e nas células foliculares/tumorais CPTs, AFs, BCs e BC, TH (isoladas e associadas a
CPTs ou BCs).

e Verificar se ha correlacdo na imunomarcacao entre as proteinas IL-17 e IL-23 nos

diferentes tipos de lesBes estudadas.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Implicagdes éticas

Para a realizacio do estudo, este projeto foi cadastrado na Comissdo Nacional de Etica
em Pesquisa (CONEP), via Plataforma Brasil, e submetido a apreciagdo do seu contetido pelo
Comité de Etica em Pesquisa (CEP) do Hospital Universitario Onofre Lopes (HUOL), de
acordo com a Resolucdo n° 466/12 do Conselho Nacional de Saude (CNS), sendo aprovado,
obtendo o niumero do parecer n° 1908883.

4.2 Caracterizacao do estudo

O presente trabalho consistiu em um estudo transversal, observacional, descritivo,
semiquantitativo e quantitativo, constituido pela analise e registro dos aspectos clinicos (género,
idade e localizacdo) de BC, AF, CPT e TH (isoladas e associadas a CPT ou BC), bem como
pela analise da expressdo imunoistoquimica da IL-17 e IL-23 nos linfocitos presentes em todos
0s casos, nas células foliculares (BC, TH isolada e TH associada a BC) e tumorais (AF, CPT e
TH associada a CPT).

4.3 Populagdo

A populacédo do estudo foi constituida pelos casos de BC, AF, CPT e TH (casos isoladas
e associadas a CPT ou BC) diagnosticados e arquivados no Servico de Anatomia Patologica do

Departamento de Patologia da UFRN.

4.4 Amostra

Para o desenvolvimento da pesquisa 4 grupos foram selecionados, sendo compostos por
15 casos de bocios coloides (BC), 10 adenomas foliculares (AF), 30 carcinomas papiliferos da
tireoide (CPT) e 15 tireoidites de Hashimoto (sendo 3 casos isoladas, 10 casos associadas a
CPT e 2 casos associadas a BC), que estavam incluidos em blocos de parafina e armazenados

no Departamento de Patologia da UFRN.



33

4.5 Critérios de selecdo da amostra

4.5.1 Critérios de Inclusio

o Informagdes clinicas das lesbes diagnosticados como BC, AF, CPT, TH (casos
isoladas e associadas a CPT ou BC), suficientes para a realizacdo do estudo clinico —
género, idade e localizacéo;

o Quantidade e qualidade do material contido nos blocos de parafina suficientes

para confec¢des de laminas para o estudo imunoistoquimico.

4.5.2 Critérios de Exclusao

o Foram excluidos os casos que a rea¢do imunoistoquimica ndo funcionou, mesmo
apos o teste com varios protocolos ou que o tecido foi perdido durante a confeccédo das
laminas na técnica da imunoistoquimica;

o Foram excluidos os casos que ndo foram encontrados os blocos em parafina.

4.6 Caracterizacao clinica das les6es

Os dados clinicos do BC, AF, CPT, TH (casos isoladas e associadas a CPT ou BC),
foram obtidos das fichas clinicas dos pacientes arquivadas no servico de Anatomia Patoldgica
do Departamento de Patologia da UFRN e descritos em fichas previamente elaboradas de

acordo com o género, idade e localizacao das lesdes.

4.7 Estudo imunoistoquimico

4.7.1 Técnica imunoistoquimica

Dos materiais incluidos em blocos de parafina, foram obtidos cortes histologicos de 3um
de espessura, os quais foram estendidos em laminas de vidro previamente limpas e preparadas
com adesivo a base de organosilano (3-aminopropyltrietoxi-silano, Sigma Chemical CO, USA).
Os cortes posteriormente foram submetidos aos anticorpos primarios para a IL-17 e IL-23 de

acordo com as especificagcOes presentes no quadro 1. Posteriormente, as amostras foram



34

incubadas com o sistema Hidef (Cell Marque, CA, USA). A técnica utilizada foi realizada

conforme os passos que se seguem:

Quadro 1 - Especificacdo dos anticorpos

Especificidade | Clone Fabricante Diluicdo | Recuperacdo | Tempo de

Antigénica Incubacéo

IL-17 Policlonal | Santa Cruz | 1:500 Trilogy Overnight
Sc-7927 Biotechnology, Pascal

IL-23 Policlonal | Santa Cruz | 1:400 Trilogy Overnight
Sc- 50303 | Biotechnology Pascal

Emprego da solucdo Trilogy (Cell-Marque TM Corporation, CA, USA), na
concentracdo de 1:100, em panela Pascal (DakoCytomation) por 3 minutos, para realizar
a desparafinizacéo;

Lavagem do material em agua corrente (10 minutos);

Passagem dupla em &gua destilada (5 minutos cada);

Bloqueio da peroxidase enddgena com peréxido de hidrogénio a 10 volumes (duas
trocas de 15 minutos cada);

Lavagem em agua corrente (5 minutos);

Passagem dupla em agua destilada (5 minutos cada);

Duas passagens em solucdo TRIS-HCI Tween (Tris-hidroximetil-aminometano, Sigma
Chemical Co., St. Louis, MO, USA) com pH de 7,4, por um tempo de 5 minutos cada
passagem;

Aplicacdo da UltraVision Protein Block (Thermo Scientific) durante 10 minutos;

Duas passagens em solucdo TRIS-HCI Tween com pH de 7,4, por um tempo de 5
minutos cada uma;

Incubacdo dos cortes com os anticorpos primarios (Quadro 1);

Duas passagens em solucdo TRIS-HCI Tween com pH de 7,4, por um tempo de 5
minutos cada uma;

Incubagdo com os reagentes do sistema de visualizacdo HiDef (HiDef DetectionTM

HRP Polymer System, Cell-Marque, CA, USA) através da aplicacdo do HiDef
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Detection Amplifier por 15 minutos a temperatura ambiente; seguido de duas passagens
de cinco minutos em solugédo em TRIS-HCI Tween com pH de 7,4 e da incubagdo com
o0 HiDef Detection HRP Polymer Detector, por 15 minutos a temperatura ambiente;

e Posteriormente, para todas as laminas preparadas, sera realizada a revelacdo da reacao
com a solugdo cromodgena de 3,3-diaminobenzidina (Dako Liquid DAB + Substrate
Chromogen System, Dako North America Inc., Carpinteria, CA, USA) em camara
escura, por 5 minutos a temperatura ambiente;

e Lavagem em 4gua corrente por 5 minutos;

e Duas passagens em agua destilada, por 5 minutos cada passagem;

e Contra coloragdo com Hematoxilina de Mayer por 5 minutos a temperatura ambiente;

e Lavagem em agua corrente por 5 minutos;

e Duas passagens em agua destilada, por um tempo de 5 minutos cada uma;

e Desidratacdo em cadeia ascendente de etanois a temperatura ambiente:

- Alcool etilico 80° GL (2 minutos);

- Alcool etilico 95° GL (5 minutos);

- Alcool etilico absoluto | (5 minutos);

- Alcool etilico absoluto Il (5 minutos);

- Alcool etilico absoluto 111 (5 minutos);
e Diafanizacdo em trés banhos de xilol:

- Xilitol I (2 minutos);

- Xilitol 11 (2 minutos);

- Xilitol 11 (2minutos);

e Montagem com Erv-Mount (Easy Path).

O controle positivo, para os anticorpos foi realizado com cortes de tecido tonsilar. O
controle negativo foi realizado a partir da substituicdo dos anticorpos primarios por albumina

de soro bovino a 1% (BSA- Bovine Serum Albumin) em solucao tampao.

4.8 Andlise imunoistoquimica

Para o estudo imunoistoquimico, as laminas preparadas foram escaneadas com auxilio
do equipamento Scanner Aperio CS2 System (Leica Biosystems Imaging, IL, USA, 5780), em
que foram avaliados os casos com coloracdo acastanhada nas células foliculares (BC/TH

isoladas e associadas & BC), tumorais (AF/CPT e TH associada a CPT) com marcagdo
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citoplasmética e/ou linfécitos imunomarcados no nucleo/citoplasma, independentemente da
intensidade de marcacdo. A avaliacdo foi realizada por um observador previamente treinado,
sendo os achados anotados em fichas de avaliagdo para posterior analise dos resultados obtidos.

De acordo com a adaptacdo do estudo de Kinoshita et al (2017), considerando a
morfologia dos linfocitos, uma anélise quantitativa das células imunomarcadas foi realizada em
cinco campos escolhidos nas reas com maior quantidade de linfocitos marcados positivamente,
sob aumento de 400x, com o auxilio do imageJ (Image Processing and Analysis in Java,
National Institute of Health, Bethesda, MD, USA). Posteriormente, foi contado o nimero de
linfocitos marcados positivamente. Para a avaliacdo das células foliculares e tumorais, de
acordo com a metodologia adaptada do estudo Zake et al (2019), foi realizado uma anélise
semiquantitativa em toda extensdo da lesdo, sendo as lesfes classificadas em trés escores:
escore 1 (< 33% das células positivas), escore 2 (> 33% — 66% das células positivas) e escore
3 (> 66% das celulas positivas).

4.9 Analise estatistica

Os resultados obtidos através da analise imunoistoquimica foram digitados em planilha
eletrénica no software Microsoft Excel® (Microsoft Corporation, USA) e, posteriormente,
transferidos para um banco de dados criado no software Statistical Package for the Social
Sciences (versdo 22.0, SPSS INc,; Chicago; IL; USA), no qual foram realizadas as analises
estatisticas.

A estatistica descritiva foi utilizada para caracterizacdo da amostra. A partir da avaliacéo
dos linfocitos, células foliculares e tumorais, os dados obtidos foram submetidos a anélise de
distribuicdo por meio do teste de Kolmogorov-Smirnov, que revelou auséncia de distribuicdo
normal. Desse modo, os testes ndo-paramétricos de Kruskal-Wallis (KW) e Mann-Whitney (U)
foram aplicados para a comparacdo dos escores da imunoexpressao da IL-17 e IL-23 entre 0s
grupos de lesdes estudadas. Correlacdes entre a expressdo das proteinas foram analisadas por
meio do teste de correlacdo de Spearman (r). Em todos os testes estatisticos, o nivel de

significancia foi estabelecido em 5% (p < 0,05).
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5 RESULTADOS

5.1 Caracterizagdo da amostra

A amostra do presente estudo foi constituida de 15 casos de BC, 10 AFs, 30 CPTs, 15
tireoidites de Hashimoto (sendo 3 casos isoladas, 10 casos associada a CPT e 2 casos associada
a BC). Comrelagdo a variavel género, o feminino foi predominante em todos os casos. A média
de idade dos pacientes com CPT foi de 49,9, variando de 26 a 79 anos. Para os AFs, a média
foi de 48,13 variando de 34 a 69 anos. Nos BCs, a média de idade foi de 42,84, a qual variou
de 20 a 67 anos e nos THs a média foi de 43,77, variando de 17 a 70 anos. Quanto a localizacao
anatomica, o lado direiro se sobressaiu nos casos de CPTs e AFs, enquanto que nos BCs
ocorreram mais bilateralmente associado ao istmo. As THs foram mais frequentes nos lados
direito e esquerdo. O perfil clinico e epidemiologico referente a cada uma destas lesdes

encontra-se detalhado na Tabela 1.

Tabela 1 - Aspectos clinicos dos carcinomas papiliferos de tireoide, adenomas foliculares,
bocios coloides e tireoidites de Hashimoto (isoladas e associadas a CPTs ou BCs). Natal-RN,

2020.
Grupo
Caracteristicas CPT AF BC TH
Género
Feminino 23 (76,7%) 8 (80,0%) 13 (76,7%) 14 (93,3%)
Masculino 7 (23,3%) 2 (20,0%) 2 (13,3%) 1 (6,7%)

Idade (anos)
Média * desvio padrdo 49,9 + 13,9 48,13+ 11,89 42,87 +14,95 43,77 £14,75
Localizacdo anatémica

Direito 12 (41,4%) 4 (44,4%) 3 (20,0%) 6 (46,2%)
Esquerdo 8 (27,6%) 1(11,1%) 2 (13,3%) 6 (46,2%)
Istimo 2 (6,9%) 2 (22,2%) 0 (0,0%) 0 (0,0%)
Bilateral s/ istmo 5 (17,2%) 1(11,1%) 2 (13,3%) 0 (0,0%)
Bilateral ¢/ istmo 1 (3,4%) 0 (0,0%) 8 (53,3%) 1 (7,7%)
Lado direito + istmo 1 (3,4%) 0(0,0%) 0 (0,0%) 0 (0,0%)
Lado esquerdo + istmo 0 (0,0%) 1(11,1%) 0 (0,0%) 0 (0,0%)

Fonte: Dados da pesquisa.
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5.2 Anélise imunoistoquimica

Na analise imunoistoquimica para IL-17, observou-se marcacdo positiva nas células
foliculares (do BC/ TH isoladas e associadas a BC) e tumorais (AF, CPT e TH associada a CPT)
em todos os casos do estudo (Figura 1). Quanto aos linfocitos ndo foi observada a
imunomarcacao em todos os casos (Figura 3).

No que se refere a IL-23, nem todos casos apresentaram marcacao positiva nas células
foliculares, tumorais (Figura 2) e/ou de linfocitos (Figura 3). Em 1 caso de CPT ndo foi possivel
realizar a avaliacdo, pois o tecido foi perdido durante a técnica da imunoistoquimica, ficando

assim, no total 29 casos de CPT avaliados.

Figura 1 - Imunoexpresséo da IL-
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Legenda: A e B - Imunoexpresséo citoplastica nas células tumorais no carcinoma papilifero de tireoide
(CPT) e no adenoma folicular (AF), respectivamente. C e D — Imunopositividade citoplasmética das
celulas foliculares no bocio coloide (BC) e na tireoidite de Hashimoto (TH), respectivamente. (A —
100 pm, B — 70 um, C — 200 pm, D — 300 pm).
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Figura 2 - Imunoexpressdo da IL-23 das células foliculares e tumorais nas lesdes estudadas.
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Legenda: A e B — Auséncia de marcacdo nas células tumorais no carcinoma papilifero de tireoide
(CPT) e no adenoma folicular (AF), respectivamente. C- Algumas células foliculares com marcagao
citoplasmatica positiva no bécio coloide (BC). D- Imunopositividade citoplasmatica nas células
foliculares na Tireoidite de Hashimoto (TH). (A — 200 um, B — 200 pm, C — 200 pum, D — 200 pm).
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Figura 3 - Imunoexpresséo da IL-17 e IL-23 nos linfocitos das lesdes estudadas.
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C e D - Auséncia de marcagdo para IL-17 e IL-23, respectivamente. (A — 50 pm, B — 50um, C — 50
pm, D — 50 pum).

5.2.1 Imunoexpressédo da IL-17

5.2.1.1 Imunoexpressado da IL-17 nas células foliculares e tumorais

No que concerne a analise da imunoexpressdo da IL-17 nas células foliculares e
tumorais, o escore 3 foi mais frequente nas lesbes de CPT (n=17; 56,6%), BC (n=8; 53,3%) e
TH (n=8; 53,3%). No AF a maioria dos casos foram classificados com escore 1 (n=5; 50%)
(Tabela 2). Para identificar as diferencas entres as lesdes, o teste de Mann-Whitney néo revelou
resultados estatisticamente significativos (Tabela 3). Na analise em conjunto de todos os
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grupos, o teste ndo-paramétrico de Kruskall-Wallis revelou auséncia de diferencas
estatisticamente significativas entre os grupos de lesdes estudadas (p=0,205) (Tabela 4).

Em relagdo aos casos de CPT associados a TH, verificou-se os escores 2 e 3 em 80%
dos casos (n=8). Nos casos de CPTs isolados, o percentual destes escores foi 89,9% (n=27).

Tabela 2 - Distribuicdo dos escores de imunoexpressao para IL-17 nas células foliculares e
tumorais. Natal - RN, 2020.

Lesio Escore 1 Escore 2 Escore 3
n (%) n (%) n (%)
CPT 3(10,1) 10 (33,3) 17 (56,6)
AF 5 (50,0) 2 (20,0) 3(30,0)
BC 2 (3,40) 5(33,3) 8 (53,3)
TH 4 (26,7) 3(20,0) 8 (53,3)

Fonte: Dados da pesquisa.
Legenda: CPT, carcinoma papilifero de tireoide; AF, adenoma folicular; BC, bdcio coloide; TH,
tireoidite de Hashimoto (isoladas e associadas a CPT ou a BC).

Tabela 3 - Analise da imunoexpressao nas células foliculares e tumorais da IL-17 e suas
diferencas em relacdo as les6es estudadas. Natal-RN, 2020.

Média dos Soma dos

Grupo n  Mediana Q25—Qrs 00St0S 00St0S U p*
CPT 30 3,00 2,00 - 3,00 22,57 677,00 88,00 0,054
AF 10 1,50 1,00 - 3,00 14,30 143,00

CPT 30 3,00 2,00 - 3,00 23,33 700,00 215,00 0,787
BC 15 3,00 2,00 — 3,00 22,33 335,00

CPT 30 3,00 2,00 - 3,00 23,77 713,00 202,00 0,536
TH 15 3,00 1,00 - 3,00 21,47 322,00

AF 10 1,50 1,00 - 3,00 10,20 102,00 47,00 0,129
BC 15 3,00 2,00 — 3,00 14,87 223,00

AF 10 1,50 1,00 - 3,00 10,90 109,00 54,00 0,261
TH 15 3,00 1,00 - 3,00 14,40 216,00

BC 15 3,00 2,00 - 3,00 15,97 239,50 105,00 0,775
TH 15 3,00 1,00 - 3,00 15,03 225,50

Fonte: Dados da pesquisa.
Legenda: *Teste de Mann-Whitney. CPT, carcinoma papilifero de tireoide; AF, adenoma folicular; BC,
bacio coloide; TH, tireoidite de Hashimoto (isoladas e associadas a CPT ou a BC).
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Tabela 4 - Anélise da imunoexpressao nas células folicuares e tumorais da IL-17 nas lesdes
estudadas. Natal-RN, 2020.

Tipo de lesé@o n Mediana Q25—Q7s5 Mggéiozlos KW p*
CPT 30 3,00 2,00-3,00 38,67 4,58 0,205
AF 10 1,50 1,00-3,00 24,40

BC 15 3,00 2,00-3,00 37,17

TH 15 3,00 1,00-3,00 34,90

Fonte: Dados da pesquisa.
Legenda: *Teste de Kruskall-Wallis. CPT, carcinoma papilifero de tireoide; AF, adenoma folicular; BC,
bécio coloide; TH, tireoidite de Hashimoto (isoladas e associadas a CPT ou a BC).

5.2.1.2 Imunoexpressdo da IL-17 em linfocitos

No que se refere a imunoexpressdo da IL-17 nos linfdcitos, o teste de Mann-Whitney
revelou que a imunoexpressao nessas células foi significamente maior na TH em relacdo ao AF
(p=0,041) e BC (p=0,013) (Tabela 5). Ao relacionar todos os grupos, o teste ndo-paramétrico
de Kruskall-Wallis revelou auséncia de diferencas estatisticamente significativas entre os
grupos de lesbes estudadas quanto nos linfocitos (p=0,056) (Tabela 6).

Em relacdo aos casos CPTs associados a THS, verificou-se uma média de 31,1 linfocitos
marcados positivamente. Enquanto que nos CPTs isolados a média da imunopositividade dos
linfocitos foi de 24,1.

Tabela 5 - Analise da imunoexpressao da IL-17 em linfocitos e suas diferencas em relacéo as
lesBes estudadas. Natal-RN, 2020.

Média dos Soma dos

Grupo n  Mediana Q25—Qrs D0StOS 00St0S U p*
CPT 30 9,00 7,00 — 33,00 21,55 646,50 118,50 0,331
AF 10 11,50 2,50 — 19,50 17,35 173,50

CPT 30 9,00 7,00 — 33,00 25,18 755,50 159,50 0,787
BC 15 6,00 3,00 - 12,00 18,63 279,50

CPT 30 9,00 7,00 — 33,00 21,13 634,00 169,00 0,177
TH 15 24,00 8,00 — 39,00 26,73 401,00

AF 10 11,50 2,50 - 19,50 13,15 131,50 73,50 0,935
BC 15 6,00 3,00 - 12,00 12,90 193,50

AF 10 11,50 2,50 - 19,50 9,30 93,00 38,00 0,041
TH 15 24,00 8,00 — 39,00 15,47 232,00

BC 15 6,00 3,00 -12,00 11,53 173,00 53,00 0,013
TH 15 24,00 8,00 — 39,00 19,47 292,00

Fonte: Dados da pesquisa.
Legenda: *Teste de Mann-Whitney. CPT, carcinoma papilifero de tireoide; AF, adenoma folicular; BC,
bécio coloide; TH, tireoidite de Hashimoto (isoladas e associadas a CPT ou a BC)
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Tabela 6 - Anélise da imunoexpressao da IL-17 em linfocitos, nas lesdes estudadas. Natal-

RN, 2020.
Tipo de lesé@o N Mediana Q25—Q7s5 Mggéiozlos KW p*
CPT 30 9,00 7,00-33,00 36,87 7,55 0,056
AF 10 11,50 2,50-19,50 28,80
BC 15 6,00 3,00-12,00 27,07
TH 15 24,00 8,00-39,00 45,67

Fonte: Dados da pesquisa.
Legenda: *Teste de Kruskall-Wallis. CPT, carcinoma papilifero de tireoide; AF, adenoma folicular; BC,
bécio coloide; TH, tireoidite de Hashimoto (isoladas e associadas a CPT ou a BC).

5.2.2 Imunoexpressao da IL-23

5.2.2.1 Imunoexpressdo da IL-23 nas células foliculares e tumorais

No que concerne a analise da imunoexpressdo da IL-23 para as células foliculares e
tumorais, o escore 1 foi mais frequente nas lesbes de CPT (n=27; 89,7%), AF (n=9; 90%), BC
(n=7; 46,6%) e TH (n=7; 46,6%) (Figura 7). Com o intuito de identificar a diferencas entres as
lesGes, foi realizado o teste de Mann-Whitney, que demonstrou expressdo significativamente
maior no BC em comparacdo ao CPT (p=0,002), assim como na TH em relacdo ao CPT
(p=0,002) (Tabela 8). Na analise em conjunto de todos 0s grupos, o teste ndo-paramétrico de
Kruskall-Wallis revelou diferencas estatisticamente significativas entre os grupos de lesbes
estudadas (p<0,002) (Tabela 9).

Tabela 7 - Distribuicdo dos escores de imunoexpressao para IL-23 nas células foliculares e
tumorais. Natal - RN, 2020.

L esdo Escore 1 Escore 2 Escore 3
n (%) n (%) n (%)
CPT 27 (89,7) 2 (6,90) 1 (3,40)
AF 9 (90,0) 1(10,0) 0 (00,0)
BC 7 (46,6) 5(33,3) 2 (13,3)
TH 7(46,6) 4 (26,7) 4 (26,7)

Fonte: Dados da pesquisa.
Legenda: CPT, carcinoma papilifero de tireoide; AF, adenoma folicular; BC, bdcio coloide; TH,
tireoidite de Hashimoto (isoladas e associadas a CPT ou a BC).
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Tabela 8 - Anélise da imunoexpressao nas células foliculates e tumorais da IL-23 e suas

diferencas em relagdo as lesdes estudadas. Natal-RN, 2020.

. Médiados Soma dos

Grupo n  Mediana Q25—Qrs D0StOS 00St0S U p*
CPT 29 1,00 1,00 - 1,00 20,03 581,00 144,00 0,987
AF 10 1,00 1,00 - 1,00 19,90 199,00

CPT 29 1,00 1,00 - 1,00 19,26 558,50 123,50 0,002
BC 15 2,00 1,00 - 2,00 28,77 431,50

CPT 29 1,00 1,00 - 1,00 19,21 553,00 122,00 0,002
TH 15 2,00 1,00 - 3,00 28,87 433,00

AF 10 1,00 1,00 - 1,00 9,60 96,00 41,00 0,062
BC 15 2,00 1,00 - 2,00 15,27 229,00

AF 10 1,00 1,00 - 1,00 9,55 95,50 40,50 0,055
TH 15 2,00 1,00 - 3,00 15,30 229,50

BC 15 2,00 1,00 - 2,00 15,23 228,50 108,50 0,870
TH 15 2,00 1,00 - 3,00 15,77 236,50

Fonte: Dados da pesquisa.

Legenda: *Teste de Mann-Whitney. CPT, carcinoma papilifero de tireoide; AF, adenoma folicular; BC,

bécio coloide; TH, tireoidite de Hashimoto (isoladas e associadas a CPT ou a BC).

Tabela 9 - Analise da imunoexpressao nas celulas foliculares e tumorais da IL-23 nas lesdes

estudadas. Natal-RN, 2020.

Tipo de lesédo N Mediana Q25—Qrs Mgg;ilo(:os KW p*
CPT 30 1,00 1,00-1,00 28,50 15,37 0,002
AF 10 1,00 1,00-1,00 28,05
BC 15 2,00 1,00-2,00 43,27
TH 15 2,00 1,00-3,00 43,93

Fonte: Dados da pesquisa.

Legenda: *Teste de Kruskall-Wallis. CPT, carcinoma papilifero de tireoide; AF, adenoma folicular; BC,

bacio coloide; TH, tireoidite de Hashimoto (isoladas e associadas a CPT ou a BC).

5.2.2.2 Imunoexpressdo da IL-23 em linfocitos

No que concerne aos linfocitos, com o intuito de identificar possiveis diferencas entre

as lesdes quanto a imunoexpressao da IL-23, o teste de Mann-Whitney demonstrou expressao
significativamente maior no TH em relagdo ao CPT (p=0,001), AF (p=0,023) e BC (p=0,003)

(Tabela 10). Na analise em conjunto de todos os grupos, o teste ndo-paramétrico de Kruskall-

Wallis revelou diferencas estatisticamente significativas entre os grupos de lesdes estudadas

(p<0,005) (Tabela 11).



45

Tabela 10 - Anélise da imunoexpressdo da IL-23 em linfocitos e suas diferencas em relacéo as
lesOes estudadas. Natal-RN, 2020.

Média dos Soma dos

Grupo n Mediana Q25—Qrs D0StOS 00St0S U p*
CPT 29 3,00 0,00 — 11,50 20,34 590,00 135,00 0,764
AF 10 2,50 0,00 — 12,50 19,00 190,00

CPT 29 3,00 0,00 — 11,50 21,47 622,50 187,50 0,453
BC 15 5,00 3,00 12,00 24,50 367,50

CPT 29 3,00 0,00 — 11,50 18,07 524,00 89,00 0,001
TH 15 16,00 8,00 — 28,00 31,07 433,00

AF 10 2,50 0,00 — 12,50 12,15 121,50 66,50 0,643
BC 15 5,00 3,00 - 12,00 13,57 203,50

AF 10 2,50 0,00 — 12,50 8,90 89,00 34,00 0,023
TH 15 16,00 8,00 — 28,00 15,73 236,00

BC 15 5,00 3,00 - 12,00 10,83 162,50 42,50 0,003
TH 15 16,00 8,00 — 28,00 20,17 302,50

Fonte: Dados da pesquisa.
Legenda: *Teste de Mann-Whitney. CPT, carcinoma papilifero de tireoide; AF, adenoma folicular; BC,
bécio coloide; TH, tireoidite de Hashimoto (isoladas e associadas a CPT ou a BC).

Tabela 11 - Analise da imunoexpressdo da IL-23 em linfocitos, nas lesdes estudadas. Natal-

RN, 2020.

Tipo de lesédo n Mediana Q25—Qrs Mgg;ilo(:os KW p*
CPT 30 3,00 0,00-11,50 29,88 12,64 0,005
AF 10 2,50 0,00-12,50 29,05
BC 15 5,00 3,00-12,00 32,90
TH 15 16,00 8,00-28,00 50,97

Fonte: Dados da pesquisa.
Legenda: *Teste de Kruskall-Wallis. CPT, carcinoma papilifero de tireoide; AF, adenoma folicular; BC,
bacio coloide; TH, tireoidite de Hashimoto (isoladas e associadas a CPT ou a BC).

5.2.3 Correlacdes entre a imunoexpressao de IL-17 e 1L-23

Na analise dos casos em conjunto de todos os grupos (CPT, AF, TH isoladas ou
associadas a CPT ou BC), foi evidenciada uma fraca correlacdo positiva e estatisticamente
significativa entre as células foliculares e tumorais com imunoexpressdo para IL-17 e IL-23
(r=0,282; p=0,019) e uma moderada correlacdo positiva e significativa entre as quantidades de
linfocitos com imunoexpressdo de IL-17 e IL-23 (r=0,557; p<0,001) (Tabela 12).



Tabela 12 - Anélise da correlagdo entre a imunoexpressdo de IL-17 e 1L-23, em células
foliculares, tumorais e linfécitos, em todos os casos estudados (n=69). Natal-RN, 2020.
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Grupo ) L2e . - L,' .
(Cel. Fol. e tumorais) (Linfocitos)
IL-17 r 0,282 -
(Cél. Fol. e tumorais)

p* 0,019 -

IL-17 r - 0,557

(Linfécitos)
p* - <0,001

Fonte: Dados da pesquisa.

Legenda: *Teste de Correlacdo de Spearman (r).

Na analise dos casos de CPTs, foi evidenciada uma fraca correlagdo positiva e

estatisticamente significativa entre as quantidades de linfocitos com imunoexpresséo de I1L-17

e IL-23 (r=0,372; p=0,047). No que se refere as celulas tumorais, o teste de Correlagdo de

Spearman (r) demonstrou auséncia de relagdes significativas entre as imunoexpressoes destas

citocinas (p>0,05) (Tabela 13).

Tabela 13 - Analise da correlacéo entre a imunoexpressédo de IL-17 e IL-23, em células
tumorais e linfocitos, nos casos de CPT (n=29). Natal-RN, 2020.

Grupo , 1L-23 _ 1 L:2_3
(Cél. tumorais) (Linfécitos)
IL-17 r -0,181 -
(Cél. tumorais)

p* 0,349 -

IL-17 r - 0,372
(Linfécitos)
p* - 0,047

Fonte: Dados da pesquisa.

Legenda: *Teste de Correlacdo de Spearman (r).

Na analise dos AFs, as imunoexpressdes de IL-17 e IL-23, observou-se uma forte

correlacdo positiva e estatisticamente significativa entre as quantidades de linfécitos

imunopositivos para IL-17 e I1L-23 (r=0,787; p=0,007). No que se refere as células tumorais

epitelial, o teste de Correlacdo de Spearman (r) demonstrou auséncia de relac@es significativas

entre as imunoexpressdes destas citocinas (p>0,05) (Tabela 14).
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Tabela 14 - Anélise da correlagdo entre a imunoexpressdo de IL-17 e 1L-23, em células
tumorais e linfocitos, nos casos de AF (n=10). Natal-RN, 2020.

SlTe 1L-23 IL-23
P (Cél. tumorais) (Linfocitos)
IL-17 r 0,441 -
(Cél. tumorais)

p* 0,202 -

IL-17 r - 0,787

(Linfécitos)
p* - 0,007

Fonte: Dados da pesquisa.

Legenda: *Teste de Correlacdo de Spearman (r).

Na analise dos casos de BC, o teste de Correlagdo de Spearman (r) demonstrou auséncia

de relacOes significativas entre as imunoexpressoes das citocinas IL-17 e 1L-23, tanto para as

celulas foliculares como nos linfdcitos (p>0,05) (Tabela 15).

Tabela 15 - Analise da correlacéo entre a imunoexpressédo de IL-17 e IL-23, em células
foliculares e linfocitos, nos casos de BC (n=15). Natal-RN, 2020.

Grupo IL_-23 _IL-2_3
(Ceél. foliculares) (Linfécitos)
IL-17 r 0,454 -
(Cel. foliculares)

p* 0,089 -

IL-17 r - 0,266
(Linfécitos)
p* - 0,337

Fonte: Dados da pesquisa.

Legenda: *Teste de Correlacdo de Spearman (r).

No grupo de TH, foi observada moderada correlacao positiva estaticamente significativa
tanto entre as imunoexpressdes de IL-17 e IL-23 nas células foliculares/tumorais (r=0,539;
p=0,038), como entre a imunoexpressdo da IL-17 e IL-23 nos linfécitos (r=0,522; p>0,046)
(Tabela 16).



Tabela 16 - Analise da correlagdo entre a imunoexpressdo de IL-17 e 1L-23, em células
foliculares/tumorais e linfocitos, nos casos de TH (n=15). Natal-RN, 2020.
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S 1L-23 IL-23
P (Cél. Foliculares/tumorais) (Linfocitos)
IL-17 r 0,539 -
(Cél. Foliculare/tumorais)
p* 0,038 -
1L-17 r - 0,522
(Linfécitos)
p* - 0,046

Fonte: Dados da pesquisa.

Legenda: *Teste de Correlagdo de Spearman (r).
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6 DISCUSSAO

A tireoide é uma glandula enddcrina que pode ser afetada por diversas lesdes, que
incluem doencas reativas, autoimunes e neoplasicas (LIVOLSI; BALOCH, 2018), que podem
levar a alteragdes do desenvolvimento glandular e/ou da sintese dos horménios tireoidianos,
resultando em prejuizos das fungdes da glandula (LEIDIG-BRUCKNER, 2019; LI et al.,
2019). Neste sentido, o presente estudo abordou o BC, TH, AF e CPT.

Pesquisas anteriores mostram que a resposta imunolégica desempenha um importante
papel no desenvolvimento de diversas doencgas e esta intimamente relacionada com a
patogénese e progressao de doencas inflamatorias, autoimunes e neoplasicas (CUNHA et al.,
2012; LU; YUAN, 2015; MOULD et al., 2017). As citocinas sdo moléculas efetoras desta
resposta imunologica e representam um grupo de proteinas secretadas por varias células
imunes e ndo imunes, sendo responsaveis por diversas fungdes, como o controle do
crescimento, desenvolvimento e sobrevivéncia celular, além da ativacdo das fungdes efetoras
das celulas imunes, como linfécitos e fagocitos (COOK et al., 2018; O’SHEA; GADINA,;
SIEGEL, 2019).

A opcéo pelas citocinas IL-17 e a IL-23, deve-se ao fato destas serem amplamente
associadas a resposta Th17. As células Th17, subgrupo da T CD4", sdo as principais secretoras
da IL-17, cuja ativacdo pode ser controlada pela IL-23, devido a influéncia desta citocina no
processo de diferenciacdo, estabilizacdo da proliferacdo celular, manutencdo e resposta das
células Th17 (ASADZADEH et al., 2015; MARKS et al., 2019). A IL-17 e a IL-23 vém sendo
avaliadas e algumas pesquisas tém demonstrado seus importantes papéis em varias doencas
inflamatdrias, autoimunes e neoplésicas da tireoide (LU; YUAN, 2015; NEURATH, 2019),
onde verifica-se 0 aumento da expressdo destas citocinas associadas a resposta Th17 (QIN et
al., 2012; RUGGERI et al., 2014; CARVALHO et al., 2017; ZIVANCEVIC-SIMONOVIC et
al., 2019).

A imunoexpressdo da IL-17 em BCs, AFs, CPTs e THSs (isoladas e associadas a CPT
ou BC), observado nos linfécitos, nas células foliculares e tumorais estdo em consonancia
com o estudo de Carvalho et al. (2017), que demonstraram a imunomarcacao da IL-17 em
CPTs, carcinomas medulares da tireoide (CMTSs), carcinomas foliculares datireoide (CFTs),
AFs e BCs. De forma similar, a imunoexpressao desta citocina também foi evidenciada em
BCs (ZAKE et al., 2018; ZAKE et al., 2019), THs e doenca de Graves (DG) (QIN et al.,
2012; ZAKE et al., 2018; ZAKE et al., 2019). De acordo com a literatura, a IL-17 pode ser



50

produzida por células epiteliais, neutréfilos, células NK e linfécitos (T CD8*, T yd e Thl7
principalmente), e reconhecida por varios tipos celulares que expressam o seu receptor, IL-17R,
como osteoblastos, fibroblastos, células epiteliais e endoteliais (LI et al., 2019; ZAKE et al.,
2019). Dessa forma, diante da diversidade de células que podem produzir e/ou reconhecer a
IL-17, o presente estudo sugere que a secrecdo desta citocina pode estar sendo realizada
pelos linfocitos T, assim como também pode estar sendo sintetizada e/ou reconhecida
(atraves de receptores para esta proteina) pelas células foliculares e tumorais.

Neste estudo, observou-se que a maioria dos AFs apresentou menor porcentagem de
células marcadas para IL-17, ao passo que a grande parte dos CPTs, BCs e THSs (isoladas e
associadas a CPTs ou BCs) revelou maior porcentagem de células marcadas. De forma
semelhante, Carvalho et al. (2017) evidenciaram baixa expressdo da IL-17 nas células
foliculares e tumorais em lesdes benignas de tireoide (BC e AF) quando comparadas as
lesbes malignas (CPT, CMT e CFT). A maior expressdo da IL-17 também foi observada no
estudo de Lu e Yuan (2015), os quais evidenciaram niveis séricos aumentados nas lesdes
malignas quando comparados aos adenomas. Além disto, evidéncias mostram que células
produtoras de IL-17 estdo frequentemente presentes em neoplasias malignas de diferentes sitios
anatdmicos, como prostata, figado, mama, ovario, bem como na tireoide (JIANG et al., 2015).
Sendo assim, sugere-se que 0 aumento da expressdo da IL-17 nos tumores pode indicar que
esta citocina desencadeia a liberacdo de outras proteinas pro-inflamatorias como a IL-6,
induzindo consequentemente a ativacdo dos fatores de transcricdo STAT3 e NF-xB que, por
sua vez, estdo associados a producdo de mediadores inflamatdrios em diversas neoplasias.
Dessa forma, estes autores sugerem que a forte presenca da IL-17 no microambiente tumoral
€ um indicativo que essa citocina atue na tumorigénese da tireoide (CARVALHO et al.,
2017).

Ao avaliarem as células Th17, Tc17 (células T CD8" produtoras de IL-17) e a IL-17,
Jiang et al. (2015) verificaram maiores concentra¢fes sanguineas de IL-17 e Th17 nos
pacientes com tumores tireoidianos (adenomas e carcinomas da tireoide) quando comparados
aos pacientes saudaveis. Adicionalmente, os autores sugeriram que ambas as células Thl7 e
Tcl7 podem desempenhar um papel antitumoral, uma vez que foram correlacionadas
negativamente com o tamanho dos tumores. No entanto, essa possivel funcao destas células,
pode ndo ser influenciada pela presenca de IL-17, tendo em vista que ndo foi observada

correlagéo desta citocina com o tamanho do tumor.
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No presente trabalho, ao comparar a imunoexpressao da IL-17 entre os grupos de
lesBes, observou-se que a imunomarcacao nos linfocitos foi significativamente maior na THs
em relacdo aos AFs e BCs. De forma semelhante, Li et al. (2013) detectaram que pacientes com
TH exibiram niveis aumentados de IL-17 sérica quando comparados aos carcinomas de tireoide
e ao BC. Assim como Qin et al. (2012), que observaram que maior frequéncia sérica da IL-17
nas TH em comparagdo a DG e tecido normal. A partir desses achados, os autores sugerem uma
forte participacdo da referida citocina na patogénese das THSs, por diferentes mecanismos (LI
et al., 2013; ZAKE et al., 2018; ZAKE et al., 2019). Segundo alguns autores, a influéncia da
IL-17 nestas lesbes pode ser explicada pelo estimulo desta citocina a liberacdo de mediadores
pro-inflamatérios como quimiocinas, TNF-o, IL-1, IL-6 (RAMOS-LEVI; MARAZUELA,
2016), que levam a progresséo da inflamacéo cronica, resultando por sua vez, na destruicdo da
glandula tireoide e no desenvolvimento de tecido fibroso, através do estimulo dos fibrocitos,
fibroblastos e miofibroblastos a produzirem colageno (LI et al., 2013; DEGERTEKIN et al.,
2016).

Analisando a imunexpressdo da IL-17 nos CPTs isolados e CPTs associados a THS,
verificou-se uma maior porcentagem de celulas tumorais positivas nos casos de CPTs
isolados quando comparados aos associados a TH. Ja em relacéo aos linfocitos, foi observado
uma maior media de células positivas nos casos de CPTs associados a THs em comparagao
aos CPTs isolados. Em estudos prévios, 0s autores sugeriram que a associacdo de alguns
carcinomas de tireoide com TH, pode predizer um melhor progndstico para pacientes com
carcinomas bem diferenciados da tireoide (CUNHA et al., 2012; HAN et al., 2019). Han et
al. (2019) observaram maior imunomarcacao da IL-17 nas células tumorais nos casos de THs
associadas a CPTs comparado aos CPTs isolados e sugeriram que esse aumento da IL-17
ocorria devido a presenca da TH. Além disso, estes autores, também observaram que 0S
pacientes com alta expressdo de IL-17 (casos de TH associada a CPT) tinham menos
metastases linfonodais, indicando assim, sua possivel funcdo protetora no CPT.
Semelhantemente, Cunha et al. (2012), constataram que 0S casos de carcinomas bem
diferenciados (CPTs e carcinomas foliculares da tireoide) associado a THs apresentavam
maior imunopositividade para véarias células imunes em comparacdo a AF, BC e tecidos
tireoidianos normais. Dentre estas células, estavam os linfocitos CD4*/IL-17 (Th17). Esses
pesquisadores, observaram, ainda, que as células Th17 foram mais frequentes nos casos que

ndo apresentavam invasdo extratireoidiana, sugerindo, a partir disso, uma associagao entre
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as celulas Th17 e um melhor prognostico dos pacientes com carcinoma bem diferenciado,
possivelmente pela atividade antitumoral.

No que se refere a 1L-23, sabe-se que essa citocina é produzida por diversas células
imunes, entre elas linfocitos T, macrofagos e células dendriticas (L1U et al., 2019; NEURATH,
2019) e reconhecida por diferentes tipos celulares que possuem receptor para IL-23 (IL-23R)
(L1 et al., 2013), tais como neutrofilos, células NK e principalmente as células T de memoria.
Nas células T CD4+, a IL-23 ao se ligar ao seu receptor, induz a ativacdo do STATS3, e, por
conseguinte, do RORYT, estimulando, assim, a conversao dos linfocitos T de memoria no
subgrupo Thl7 e a sua producgdo de citocinas (PENG et al., 2015; ZHANG et al., 2018;
NEURATH, 2019). Pesquisas demonstram que a IL-23 promove a secrecao de varios agentes
inflamatdrios, como IL-17 e IL-22, por diferentes células, como linfocitos T (CD4, CDS, yoT)
(MEI et al., 2015; LIU et al., 2019). Estudos anteriores tém mostrado uma associa¢édo da IL-23
com o desenvolvimento de diversas doencas, em diferentes sitios anatdmicos, como na tireoide,
em que tem sido associada a algumas lesdes, incluindo os carcinomas da tireoide e doencas
autoimunes, como a tireoidite de Hashimoto (LI et al., 2013; MEI et al., 2015).

Na presente pesquisa, observou-se que a IL-23 tambem foi expressa tanto nas células
foliculares e tumorais, como nos linfocitos, em consonancia com os achados de estudos prévios
(CARVALHO et al., 2017; ZHENG et al., 2018; ZAKE et al., 2019). Porém, verificou-se baixa
porcentagem de células positivas para esta citocina em todos os grupos de lesbes estudadas
(CPT, AF, BC e TH). Sendo assim, é possivel sugerir que as células foliculares e tumorais
parecem ndo secretar a IL-23 em altos niveis, contudo, a imunopositividade da IL-23
proveniente destes tipos celulares pode contribuir para a diferenciacédo de células T, bem como
na liberacdo de diferentes citocinas inflamatérias que levam a destrui¢do da glandula tireoide
(PENG et al., 2015).

Ao comparar 0s grupos de lesdes, este estudo evidenciou maior expressdo de IL-23 pelas
células foliculares e tumorais nas THs em relacdo aos CPTs, e pelos linfocitos nas THs em
comparacdo as demais lesbes estudadas (CPTs, AFs e BCs). De forma similar com esses
resultados, Zake et al. (2019) reportaram maior expressao da IL-23 em THs quando comparadas
a BCs, nas células foliculares. Semelhantemente, Qin et al. (2012) e Ruggieri et al. (2014),
verificaram niveis séricos elevados de IL-23 nos pacientes com THs quando comparado aos
pacientes saudaveis, demonstrando, portanto, dados fortemente sugestivos da contribuicdo da
IL-23 na patogénese das THs. Confirmando essa forte participacdo da IL-23, no estudo de Peng

et al. (2015) e Zheng et al. (2018), avaliando a presenca de IL-23R, observaram maior
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expressdo génica deste receptor nas THs em relagdo aos BCs. Dessa forma, os autores sugerem
que a IL-23 influéncia na patogénese das THSs por diferentes formas, como através da inducdo
de fatores angiogénicos. Estudos anteriores tém mostrado que nestes casos, atraves do TSH, as
células foliculares sdo estimuladas a expressarem maiores concentragdes de VEGF, que induz
a angiogénese, logo, também o aumentando a vascularizacdo da glandula tireoide e fluxo
sanguineo (FARHANGI; TAJMIRI, 2018).

Além disso, estudos mostram uma forte correlacdo entre a expressdo da I1L-23 com
espécies reativas de oxigénio (EROs) (ZHENG et al., 2018). De acordo com a literatura, uma
quantidade adequada de EROs na glandula tireoide é necessaria para a sintese de hormdnios
tireoidianos. No entanto, em situacGes de estresse oxidativo, quantidades excessivas de EROs
sdo liberadas a partir do estimulo por fatores de crescimento e citocinas, causando assim, danos
nas células foliculares, resultando no desenvolvimento de doengas autoimunes, como a TH
(FORTUNATO et al., 2013). Essa correlacdo da IL-23 com EROs foi observada no trabalho
de Zheng et al. (2018), que evidenciaram que o aumento excessivo de EROs nos tireocitos foi
induzido pela IL-23, indicando assim, a sua atuacdo no processo patogénico da TH. A partir
disso, este estudo sugere que a IL-23 pode influenciar o desenvolvimento das THSs a partir de
uma acdo conjunta de diferentes eventos que sdo estimulados na glandula tireoide, levando a
sua destruicao gradativa.

Considerando as fracas correlacfes estatisticamente significativas no conjunto de todas
as lesbes, entre as expressdes da IL-17 e IL-23 nas celulas foliculares/tumorais, e
significativamente moderadas nos linfécitos, pode-se sugerir, a partir disso, que nos linfécitos
uma proteina pode estar influenciando na producdo da outra.

Na avaliacdo por grupo, nos casos dos AFs, apesar da significativa forte correlacao
apresentada entre as citocinas estudadas nos linfocitos, tais resultados podem representar viés
do estudo porque ambos os marcadores tiveram baixa expressdo nestas lesdes. Em relagdo as
THSs foram verificadas moderadas correlacGes significativas entre a expressdo da IL-17/IL-23
tanto nas células foliculares/tumorais, como nos linfocitos. De forma semelhante, Zake et al.
(2019) observaram correlacGes positivas entre 1L-17 e 1L-23, bem como entre expressdo de IL-
17 e IL-1P nas células foliculares e linfocitos nos pacientes com TH. A partir desses achados,
estes autores apoiaram a ideia de que a IL-23 estimula as células Th17 a expressarem maiores
quantidades de IL-17, influenciando posteriormente no desenvolvimento da TH. Corroborando

os achados anteriormente descritos, a hipotese da atuacéo da Th17 através do eixo 1L-23/IL-17,
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também foi proposta por Takatori et al. (2008), Qin et al. (2012), Ruggieri et al. (2014) e Zhang
et al. (2018).

Diferentemente ao encontrado nesse estudo nos casos de CPTs, Hu et al. (2017)
evidenciaram alta expressao génica para IL-23 nestas lesdes em comparacdo com a BCs e aos
tecidos perineoplasicos da tireoide. Essa imunopositividade foi observada principalmente nas
lesBes que apresentavam estagio clinico avancado e metéstase a distancia. Estes pesquisadores,
avaliando, ainda, a IL-23 com algumas caracteristicas clinicas dos CPTs, observaram
associacao desta citocina com um pior prognostico, ja que correlacionou-se com bilateralidade,
metéstase linfonodal local e a distancia e com o quadro clinico nos estagios avancados H11/1V.
De forma semelhante, Carvalho et al. (2017) observaram maior expressdo de IL-23 nas células
neoplasicas (CPTs, carcinomas foliculares da tireoide, carcinomas medulares da tireoide e
AFs), quando comparado aos BCs, resultados estes que foram semelhantes para IL-17 no
mesmo estudo, o qual sugeriram, a partir disso, a atuacdo da resposta Th17 nessas lesdes. Alem
disso, os autores também indicaram uma associacdo das células Th17 com o pior prognostico,
pois verificaram alta expresséo de IL-17 nos pacientes que apresentaram recidivas ou vieram a
obito.

Diante do que foi pesquisado, pode-se enfatizar que os papéis da IL-17 e IL-23 sobre as
lesGes estudadas, ainda ndo estdo bem estabelecidos. Embora a imunoexpresséo destas citocinas
sejam documentadas na literatura nestas lesdes, 0os mecanismos especificos pelos quais elas
atuam precisam ser melhor esclarecidos. Assim, estudos moleculares envolvendo citocinas

correlacionadas a estas, sdo necessarios a fim de elucidar estes eventos.
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7 CONCLUSOES

A imunoexpressdo da IL-17 e 1L-23 apresentada tanto nas celulas foliculares/tumorais
e linfécitos em todos os grupos estudados (CPTs, AFs, BCs e THs), sugere que estas
citocinas podem atuar na patogénese destas lesdes.

A marcante expressao da IL-17 pelas células tumorais nos CPTs, sugere que esta
citocina pode influenciar na tumorigénese dessas lesdes e a menor expressao da IL-23
reforca a tese de que esta citocina atue na manutencdo do fenétipo de resposta TH17

descrito na literatura para estas lesoes.

A significativa imunomarcagdo da IL-17 nos linfocitos e da IL-23 nas celulas
foliculares/tumorais e nos linfocitos nas THs corrobora o reconhecido papel da resposta

Th17 em doencas autoimunes.
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Soamormia follcular & adenoma de cklulas de Hurthie da Hreolde, stavés da sxpressio imunolstoquirics daes
profzinas IL-5, L-17, L-23 ¢ RORL, comeiacionando comm &5 caracteristicas clinicopaboldgicas dessxs
lesles. Dessa forma, pretende—se contribulr pars um meihor enkerdmento do papel das ciulas TH17 na
afopatogeniy & comporamenhs desses bumores.

Dideiivn Secundarko

» Comrelscionar 3 expressio dys profeinas IL-5, IL-17, IL-23 = RORT com varidvels dinicas dos

Erdarspa: FAysnda Mo Pecanis, B30 - Pridio A&dm inisbreise - 1° Scder - Eepeen Jolic Mec*mco
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Cormelacionar & expressSo das profeiees IL-S, IL-17, IL-23 = RORE com o amanho da lesfo, multfocaldade,
invasio extra-frecidiana & o astadiamento pamiogicn PTAM quando aplicavels  Verficar se extsie diterena
msiafisHcamente significativa na express8o das proteinas IL-8, IL-17, IL-23 = RORE enée os diferentes
reeoplasmias eshedsdos.

Avaliagdo doc Fleoon o Banaficloc:

Riscos:

Em se ratando de wma pesguisa retrospectiva, com manipulagio & andiise de dados pressntes em
proniudnos, udos de exames histopaiclagioos, [Aminas hismitogicas & blocos de paraing, indos mantidos
=m arquivo — sendio 0 maierial bioldgioo = as AmiRas histoldgicas proverientes de espédmes de
procediments cirargico prévio — o5 riscos potenclals da pressnbe pesguisy 4o minimeos, ou melhor,
wiruaimeanie Inexistentes. Nio

Feveerd manipulagio cinica ou cimimio dos pacientes.

Beneficios:

A pesguiza ndo frar benefcio direbo &os paciertes, RO =nlanto, 0 estudc I contribulr para o makr
entendimento dos mecanismos subjacentes & comportamenio clinloo & bigldgico dos referidos fumones
Areoid s

Comandirios & Conclderagbsc cobre & Pacgulca:

E um projeto mufin b= elaborado, com pienas condipbes de realracho, clarsmente definido am termos
mfiodoidgicos & ogkstons caracienzando exeguiblidade na proposia.

Concideragdet cobre oc Termos e aprecantagdo obrigaksria:

Todos os iemos de apreseniaco obrigatdria foram apreseniados.

Rezomandagiec:

Conclucdec ou Penddnolac o Lisia de Inedequagdec:

Tendo &= vish que o pesguisador respondey sdequsdsmente As pendincias, quals sekae;

- AcTesoeniou ra piaiaforma Brasl os rés grupos gue serlio eshudados;

- Elaboroa o Tema de Consendmeno Lvre & Esclaneddo (TCLE]

- Descrevey deihadaments as medidas @ sersm adoisdss pars contatar os pacient=s para a assinatum do
TCLE, s=rsdo xssim, O projeio =58 adequado cormforme exigtnciss da rl:ﬁ-ulu;!n 46612,

Erclarespe: Asmniia Mo Pecasia 007 - Pricio Asiminisireise - 17 Accar - Depace Jole Kactmsn
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iConclderaplac Finalc a orttério do CEF:
1. Apresenbr rdabinio pancial da pesguiss, semesirammenis, a contar do mikclo ds mesma.

ZApreseniar reabiric fnal da pesquisa &t 30 das apds o tEmino da mesma.

66

Qg

30 CEP HUCL deverd ser informmads de iodos os efelios adversos ou falos relevaniess gue afferes o curso

mormal o Esiudo.

4. Qualsguer documentagdes emcaminhadas ap CEF HUOL deverSo comter Junto uma Carta de

Encaminhamenio, =m gue comsie o objetive & |ustificativa do gue =stela ssndo apressnbsdo.

SCans A pesguisa SEE SusEEnsa ou encemada anies do previsio, o CEF HUOL deverd s=r comunicada,
estardc 05 mobives expresscs mo relatdério final a ser apresentada.

&0 TCLE deverd ser obbido em duas vizs, uma ficard com o pesquissdor & 3 outra com o sujelib de

[ =Sa [TILEN

TEm comformbdads com a Carta Sincular n®, 003201 1SONEPC NS, Taz-s= obrigaidric a rubrica em ndas ==
péginas do TCLE peio sujsio de pesguiss ow sew responsive] & pelo pesquisador.

Exte parscar fol saborado bacsado not documanios abaleo relsskonado:

Tipo Dioourmesniio Amubae Fostagemi ALRCor E:I:L.n-;!-u-
In'l'nrr"ﬂ-g-!r.: Basicas FE_IHFCIF'_I-.'I.-'-.;EE:E'._E-.‘LGIGAE_DG_F' HHAENE #reiio
g Progein ROUET S TESESS nadl s34
Projeio Demiesdc ! | Profeio_tireoide_modificado doc ZEMZI0S | Amdrt Femeamdes Ao
Brochum He=s12T  |Ehva
Lot oo
oS Carta_desmcaminiarrenio_Hreokde pdf | 2S5M2001E | Amdrd Femaredes Ao
HeSEEE | EHhva

TCLE ! Temos de | TELE_Tirenide_Modificado pdf ZTHI0S | Amdrt Femeaamdes Ao

Assenimenio ! 172240 |Shva

Jusiificatha de

Ausincia

Dubos declwamo_insttuconal po! 12M0A0E | Anadrd Femamdes #reiio
14050 | Siva

Dubos docs_ports pdf 12M0A0E | Anadrd Femamdes #reiio
J4-0e-2q Cibva

oS carta_anuenca.pal 1Z2M001e | At Fremesmices Ao
140570 | Elva

oS Folha_de_ldsnificacso_do_pesquisador, 2400001 | Andrd Femories Moo

.OOCK 1335042 | Sihva

Folha de Rosio folha_d=_rosio pod! 20 HE | Amdrk Femardss #reiio

1330S | Slva
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EHuagdo do Parsosr:
Aprovado

Heosccia &preclagdo da CONER:
Mio

BIATAL, D5 g Fevensim d= 2047

dAgcinado por
&mdré Duoat] Luobs=ec]
(Cooroenador
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