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RESUMO

AUTOTRANSPLANTE HETEROTOPICO DE TECIDO TIREOIDIANO APOS
CRIOPRESERVACAO NO TRATAMENTO DO HIPOTIREOIDISMO POS-
OPERATORIO. ESTUDO EXPERIMENTAL.

Marcel Vasconcellos
Orientador: Prof. Dr. Alberto Schanaider

Resumo da Tese submetida ao Programa de Pds-Graduacdo em Ciéncias
Cirurgicas do Departamento de Cirurgia da Faculdade de Medicina, da Universidade
Federal do Rio de Janeiro - UFRJ, como parte dos requisitos necessarios a obtencéo
do Titulo de Doutor em Ciéncias.

Objetivos: Verificar a viabilidade e funcionalidade do autotransplante de tecido
tireoidiano criopreservado em ratos submetidos a tireoidectomia total no tratamento
do hipotireoidismo pds-operatorio. Métodos: Trinta e dois ratos (Rattus norvegicus),
da linhagem Wistar, machos, foram distribuidos randomicamente, em quatro grupos
(G) compostos por oito animais cada: Controle (GC); Simulagéo (GS); Hipotireoidismo
(GHT) e Transplantado (GT). O tecido tireoidiano foi implantado na musculatura da
coxa direita. Foram aferidas concentracdes séricas de T3 total, T4 livre, TSH e calcio,
no inicio do experimento e na 132 semana. Na 12 e 142 semanas, foram realizados
exames cintilograficos. Na 142 semana também foram efetuados a andlise da
biodistribuicdo do radioisétopo pertecnetato- **™Tc, exames histopatolégicos e testes
imunohistoquimicos para avaliacdo da expressdo dos marcadores moleculares de
proliferacdo (PCNA) e apoptose celular (caspase-3 ativada). Resultados: Na 132
semana, 0s animais transplantados apresentaram concentracdes séricas de T3 total
e T4 livre compativeis com a normalidade. Observaram-se concentracées de TSH
aumentadas, porém, mais proximas aos valores basais, obtidos nos grupos Controle
e Simulacdo. Na 142 semana, os exames cintilograficos evidenciaram a captacédo do
radiois6topo no tecido transplantado, em todos os animais do GT. Os exames
histol6gicos, decorridas 13 semanas do transplante, comprovaram a viabilidade e
funcionalidade dos foliculos tireoidianos. Os testes imunohistoquimicos revelaram no
GT aumento estatisticamente significante na expressao do marcador de proliferacédo
celular no tecido transplantado (PCNA), quando comparado ao GC (p < 0,001). N&ao
foi observada diferenca na expressdo da caspase-3 ativada entre o GC e GT.
Conclusdes: O estudo experimental consubstanciou a viabilidade e funcionalidade
do autotransplante heterotopico de tecido tireoidiano, implantado em musculatura
esquelética, com evidéncia de proliferacdo celular e sem apoptose. A estratégia
cirirgica utilizada demonstrou ser eficaz no tratamento do hipotireoidismo pos-
operatorio. Descritores: Tireoidectomia. Criopreservacédo. Transplante autélogo.
Ratos Wistar. Modelos animais.



VI

ABSTRACT

HETEROTOPIC THYROID TISSUE AUTOTRANSPLANTION AFTER
CRIOPRESERVATION IN THE TREATMENT OF POSTOPERATIVE
HYPOTHYROIDISM. EXPERIMENTAL STUDY.

Marcel Vasconcellos

Orientador: Prof. Dr. Alberto Schanaider

Abstract da Tese submetida ao Programa de Pds-Graduagdo em Ciéncias
Cirargicas do Departamento de Cirurgia da Faculdade de Medicina, da Universidade
Federal do Rio de Janeiro - UFRJ, como parte dos requisitos necessarios a obtencao
do Titulo de Doutor em Ciéncias.

Aims: To verify the viability and functionality of cryopreserved thyroid
autotransplantation in rats submitted to total thyroidectomy in the treatment of
postoperative hypothyroidism. Methods: Thirty-two male Wistar rats (Rattus
norvegicus) were randomly assigned into four groups (G) with eight animals each:
Control (CG); Simulation (SG); Hypothyroidism (HTG) and Transplanted (TG). The
thyroid tissue was implanted in the right thigh muscle. At the beginning and in the 13%
week of the experiment, serum concentrations of total T3, free T4, TSH and calcium
were determined. In both first and 14" weeks, scintigraphic analysis were
accomplished. In the week 14™ 99m-Tc pertecnetate radioisotope biodistribution,
histopathological examinations and immunohistochemical tests to evaluate the
expression of molecular markers of proliferation (PCNA) and cellular apoptosis
(caspase-3) were also performed. Results: In the 13" week, the transplanted animals
had serum concentrations of total T3 and free T4 compatible with normality. An
increase in TSH concentrations, but closer to the baseline values than in the GHT was
observed. In the 14" week, scintigraphic exams displayed graft isotopic uptake in all
animals in the TG group. Histological examinations, 13 weeks after transplantation
showed the viability and functionality of thyroid follicles. PCNA marker revealed
significant immunoreactivity of the graft when the TG was compared to the CG (p <
0.001). There was no difference between CG and TG considering the expression of
caspase-3 activated. Conclusions: The experimental study confirmed the viability and
functionality of the heterotopic thyroid tissue autotransplantation, implanted in skeletal
muscles with evidence of cell proliferation and without apoptosis. The surgical strategy
was effective in the treatment of postoperative hypothyroidism. Key words:
Thyroidectomy. Cryopreservation. Autologous transplantation. Wistar rats. Animal
Models.
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1 INTRODUCAO

A tireoidectomia total ou subtotal bilateral podem gerar uma condicéo clinica
gue demande suplementacdo hormonal permanente, comprometendo a qualidade de
vida do paciente. O hipotireoidismo pds-cirurgico pode resultar do tratamento do bocio
difuso toxico (doenca de Basedow-Graves), dos bdécios multinodulares toxico ou
atoxico (bocio endémico), da abordagem do céancer, incluindo a imprecisédo
diagnéstica (diferenciacdo entre o adenoma e o carcinoma folicular/Sistema de
Bethesda Ill a V), ou em face de iatrogenias onde ocorram ressecc¢des mais extensas
do que aquelas necessarias.

O hipotireoidismo pos-operatdrio causa limitacbes na qualidade de vida pela
necessidade de reposicdo hormonal, de modo permanente, apds tireoidectomia total.
No entanto, também pode ocorrer depois da tireoidectomia subtotal bilateral, ou
mesmo hemitireoidectomia associada a ressecc¢do subtotal do lobo tireoidiano
contralateral, com frequéncia de 0,4 até 33% dos casos (REID, 1987; TSAI, 2019).
Apos a alta pés-operatéria, um acompanhamento prolongado € geralmente conduzido
por endocrinologista, sem retorno do paciente ao cirurgido e que, por sua vez, com
frequéncia ndo tem conhecimento se, de fato, ocorreu evolucdo clinica para o
hipotireoidismo.

A partir da década de 70, o hormdnio sintético levotiroxina sédica ou L-tiroxina
(L-T4) tornou-se o padrao ouro no tratamento da reposi¢cao hormonal, na maioria dos
casos, pelo baixo custo, facilidade de administracdo e boa resposta (DAYAN, 2018).
Entretanto, a eficacia do uso da L-T4 pode ser limitada por varios fatores: falta de
adesdo do paciente e ou apoio da familia ao tratamento, administracdo de dose
inadequada, ingestéo simultdnea do farmaco com alimentos ou dieta rica em fibras e
soja, disturbios gastrointestinais que resultem em ma absorcéo, entre outros. Além
disto, a prescri¢céo de L-T4 por tempo prolongado pode desencadear efeitos colaterais
deletérios, dentre os quais doencgas cardiovasculares, disfuncdo do metabolismo
lipidico, perdas 6sseas, além de palpitacdes, insonia, labilidade emocional, cefaleia,
hiperatividade, emagrecimento e tremores (YUCE, 2015; CENTANNI, 2017; SAKR,
2017). Todavia, a reposicdo per si pode nédo ter os resultados esperados. Ha de

ressaltar a interferéncia de polimorfismos na eficacia da resposta individual a
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reposicao do T4. Um estudo multicéntrico apurou que, apenas cerca de 50% dos
pacientes submetidos a reposicdo de hormoénios tireoidianos apresentaram
concentracdo de hormonio tireotréfico (TSH) dentro da faixa de normalidade
(VAISMAN, 2013).

Neste contexto, buscam-se alternativas terapéuticas substitutivas seguras a
ingesta de hormonio tireoidiano exdégeno. O autotransplante da tireoide, proposto ha
algumas décadas, tem por objetivo evitar a insuficiéncia funcional pos-operatéria e a
necessidade de reposicdo hormonal permanente, com a expectativa da manutencao
do mecanismo autorregulatorio do eixo hipotalamo-hipofisario.

Assim, com o objetivo de aprimorar o conhecimento sobre o assunto e agregar
aplicabilidade ao autotransplante tireoidiano, os autores propuseram realizar um
estudo experimental para testar a viabilidade de um transplante autélogo e
heterotdpico de tecido glandular tireoidiano integro, apés um periodo de sete dias de
criopreservacao.

A técnica de criopreservacdo, raramente aventada para o tratamento do
hipotireoidismo é revisitada e perscrutada na presente Tese. Além disto, propde-se,
de forma original e inédita, o uso de biomarcadores para a apoptose e de proliferacao
celular no autotransplante tireoidiano.

O desenvolvimento desta linha de pesquisa agrega um impacto translacional
com a perspectiva de se consolidar uma opcao terapéutica com potencial para
suprimir a reposi¢cao hormonal permanente no hipotireoidismo pds-operatdério.



2 OBJETIVOS

Verificar a viabilidade, funcionalidade e eficacia do autotransplante
heterotopico de tecido tireoidiano criopreservado, em ratos submetidos a

tireoidectomia total, no tratamento do hipotireoidismo pos-operatorio.



3 REVISAO CONDENSADA DE LITERATURA

O estudo experimental desenvolvido nessa Tese foi realizado mediante
pesquisa prévia sobre o tema com revisdo de dados da literatura em artigos
indexados. Foram utilizadas as seguintes bases de dados: MEDLINE/PubMed, do
Instituto Nacional de Saude Americano (National Institutes of Health);
Cochrane/Revisdo Sistematica (Cochrane Library); SciELO (Scientific Electronic
Library Online)- Lilacs; Catalogo de Teses e Dissertacdes da CAPES (Coordenacéao
de Aperfeicoamento da Pessoal de Nivel Superior); Google Académico; Embase e
Science Direct. Foram escolhidos os seguintes descritores médicos da lingua inglesa
associados aos operadores booleanos (AND, OR): autotransplantation, thyroid, total
thyroidectomy, thyroid autograft. Foram selecionadas e validadas 32 publicacdes
cientificas.

Na analise critica dos artigos, as evidéncias demonstraram que apesar dos
estudos em anima nobile com transplantes autélogos da tireoide retratarem alguns
resultados encorajadores, estes ndo foram consensuais (Tabela 1). Até mesmo as
pesquisas com animais de laboratorio (caes, ratos, cobaias e coelhos) (Tabela 2), ndo
tornam exequivel uma analise comparativa adequada no que tange a eficacia do
procedimento, haja vista a falta de uniformidade das amostras, em especial, no que
tange aos métodos utilizados. A topografia dos tecidos transplantados de forma
heterotdpica variou consideravelmente. Diferentes tempos cirlrgicos para a enxertia
tireoidiana (a fresco), foram citados, porquanto alguns efetuaram o transplante
imediato e outros o efetivaram em uma segunda intervencdo quando totalizam a
tireoidectomia, o que ocorreu em diversos intervalos pos-operatorios. Além disto, de
modo analogo, foram encontradas descricbes de diferentes intervalos para a
realizacdo do transplante do tecido tireoidiano, desta feita com o0s enxertos
criopreservados (GAL, 2005; ISMAILOV, 1980; KITAMURA, 1994; SHILOH, 1987;
SHIMIZU, 1991; THUSOO, 2003; YUCE, 2015).


https://www.nih.gov/

Tabela 1. Pesquisa em anima nobile (n = 13)
Autor(es); Tipo, local Técnica Tempo de Doenca prévia Dosagem Descricédo de
ano do implante e operatéria, avaliacéo hormonal resultados
tamanho da momento do pos- (T3, TAL, TSH)
amostra (n) implante operatéria
Swan e Autélogo, musculo Tireoidectomia Sem Tireoide lingual Sem descrigdo Falha
cols. 1952 reto abdominal total, implante descricao Terapéutica
(n=1) imediato
Swan e Autblogo, misculo Tireoidectomia 12 anos Tireoide lingual Sem descrigdo Falha
cols. 1967 reto abdominal total, implante terapéutica
(n=1) imediato
Pushkar' e Autdlogo, sem Sem descrigao, 18 meses Sem descrigdo Sem descrigdo Eficaz; Sem
cols. 1984 descrigao criopreservagao descricao
por 4 a 12 meses
Okamoto e Autélogo, musculo Tireoidectomia 2 -7 anos Graves 3 pacientes com 80% funcionais
cols. 1990 esternocleidomas- subtotal, implante T3 -T4 normais e
toideo (n = 5) imediato discreta elevacao
do TSH; 2
pacientes
eutireoideos
Shimizu e Autblogo, sem Tireoidectomia Sem Graves Sem descrigdo Sem descrigao
cols. 1991 descricdo (n=1) total, implante descricdo
criopreservado
sem descricao
Sheverdin, Autélogo (n = 246) Tireoidectomia 6 meses Tireotoxicose; Sem descri¢édo 97% funcionais
1992 total, sem descricao
descricao incompleta
Minuto e Autélogo, misculo Tireoidectomia 37 anos Tireoide lingual T3, T4eTSH 100%
cols. 1995 reto abdominal e subtotal, implante normais funcionais;
espago pré-peritoneal  imediato Falha
(n=1) terapéutica no
espago pré-
peritoneal
Shimizu e Autélogo, musculo do  Tireoidectomia 2 a7anos Graves T3, T4e TSH 75% funcionais
cols. 2002 antebraco (n = 4) subtotal, normais em 3/4
criopreservacéo pacientes
por 1,9; 2,6; 2,8;
3,5 anos
Roy e cols. Autélogo, misculo Tireoidectomia 6 meses 7 Graves, T3, T4eTSH 45% funcionais
2003 esternocleidomas- subtotal, implante 6 bdcios normais em a captagao
toideo (n = 15) imediato multinodulares todos pacientes isotépica
atoxicos, 2 bocios com_bouo
) multinodular
multinodulares
toxicos
Saleh, 2016 Autélogo, musculo Tireoidectomia 2,4,6,8, 13 bécios Sem descricéo Graus variaveis
reto da coxa total, implante 10,e 12 multinodulares de funcdo aos
(emulséo), (n = 20) imediato meses atoxicos, 12 meses
4 Graves,
3 bécios
multinodulares
toxicos
Sakr e cols. Autélogo, Tireoidectomia 12 meses Sem descrigdo Sem descrigdo 33% funcionais
2018 intramuscular total, implante
(n=20) imediato
Mohsen e Autélogo, musculo Tireoidectomia 2,6,12 Bécio multinodular T3, T4eTSH T3 =91 -100%,
cols. 2017 reto da coxa total, implante meses atéxico variaveis T4 = 85%, TSH
(emulséo), (5g,n= imediato elevado aos 12
12;10 g, n=28) meses
Gamal e Autdlogo, musculo Tireoidectomia 1,3,6,9e 16 bécios nodulares T3, T4 e TSH 86% funcionais
cols. 2019 esternocleidomas- total, implante 12 meses simples, 8 bocios normais aos 12 em 15

toideo (n = 30)

imediato

nodulares téxicos,4
Graves, 2
Tireoidites de
Hashimoto

meses em 20
pacientes
avaliados

pacientes
avaliados
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Tabela 2. Estudos experimentais em animais de laboratério (n = 19)

Autor(es); Espécie e Tipo e local de implante Técnica operatoria, Tempo de Dosagem Descricéo de
ano tamanho da momento do avaliacéo hormonal resultados
amostra (n) implante pos- (T3, T4L,
operatéria TSH)
Hesselberg Cobaias (n = 75) Autélogo / Homdlogo, Tireoidectomia total, 1- 52 dias Sem Caracterizacéo de trés
(1915) tecido subcutéaneo abdominal implante imediato ou descricéo estéagios histolégicos.
preservado em sol. de Melhor vascularizagdo
Zenker nos autélogos
Hesselberg & Cobaias (n = 15) Autélogo, sem descricéo Tireoidectomia total e 36 dias Sem Presenca de mitoses em
Loeb subtotal, sem descrigdo descricéo até 16 dias apos a
(1929) enxertia
Brawnvald & Coelhos, sem Autdlogo, capsula renal, Sem descrigédo Sem descrigédo Sem Sem descrigéo
Hufnagel, descri¢éo subserosa do estdmago e descricéo
1958 bainha do reto
Shorter, 1963 Caes (n=8) Autélogo, cértex cerebral Tireoidectomia total, 60 dias Sem 16% viabilidade histolégica
criopreservacéo por 14 dias descricéo aos 45 dias, e 34% aos 60
dias
Chernozemski & Cobaias, sem Autélogo / Homoélogo, mucosa  Sem descricdo Sem descrigédo Sem 100% funcional no
Christov, 1967 descricéo jugal, olhos, cérebro e testiculos descricéo autélogo;
No homélogo: necessario
uso de corticosteroides
Nagamine, 1968 Céaes (n = 100) Autblogo, anastomose Tireoidectomia total, 60 dias Sem 58% funcionais. Os
microvascular; regido da virilha implante imediato descrigao implantes foram avaliados
€ pescoco por meio da administrag&o
exdgena de TSH
Yamane & Sem descri¢éo Autélogo, medula ésea, limen Sem descrigéo Sem descrigéo Sem Sem descrigéo
Kamba, 1970 vascular descricéo
Raaf e cols. 1976 Ratos (n = 35) Isoenxerto / Homélogo, Tireoidectomia total, 90-120 dias T4 do Funcional por 30 dias
cultura in vitro ou imediato; implante imediato ou isoenxerto na seguido de rejeicéo
céapsula renal, muasc. isquiotibial  preservado por 14 dias 4% semana = (mais répida nos
do GC imediatamente
transplantados)
Yoskizaki, 1984 Ratos, sem Homélogo, cultura in vitro, Tireoidectomia total, 7 - 35 dias Sem Rejeicdo aos 35 dias em
descricéo abaixo da cépsula renal implante imediato ou descricéo 65% dos enxertos
preservado por 8, 16, 24h homélogos
Shimizu e cols. Ratos, sem Autélogo, espago subcapsular Tireoidectomia subtotal, 45 - 60 dias Sem Funcional entre 45 — 60
1996 descri¢éo renal, musculatura implante imediato descricéo dias
Mota e cols. Ratos (n = 52) Autélogo, mesentério, ovarios, Tireoidectomia subtotal com 30 dias T4eT3 Arquitetura folicular
1999 musculo implante imediato e ap6s 30 normais. TSH preservada
esternocleidomastoideo dias, tireoidectomia total elevado
Pasteur e cols. Suinos, sem Sem descri¢do, cultura in vitro Sem descricéo, preservado 45 - 60 dias Sem Funcional entre 5 - 10 dias
1999 descri¢éo (cultura,30 dias) descricéo
Papaziogas e Coelhos (n = 38) Autélogo, musculo quadriceps Tireoidectomia total; 60 dias T4eT3 100% viabilidade funcional
cols. 2002 femoral, reto abdominal e implante imediato grupo tratado e histoldgica aos 60 dias
sacrodorsal = grupo
controle; TSH
elevado
aos 60 dias
Mota e cols. Ratos (n = 42) Autdlogo, mesentério Tireoidectomia subtotal com 100 dias T4eT3 As arquiteturas morfol6gica
2004 implante imediato e ap6s 10 normais. TSH e ultraestrutura
dias, tireoidectomia total elevado foram preservadas
Charous e cols. Camundongos, Autélogo, musculo Tireoidectomia total, 30 dias TSH normal Viabilidade funcional e
2004 sem descricdo esternocleidomastoideo e tecido implante imediato ap6s 4 histolégica entre 21 - 30
subcutaneo semanas dias
Gél e cols. 2005 Cées (n=12) Autdlogo, omento maior e Tireoidectomia total, 30 dias Aos 30 dias Viabilidade histolégica e
musculo criopreservagao e implante T4eT3 funcional aos 30 dias
esternocleidomastoideo grupo
tratados = GC
Dobrinja e cols. Ratos (n = 60) Autélogo, cultura in vitro, Tireoidectomia total, 30 dias Aos 30 dias 70% funcionais
2008 musculo reto abdominal implante imediato ou T3, T4 e TSH
preservado por 1, 7, 14 dias =GCem2/3
dos animais
Karaman e cols. Cobaias (n = 24) Autélogo / Homdlogo, Tireoidectomia total, 60 dias T3eT4 100% viabilidade
2011 mucosa jugal implante imediato autologo e histolégica e
homélogo = funcional aos 60 dias
GC (autdlogo e heterélogo)
Yiice e cols. Coelhos (n = 12) Autélogo, musculo quadriceps Tireoidectomia total, 60 dias Aos 60 dias, Funcional para o implante
2014 femoral implante imediato ou T3 e T4do imediato. Hipotireoidismo
criopreservado ap6s 60 dias OISRo para o criopreservado

Enxerto = GC




4 METODOS

4.1 Caracterizacdo da amostra e desenho do estudo experimental

O estudo foi aprovado pela Comisséo de Etica no Uso de Animais (CEUA) do
Centro de Ciéncias da Saude da Universidade Federal do Rio de Janeiro (UFRJ), em
13 de dezembro de 2017, sob o n.° de referéncia 111/17 (vide Anexos, pag. 61) e
encontra-se de acordo com a Lei n.° 11.794, de 8 de outubro de 2008 e em
conformidade com os principios sobre a utilizacdo, manutencao e protecdo de animais

de laboratério estabelecidos internacionalmente.

4.1.1 Amostra

Para o desenvolvimento da pesquisa foram utilizados 32 ratos (Rattus
norvegicus albinus, Rodentia mammalia — Berkenhaout, 1769), da linhagem Wistar,
machos, com média de idade de trés meses, peso de 300 + 20 g e procedentes do
Biotério do Centro de Cirurgia Experimental do Departamento de Cirurgia da
Faculdade de Medicina da UFRJ.

Os animais foram mantidos em macro e microambiente adequados,
compreendendo gabinetes com ventilacdo e gaiolas apropriadas, iluminagcdo em
conformidade com o ciclo circadiano, controle de temperatura (22 + 2 °C), além de
cuidados padronizados de alimentacdo (racdo industrializada), higiene e agua ad

libitum.

4.1.2 Desenho do estudo experimental

Os animais foram distribuidos, aleatoriamente, em quatro grupos (n = 8
animais cada): Grupo Controle (GC), sem procedimento cirdrgico; Grupo Simulacdo
(GS), apenas com o0s acessos cirargicos; Grupo Hipotireoidismo (GHT), com
tireoidectomia total e Grupo Transplantado (GT), com tireoidectomia total acrescida
da criopreservacdo da glandula tireoide por sete dias e do transplante do lobo

tireoidiano esquerdo na musculatura da coxa direita.

4.2 Descricdo da técnica operatoria utilizada na tireoidectomia total
O procedimento de tireoidectomia total foi realizado no Centro de Cirurgia

Experimental do Departamento de Cirurgia da Faculdade de Medicina da UFRJ.
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Os animais foram submetidos a 12 horas de jejum seguido pelo procedimento
anestésico com uma solucdo composta por 100 mg/kg de cloridrato de cetamina a
10% (Vetaset®) e 10 mg/kg de cloridrato de xilazina a 2% (Virbaxyl®) e aplicada por
via intraperitoneal no quadrante abdominal inferior esquerdo. Em seguida, realizou-se
a tricotomia da regiéo infrahioidea e apés cuidados de assepsia e antissepsia com uso
de solucdo degermante de digluconato de clorexidina a 2% (Riohex®) procedeu-se a
infiltracdo na pele e no tecido subcutaneo da area a ser incisada, com 5 mg/kg de
cloridrato de lidocaina a 2% (Lidovet®). Realizou-se uma incisdo cutanea longitudinal
de 2,5 cm na regido cervical ventral, com divulsdo do tecido subcutaneo, abertura do
platisma na linha média (direcdo cranio-caudal), exposicdo e afastamento dos
musculos esternocleidomastoideo e esternohioideo. Com auxilio de microscopio
cirdrgico binocular de pedestal (CEMAPO®, BR), com magnificacdo de 100 vezes,
procedeu-se a dissec¢do meticulosa da glandula tireoide com tesoura microcirdrgica
e uso de cotonete umido em solucdo fisiolégica para facilitar a divulsdo dos planos em
sintopia com estruturas nobres (paratireoides, nervos laringeos recorrentes e
estruturas vasculares) (Figura 1). Apdés a exérese glandular total, foi realizada a
aproximacédo do plano muscular na linha média compreendendo a fascia, em sutura
continua em plano Unico, com fio absorvivel de Vicryl™ 4-0 (Ethicon®), além da sutura

da pele, em pontos separados, com mononailon 3-0 (Technofio®).

Figura 1. Tireoidectomia total

4

A) Visualizacao dos lobos tire6ideos (setas), regido do istmo (*) e do nervo laringeo recorrente,
bilateralmente (#). B) Aspecto pés-tireoidectomia com exposicao da traqueia apds exérese da
glandula tireoide. (C) Cada lobo mediu, aproximadamente, 3 mm de comprimento e o istmo 5
mm. Magnificacdo 100x. Fonte: Arquivo pessoal.
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Apbs o procedimento cirdrgico, os animais foram alojados em sala silenciosa,
com baixa luminosidade e permaneceram aquecidos por lampada incandescente de
40 W, até a completa recuperacdo anestésica. A analgesia pés-operatoria consistiu
na administragcdo de 1 mg/kg de cloridrato de tramadol a 2% (Cronidor®) por via
intraperitoneal e de 30 mg/kg de ibuprofeno oral (Alivium®), durante cinco dias, diluido
na agua do bebedouro. Efetuaram-se, diariamente, a inspecéo e a limpeza da ferida
cirargica.

No grupo Simulacdo (GS), ap0s anestesia e cuidados de assepsia e
antissepsia realizou-se 0 acesso a tireoide da mesma forma em que foi descrito o
procedimento para os grupos GHT e GT seguido da manipulacéo da loja tireoidiana,
sem exérese glandular e com tempo de exposi¢do da regido cervical semelhante ao
da tireoidectomia. Em seguida, houve a sintese da ferida, de forma idéntica aquela

apresentada para os grupos GHT e GT.

4.3 Técnica de criopreservacao da glandula tireoide

Apés a remocdo, a glandula tireoide foi mantida em solucdo PBS 1x estéril
(pH = 7,4). Em camara de fluxo laminar, acondicionou-se o material em um criotubo
previamente resfriado em gelo, contendo uma solucéo nutritiva a 43% de RPMI 1640
(Cultilab, Campinas, SP, BR), 50% de Soro fetal bovino (Sigma-Aldrich, St Louis, EUA)
e 7% de DMSO (Dimetilsulfoxido). Em seguida, o criotubo foi colocado em freezer (-4
°C) por uma hora. Ao final do processo, a amostra foi identificada e armazenada por
sete dias, em nitrogénio liquido a -196 °C.

Para o descongelamento utilizou-se o banho Maria a 37 °C e realizacdo de
duas lavagens com PBS estéril (0,001 M/pH = 7,4).

4.4 Determinacado quantitativa do tecido transplantado
Apés o descongelamento, a glandula tireoide inteira foi pesada e depois,
isoladamente, ambos lobos, mediante uso de balanca digital analitica (Shimadzu

AY220°, Kyoto, Japdo). Os valores absolutos foram expressos em miligramas (mg).

4.5 Descricdo da técnica operatéria do transplante tireoidiano
O lobo esquerdo do proprio animal doador foi implantado no terco médio do

musculo biceps femoral da coxa direita (transplante autélogo), por meio de incisao
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longitudinal de 1,5 cm (Figura 2). Uma sutura com mononailon 3-0 (Technofio®) foi
colocada na bainha do musculo para marcar o local de enxertia, seguida de sintese,

por planos, da aponeurose e da pele, com 0 mesmo fio.

Figura 2. Transplante do lobo tireoidiano em tecido muscular

A

Observa-se 0 membro posterior direito do rato com o local da incisdo demarcado (A). Enxertia
do tecido tireoidiano e que se encontra na ponta da pin¢a microcirurgica atraumética (B).
Constata-se o tamanho do tecido enxertado em torno de 3 mm (C). Fonte: Arquivo pessoal.

4.6. Avaliagcdes pré e pés-operatoérias

O peso dos animais foi aferido no inicio do experimento (t0) e na 132 semana.

4.6.1. Determinacdo das concentracBes séricas de T3 total (triiodotironina),
T4L (tiroxina livre), TSH (Horménio tireotréfico) e calcio total

No inicio do experimento (t0) e na 132 semana, foram realizadas coletas de
amostras sanguineas em todos os animais para efetuar provas de funcéo tireoidiana
e analise do célcio. Nos animais do GHT, as coletas também ocorreram na semana
seguinte a tireoidectomia total.

Apés anestesia com solucdo de cetamina e xilazina, conforme protocolo
descrito para o procedimento cirargico, procedeu-se a tricotomia e antissepsia com
solucdo degermante de digluconato de clorexidina (Riohex 2%®). Em seguida,
realizou-se coleta de 1 ml de sangue por puncdo da veia jugular, sempre no mesmo
horério. As amostras foram imersas em banho Maria a 37 °C, por 30 minutos e em
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seguida, centrifugadas a 3.200 rpm, por 10 minutos. Os tubos contendo soro foram
entdo identificados e enviados para andlise laboratorial, sob refrigeracdo (5 = 3 °C).
Foram determinadas as concentracdes de T3 total (nmol/L), T4 livre (pmol/L) e TSH
(mUI/L) pelo método de quimioluminescéncia (LumiQuest®, Labtest, MG BR). O célcio
total (mmol/L) foi determinado pelo método cinético automatizado (Labtest, MG, BR).
Os valores foram expressos segundo o Sistema Internacional de Unidades (Systeme

International d'unités).

4.6.2. Exames cintilograficos e estudo da biodistribuicdo do radiois6topo
pertecnetato- *mTc

Os exames cintilograficos foram realizados no Servico de Medicina Nuclear
do HUCFF e pelo Departamento de Radiologia da Faculdade de Medicina da UFRJ,
por intermédio de Tomografia Computadorizada por Emissdo de Fo6tons Unico
(SPECT) em aparelho detector (GE Millennium MG, Modelo H30002L), com aquisi¢cao
e processamento das imagens no formato DICOM (Digital Imaging and
Communications in Medicine).

Na primeira e na 142 semana, respectivamente, inicio (t0) e término do
experimento, efetuou-se o estudo da captacéo do pertecnetato- **™Tc com varredura
do corpo inteiro dos animais, em todos 0s grupos, apds a administracéo intraperitoneal
da associacdo anestésica de 100 mg/kg de cloridrato de cetamina a 10% (Vetaset®) e
10 mg/kg de cloridrato de xilazina a 2% (Virbaxyl®) e insercdo de um cateter
intravenoso 24G (Angiocath™, BD) na veia lateral da cauda para injecdo do material
radioativo.

O tecnécio-99m foi previamente diluido em 0,5 ml de solucdo de cloreto de
sédio a 0,9% estéril contendo 0,35 uCi do radiois6topo, aplicado de acordo com as
normas de seguranca do servico supracitado. Apés a injecéo, verificou-se a atividade
remanescente na seringa, para proceder a subtracdo do total mensurado antes da
injecao e obter-se o total efetivamente administrado nos animais.

Decorridos 5 minutos, posicionou-se o animal em decubito dorsal e realizou-
se a varredura isotdpica (Figura 3). O tempo médio de cada exame foi de 20 minutos.
A capacidade seletiva do tecido tireoidiano em captar doses tracadoras do
pertecnetato- *"Tc foi usada como método biolégico na determinacéo da viabilidade
do tecido transplantado.
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Figura 3. Exame cintilogréafico

Aquisicao de imagens funcionais da tireoide por Tomografia Computadorizada por Emissao
de Féton Unico (SPECT). Observa-se o animal acomodado no aparelho em decubito dorsal.
Fonte: Arquivo pessoal.

4.6.3. Biodistribuicdo do radioisétopo pertecnetato - *™Tc, ex vivo

Na 142 semana, seguiu-se a inducdo da morte dos animais, sem dor, por
sobredose anestésica (quatro vezes a dose recomendada). A biodistribuicdo foi
realizada ex vivo, nos animais dos grupos Controle (GC) e Transplantado (GT) e
compreendeu as analises das seguintes amostras: glandula transplantada (Figura 4),
musculo biceps femoral esquerdo (contralateral ao local do transplante), coracao,
pulmdes, rins, figado, bago, pancreas, estbmago, intestinos e a traqueia.

As amostras retiradas apo6s o 6bito foram irrigadas com solucao de cloreto de
sédio a 0,9%, pesadas em balanca analitica (Shimadzu AY220°, Kyoto, Japao) e
submetidas ao contador gama 2470 WIZARD?*™ (PerkinElmer Inc.®, Waltham, EUA)
(Figura 5). Ao final, calculou-se o percentual de atividade radioativa captado por grama

de cada 6rgéao ou tecidos analisados nos GC e GT.
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Figura 4. Amostra do tecido muscular contendo o tecido transplantado em seu interior

A imagem do material transplantado foi obtida apos exérese e colocagdo em recipiente para
realizacdo de captagao ex vivo. Fonte: Arquivo pessoal.

Figura 5. Aparelho utilizado na determinacédo da atividade radioativa no GC e GT

Espectrémetro de raios gama automatico (modelo 2470 WIZARD?™) utilizado no Servigco de
Medicina Nuclear do HUCFF. Fonte: Arquivo pessoal.

4.6.4. Exames histoldgicos

O lobo tireoidiano esquerdo implantado foi fixado em paraformaldeido
tamponado a 4% por 48 horas. Apés as fases de desidratacdo e diafanizacéo, as
amostras foram imersas em parafina e colocadas em estufa a 60 °C, por 30 minutos.
Os blocos de parafina foram submetidos a cortes de 4 yum de espessura em
microtomo rotativo (Leica®, RM2125RT, EUA). As amostras foram coradas com
Hematoxilina e Eosina (H&E) e os preparados histolégicos foram entdo analisados

sob microscopia Optica (E200 Nikon®, BR), com magnificagdes de 200 e 400 vezes. A
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preparacao e analise do material foram realizadas no Servico de Anatomia Patoldgica
do HUCFF da UFRJ.

4.6.5. Exames imunohistoquimicos

Os exames imunohistoquimicos para os marcadores moleculares de
proliferacéo celular (PCNA) e apoptose celular (caspase-3 ativada) foram realizados
no Laboratério de Fisiologia Enddcrina do Instituto de Biofisica Carlos Chagas Filho,
da UFRJ.

Utilizaram-se quatro preparacdes em laminas silanizadas StarFrost®
(Advanced Polycat, Braunschweig, DE) para cada um dos grupos. Os preparados
histoldgicos da tireoide de ratos dos GC, GS e GT foram levados a estufa a 57 °C, por
12 horas. A seguir, secgdes de 4 um foram desparafinizadas com xilol e reidratadas
em alcoois decrescentes (100%, 90% e 70%). A recuperacdo antigénica do PCNA foi
realizada com tampé&o acido citrico 0,01M/pH = 6,0 e aquecimento em micro-ondas. A
recuperacgdo antigénica da caspase-3 foi realizada com tamp&o A + B (citrato de sédio
+ &cido citrico) no steamer a 96 °C, durante 20 minutos. A inativacdo da peroxidase
endogena foi efetuada com o peroxido de hidrogénio (H202 a 3%) e metanol. Um
segundo bloqueio foi realizado com PBS/BSA 5% + Tween® 0,05% + Triton 0,1% +
gelatina 0,01%, pH = 7,4, durante 30 minutos. Os cortes foram incubados com
anticorpo primario anti-PCNA (anti-PCNA F-2 # E0713 mouse monoclonal, Santa Cruz
Biotechnology, CA, USA) ou anti-caspase-3 (anti-casp 3, p11 mouse monoclonal, Cat
# SC-271759 Santa Cruz Biotechnology, CA, USA) nas diluicdes de 1/100 em camara
escura, overnight, a 4 °C. No dia seguinte, apés a lavagem, os cortes foram incubados
na camara escura com o reagente de deteccao Histofine® por uma hora e 30 minutos.
A atividade da peroxidase foi desenvolvida com o substrato DAB durante 5 e 15
minutos (PCNA e caspase-3, respectivamente) e contracorados com Hematoxilina de
Harris por dois minutos. Apés lavagens, os cortes foram desidratados em alcoois
crescentes, clarificados com xilol e selados em meio de montagem Vectorshield®
(Vector Laboratories Inc.®, CA, EUA).

O padrdo de positividade foi baseado no calculo da imunorreatividade
percentual em no minimo 500 células para o GC e GT. Para cada uma das quatro
laminas de cada marcador, foi realizada a contagem células foliculares positivas, com

magnificacdo de 200 vezes.
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4.7. Andlise estatistica dos dados

Para verificacao da distribuicdo normal, utilizou-se o teste de normalidade de
Shapiro-Wilk. Para comparar as médias entre os grupos estudados, foi utilizada a
andlise de variancia (ANOVA), seguida do Teste de Tukey (Tukey Significant
Difference) para identificacdo das diferencas encontradas entre 0os grupos.

Em todos os testes foi estabelecido um intervalo de confianca de 95% (IC =
95%) e grau de significancia estatistica de 5% (p < 0,05).

As andlises estatisticas foram realizadas por meio do programa estatistico
SPSS versao 22.0° (Belmont, CA, EUA).

4.8. Sintese dos procedimentos em linha do tempo
A figura 6, resume o0s principais eventos que compuseram o delineamento

experimental do estudo, sequenciados em linha temporal.

Figura 6. Linha temporal

H/IHQ
BD

i i 2l il

12 semana 22 semana 13 semana 14? semana

Emt =0 e na 132 semana, exames bioquimicos (BQ) em todos 0s grupos determinaram as
concentragdes séricas dos hormdnios T3 total, T4 livre e TSH, e de célcio total (em
vermelho). No GHT, a dosagem dos horménios tireoidianos também foi realizada na 22
semana, apoés a tireoidectomia. A tireoidectomia total (TT) e a criopreservacdo (CR) da
glandula tireoide ocorreram ao término da 1# semana (em azul) do experimento e na 22
semana, efetuou-se o transplante autélogo (TA) no GT (em cinza). Os exames cintilograficos
(**™Tc) foram efetuados emt = 0 e na 142 semana (em amarelo), ocasido em que 0s exames
histologicos (H), imunohistoquimicos (IHQ) e a andlise da biodistribuicdo do radiois6topo
(BD) foram igualmente realizados (em branco).

99mTc
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5 RESULTADOS

Os animais do grupo Transplantado apresentaram, a inspecao, aspecto e
comportamento compativeis com a normalidade. Ja no grupo com hipotireoidismo, 0s

animais se tornaram letargicos e com pelos ericados.

5.1. Peso total da glandula tireoide e do tecido transplantado

Verificou-se que o peso do lobo esquerdo tireoidiano transplantado
correspondeu a 43,87% da glandula tireoide (Tabela 3). Na tabela 7 (Apéndices, pag.
54), podem ser encontrados os dados que compuseram as médias e 0s respectivos

desvios-padréo.

Tabela 3. Peso total da glandula tireoide e do lobo transplantado (média = DP)

Peso Peso total Peso total do % do material
corporal (g) datireoide (mg) material transplantado em
transplantado (mg) relagdo ao peso total da
glandula
296,25+1995 | 13,95+0,43 6,12 £ 0,29 43,87

DP = Desvio-padréo da média.

5.2. Analise das concentragcfes séricas de T3 total, T4livre, TSH e calcio total

As médias dos valores séricos da bioquimica hormonal e do calcio total
coletadas em dois momentos distintos do experimento (t0) e 132 semana em todos os
grupos (além da segunda semana no GHT), encontram-se expressas na tabela 4.
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Tabela 4. Concentracéo sérica dos horménios T3 total, T4L, TSH e do calcio

Bioguimica  Periodo GC GS GHT GT
sérica média+ DP média+DP média+DP média+ DP
T3 (hmol/L) t=0 0,93 + 0,06 1,01 £ 0,02 0,90 + 0,04 0,85+ 0,28
22 semana 0,83+0,16
132 semana 0,95 + 0,07 0,88 + 0,03 0,57 £ 0,11** 0,88 + 0,10
t=0 36,52+566 3495+3,18 31,99+6,71 32,45 + 8,62
T4L (pmol/L) 22 semana 12,59 + 4,84*
132 semana 30,34+7,92 34,95+%4,36 0,89 £ 0,65** 22,25+7,72
t=0 18,43+1,82 17,72+0,79 17,87+ 1,24 17,05+ 0,84
TSH (mUI/L) 22 semana 23,69 £ 5,10*
132semana 18,49+190 16,65+0,75 56,11 + 5,25** 38,87+ 9,72*
t=0 1,90+ 0,13 1,83+£0,11 1,87+0,14 1,82 £ 0,20
Ca? (mmol/L) 22 semana 1,76 + 0,23
132 semana 1,90+0,11 1,83+0,15 1,85+0,17 1,91 + 0,08

GC = Grupo Controle, GS = Grupo Simulagdo, GHT = Grupo Hipotireoidismo, GT = Grupo
Transplantado, DP = Desvio-padrdo da média, IC = Intervalo de Confian¢a (95%). tO = Inicio
do experimento;

T4L: GC (10) e GS (t0) vs. GHT (22 semana) = *p < 0,05; TSH: GC (t0) e GS (10) vs. GHT (22
semana) = *p < 0,05;

132 semana, T3 total: GC, GS e GT vs. GHT = **p < 0,001; 132 semana, T4L: GC, GS e GT
vs. GHT = *p < 0,001; 132 semana, TSH: GC, GS vs. GHT e GT = **p < 0,001; GT vs. GHT =
¢p < 0,05.

No inicio do experimento (t0), ndo houve diferencas entre os quatro grupos
estudados, para as médias das concentracdes de hormdnios tireoidianos e do calcio
(T3total, p =0,27; T4L, p = 0,51; TSH, p = 0,24 e calcio total, p = 0,78).

Na 22 semana, ou seja, uma semana apds a tireoidectomia, no GHT
evidenciou-se reducdao significante das concentracdes do T4L e elevacdo do TSH na
comparacao com os valores encontrados em t0 para os GC e GS (p < 0,05), os quais
nao diferiram entre si, estatisticamente (Figuras 7 e 8). Em relacdo ao T3 total, ndo
houve diferencas estatisticamente significantes entre o GHT na 22 semana vs. os GC
e GS, ambos no inicio do experimento, ou seja, t0 (p = 0,23).

Na 132 semana, foi observada uma reducao na concentracao de T3 total no
GHT, quando comparada aquelas do GC, GS e do GT (*p < 0,001) (Figura 9).
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Figura 7. Boxplot das concentracfes séricas de T4 livre nos GC, GS (t0) vs. GHT (22
semana)
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Constatou-se uma reducdo significante das concentragbes do T4L no GHT na segunda
semana, se comparada aos resultados dos demais grupos no inicio do experimento (p < 0,05).

Figura 8. Boxplot das concentracfes séricas de TSH nos GC, GS (t0) vs. GHT (22
semana)

mul/L *p < 0,05

30 ¢ *p<0,05

25 +

15

10 ¢

GC GS GHT

Constatou-se aumento significante das concentragdes do TSH no GHT na segunda semana,
se comparado aos resultados dos demais grupos no inicio do experimento (*p < 0,05).
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Figura 9. Boxplot das concentracfes séricas de T3 total nos diferentes grupos
experimentais (132 semana)
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Houve reducdo significante das concentracdes T3 total no GHT (*p < 0,001), se comparada
aos resultados dos demais grupos, os quais ndo apresentaram diferencas.

Na 132 semana, as concentracbes do T4L no GHT foram significantemente
inferiores as dos demais grupos (*p < 0,001), os quais ndo diferiram entre si,

estatisticamente.

Figura 10. Boxplot das concentragdes séricas de T4L nos diferentes experimentais,
(132 semana)
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Na 132 semana, houve reducéo significante do GHT para a concentracédo do T4L quando
comparada aquelas encontradas no GT, GC e GS.
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Na 132 semana, observou-se aumento significante das concentracdes do TSH
no grupo Hipotireoidismo, maior do que os resultados encontrados no grupo
Transplantado (*p < 0,05). O GT apresentou, porém, resultados mais proxXimos aos
encontrados para os grupos Controle e Simulacao (Figura 11).

Figura 11. Boxplot das concentracdes seéricas de TSH nos diferentes grupos
experimentais (132 semana)
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Verificou-se um aumento do TSH no GHT em relagcdo aos demais grupos (*p < 0,001), com
excecao para o GT cuja diferenca foi menor (**p < 0,05). O GT também apresentou elevagéo
das concentracdes do TSH, mas com valores mais proximos aos dos GC e GS.

A concentracdo de célcio ndo se alterou ao longo do experimento entre 0s
grupos (p > 0,05).

A evolucao das concentragdes hormonais (T3 total , TAL e TSH) podem ser,
também, visibilizadas na figura 12.
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Figura 12. Varia¢des dos hormdnios tireoidianos ao longo do experimento
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Houve reducdo significante do T4L, além de elevacdo do TSH no GHT, na 22 e 132 semanas
(respectivamente, p < 0,05 e p < 0,001) quando os resultados foram comparados aqueles dos
demais grupos. Na 132 semana o TSH no GT, ainda que tenha se elevado, manteve uma
diferenca significante para o GHT (p < 0,05). tO = Inicio do experimento, 22 sem. = segunda
semana e 132 sem. = décima terceira semana.

Nas tabelas 8, 9, 10 e 11 (vide Apéndices, respectivamente nas pags. 55, 56,
57, 58), encontram-se os resultados individuais dos dados bioquimicos e que

compuseram as médias e desvios-padrao.

5.3. Exames cintilograficos

Em t0 e na 142 semana, a cintilografia de varredura de corpo inteiro realizada
nos animais dos GC, GS evidenciou captacéo do radioisétopo tecnécio em topografia
da glandula tireoide e eliminacdo pelos sistemas digestério e renal, em padréo
compativel com a normalidade (Figura 13).
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Figura 13. Cintilografia dos animais do GC e GS em t0 e na 142 semana

Varredura de corpo inteiro evidenciando captacao isotopica do radiois6topo em topografia da
glandula tireoide (seta), regido epigastrica (X) e bexiga (*). Fonte: Arquivo pessoal.

No GHT, os exames cintilograficos efetuados na 142 semana evidenciaram

auséncia de captacao do tecnécio em topografia tireoidiana (Figura 14).

Figura 14. Cintilografia dos animais do GHT na 142 semana

Auséncia de captacdo isotépica do tecnécio em topografia cervical (seta). Fonte: Arquivo
pessoal.

Na 142 semana, foi evidenciada a captacao pelo autotransplante heterotépico

na coxa direita do animal, decorridas 13 semanas de seu implante e auséncia de
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captacao na regiao cervical (Figura 15).

Figura 15. Cintilografia dos animais do GT na 142 semana

Captacdo isotopica do tecnécio pelo tecido transplantado na coxa direita (seta), 13 semanas
apos o transplante. Fonte: Arquivo pessoal.

5.4. Analise ex vivo da biodistribuicao do radioisétopo pertecnetato-*"Tc

Na 14 @ semana efetuou-se estudo, ex vivo, da biodistribuicdo do **"Tc. Em
cada animal do GT, a taxa de captacdo do transplante tireoidiano localizado no
musculo biceps femoral direito foi maior do que a encontrada na amostra do musculo
contralateral (*p = 0,001), com pesos iguais (Tabela 4) (Figuras 16 e 17). A analise da
captacdo isotopica entre a amostra retirada do masculo biceps femoral esquerdo dos
GC e GT (contralateral a topografia do transplante tireoidiano) ndao demonstrou

diferencas significantes (p > 0,05).

Tabela 5. Atividade radioativa (%) na tireoide, no transplante e no musculo
contralateral (GC e GT), 142 semana

ORGAOS / TECIDOS GRUPO CONTROLE GRUPO TRANSPLANTADO

média £ DP (%) média £ DP (%)
Tireoide 4,41 +0,51 i}
Transplante tireoidiano - 1,43 + 0,91*
Musculo biceps
femoral esquerdo s S0 et &

DP = Desvio-padrdo da média. Transplante tireoidiano vs. amostras do musculo biceps
femoral esquerdo nos grupos Controle e Transplantado = *p < 0,001.
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Figura 16. Boxplot do percentual de captacao isotépica no GT do tecido transplantado
versus a captacdo no musculo biceps femoral contralateral
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Captacgédo isotopica do tecido transplantado (A) significantemente superior a do musculo
biceps femoral contralateral (B) (*p = 0,001).

Figura 17. Imagem da captacdo isotépica do tecido transplantado versus a do
musculo biceps femoral contralateral

A) Captacéo do tecido transplantado ex vivo. B) Auséncia de captacéo radioativa do tecido ex
vivo retirado da por¢cao do musculo biceps femoral contralateral correspondente a topografia
do tecido autdlogo transplantado. Fonte: Arquivo pessoal.

Além das amostras da tireoide no GC, do tecido transplantado (situadas no
musculo biceps femoral direito) e da por¢cdo de tecido contendo o musculo biceps
femoral esquerdo, a analise da biodistribuicdo ex vivo, no GC comparada a do GT, na
142 semana, realizada em outros O0rgaos e tecidos ndo evidenciaram diferencas

significantes (p > 0,05) (Tabela 6).
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Tabela 6. Biodistribuicdo do radioisétopo, ex vivo em outros orgaos ou tecidos (%),
143 semana

ORGAOS / TECIDOS CONTROLE TRANSPLANTADO

meédia + DP meédia + DP
Sangue 2,16 + 0,63 1,72+ 0,64
Coragéo 1,79+0,24 1,70 £ 0,28
Pulmé&o direito 1,76 = 0,50 1,66 = 0,49
Pulméo esquerdo 1,76 £ 0,47 1,63 +0,34
Figado 1,79 £ 0,45 1,82 +0,32
Baco 0,85+ 0,29 0,80 £ 0,20
Pancreas 2,44 + 0,76 2,55+ 0,60
Estdmago 13,51 + 0,87 11,63 +1,09
Intestino 10,02 + 1,66 9,74 + 1,67
Rim direito 4,36 £ 0,29 4,50 £ 0,55
Rim esquerdo 4,84 £ 0,59 4,33 £ 0,60
Traqueia 0,88 £ 0,26 1,00 £ 0,20

DP= Desvio-padrdo da média

5.5. Exames histologicos

Na 142 semana, o exame histologico da glandula tireoide dos animais dos GC
e GS evidenciaram padrdo compativel com a normalidade (Figura 18). O istmo e lobo
glandular da tireoide, do GHT na 22 semana, preservados apds a remoc¢ao, também
foram compativeis com o padrédo de normalidade. Nestas amostras, nos trés grupos,
verificou-se a presenca de foliculos tireoidianos revestidos por epitélio simples colunar
e que armazenavam os hormoénios sob forma de coloide. No GT, os foliculos
recobertos por epitélio colunar demonstraram secrecdo hormonal compativel com o
padrdo coloidal encontrado nos GC e GS. No GT, também foram encontradas

vesiculas de endocitose.
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Figura 18. Exame histolégico da glandula tireoide no GC, GS e GT
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Nas fotomicrografias do GC e GS, foi possivel observar foliculos tireoidianos integros,

constituidos por uma camada epitelial simples (#), cujo conteddo se encontrava preenchido

por coloide (*). Nas imagens dos animais transplantados (GT), observaram-se tecido

tireodiano entremeado por tecido muscular esquelético (&), foliculos contendo coloide e

presenca de vesiculas de endocitose (+) (H&E, na parte superior magnificacdo de 200x e na
inferior de 400x). Barra de escala = 50 e 20 pm.

5.6. Exames imunohistoquimicos

A reacdo das amostras com os anticorpos monoclonais anti-PCNA, identificou
uma elevacgao significante (*p < 0,001) na marcacao da proliferacdo celular no GT, se
comparada ao GC (Figuras 19 e 20). Nao houve diferencas significantes entre os GC
e GS.

Na reagcdo das amostras com o anticorpo monoclonal caspase-3, néo foi
identificada diferenca entre o GT e o GC (*p > 0,05) (Figura 21).
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Figura 19. Imunohistoquimica do PCNA e da caspase-3 ativada na glandula tireoide
dos grupos GC, GS e GT
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Verificou-se a presenca de maior imunomarcacdo do PCNA no GT se comparado ao GC (p
< 0,001), correspondente a proliferagéo celular (células em cor acastanhada). Magnificacdo
de 200x. Barra de escala: 50 pm. N&o houve diferencas significantes entre o GT e GC quanto
a capase-3 ativada. Observa-se a producédo de coloide no GT. Magnificacao de 200x. Barra
de escala: 50 pm.
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Figura 20. Boxplot da imunorreatividade do PCNA entre 0o GC e GT
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O gréfico evidencia elevacgao estatisticamente significante (*p < 0,001) na expressao do PCNA
no GT, se comparado ao GC.

Figura 21. Boxplot da diferenca percentual de imunorreatividade da caspase-3 ativada
entre o GC e GT
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O grafico mostra a auséncia de diferenca na contagem dos nucleos marcados com o anticorpo
para caspase-3 ativada, entre o GC e GT (*p > 0,05).
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6 DISCUSSAO

O hipotireoidismo pos-operatorio causa limitacées na qualidade de vida pela
necessidade de reposicdo hormonal, de modo permanente, apds tireoidectomia total.
No entanto, também pode ocorrer depois da tireoidectomia subtotal bilateral, ou
mesmo hemitireoidectomia associada a ressec¢do subtotal do lobo tireoidiano
contralateral, com frequéncia de 0,4 até 33% dos casos (REID, 1987; TSAI, 2019).
Apos a alta pés-operatéria, um acompanhamento prolongado € geralmente conduzido
por endocrinologista, sem retorno do paciente ao cirurgido e que, por sua vez, com
frequéncia ndo tem conhecimento se, de fato, ocorreu evolucdo clinica para o
hipotireoidismo.

Nos estudos experimentais, em animais de laboratério, constatou-se a
utilizacéo de varias espécies (caes, camundongos, coelhos, ratos, suinos e hamster).
Porém, a falta de identificagdo do quantitativo destes animais, em diversas amostras,
interferiu com a analise dos dados (BRAUNWALD, 1958; CHAROUS, 2004,
CHERNOZEMSKI, 1967; PASTEUR, 1999; SHIMIZU, 1996; YAMANE, 1970).
Algumas outras varidveis também foram constatadas tais como: momento do
transplante (imediato, a fresco, ou criopreservado), topografia do enxerto (tecido
subcutaneo; musculatura esquelética pré, intra ou retroperitoneal; intravascular, entre
outros 6rgaos e sistemas), intervalo de acompanhamento pés-operatério (um dia até
décadas) e tipo de material tireoidiano (cultura, emulsdo, ou fragmentos de tamanhos
variaveis). Portanto, a pouca uniformidade nos dados cientificos disponiveis tende a
dificultar, sobremaneira, comparac6es com significancia estatistica e com melhores
indicadores quanto ao nivel de evidéncia cientifica.

No gque tange a anatomia, a histologia e a fisiologia da tireoide do rato, espécie
escolhida na presente pesquisa, os achados no grupo Controle (GC) se assemelham
agueles compativeis com a normalidade, encontrados na espécie humana. A estrutura
da tireoide no rato é composta por dois lobos e um istmo e situa-se no ter¢o superior
da traqueia, de forma idéntica ao homem. No rato, seu maior diametro tem, em média,
1 a 1,2 cm. O lobo esquerdo, com cerca de 3 mm e peso médio de 6,12 mg,
transplantado no estudo experimental, correspondeu, em média, a 44% do peso

glandular total. As paratireoides sdo pareadas e guardam sintopia antero-lateral com
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os lobos superiores da tireoide. Paratireoides acessorias sdo muito raras no rato. Os
nervos laringeo recorrentes séo bilaterais e se localizam no sulco traqueoesofagiano
em regido latero-posterior aos lobos tireoidianos, em topografia correspondente
aquela da espécie humana. Nao foram observadas complicacdes respiratorias ou
intercorréncias no local da ferida operatoria tais como infeccdo, hemorragia, seroma
ou hematoma durante o estudo experimental definitivo.

Com efeito, viabilizou-se o desenvolvimento de uma pesquisa em um modelo
experimental (em animal de laboratorio), seguro, uniforme, reprodutivel, com
aplicabilidade translacional, ao qual foi aduzida, de modo inédito, a avaliacdo de
marcadores moleculares. Dessa forma, visou-se aprimorar o conhecimento sobre o
transplante autélogo de tireoide criopreservado e consubstanciar mais uma opgao ao
tratamento do hipotireoidismo p6s-operatorio.

Na maior parte dos estudos experimentais e clinicos sobre o tema, obtidos
nos bancos de dados pesquisados, foi realizada tireoidectomia total e poucos autores
utilizaram a tireoidectomia subtotal (MINUTO, 1995; MOTA, 2004 e 1999; OKAMOTO,
1990; ROY, 2003; SHIMIZU, 1996 e 2002). A excecao de Shimizu, em 2002, nos
demais casos a resseccdo glandular parcial prejudicou a comparacdo com O0S
resultados da presente Tese, haja vista que os efeitos funcionais do remanescente
tireoidiano poderiam se sobrepor aos do tecido glandular transplantado e causar um
possivel fator confusional. A tireoidectomia total foi realizada, nessa Tese, com o
auxilio de microscopio cirtrgico de pedestal. Apesar de ndo ser considerada uma
operacdo complexa em roedores, as dimensfes das estruturas anatdbmicas
demandam técnica meticulosa no intuito de se evitar iatrogenias e preservar as
paratireoides e a integridade dos nervos laringeo recorrentes. Durante a curva de
aprendizado, foi verificada baixa taxa de mortalidade e no estudo definitivo, o tempo
meédio operatério foi reduzido de 75 minutos para cerca de 30 minutos.

Nas diversas espécies de animais de laboratério, & excecdo de um estudo
com enxerto homologo em ratos (RAAF, 1976), onde todos evoluiram com rejeicao
em periodo de um més; predominou a utilizacdo do tecido tireoidiano autologo, a
exemplo do que ocorreu nessa Tese. Em anima nobile, todos os tecidos
transplantados foram provenientes de tireoides autélogas.

Eventualmente foi utilizado um meio de cultura de células para preservacéao
do tecido tireoidiano (DOBRINJA, 2008; PASTEUR, 1999; RAAF, 1976), e dentre

esses raros trabalhos, apenas dois foram realizados com ratos (DOBRINJA, 2008;
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RAAF, 1976). A cultura de tecido tireoidiano preserva o epitélio folicular e a producéo
de coloide por um tempo limitado e as condi¢cdes de manutencdo demandam mais
vigilancia do que a criopreservagcdo. Além disto, a cultura é constituida de
monocamada com auséncia de um citoesqueleto e n&o apresenta uma matriz
vascularizada, fatos estes que poderiam determinar diferencas morfoestruturais e das
propriedades de sinalizacdo quimica intercelular (PASTEUR, 1999; SACKR, 2017).
Em dois estudos com seres humanos foi utilizada uma emulsao, de um macerado do
tecido tireoidiano injetado no ventre muscular da coxa ap@s tireoidectomia total, para
tratar bocios multinodulares atoxicos durante o ato operatério (MOHSEN, 2017,
SALEH, 2016). Além de n&o preservar o arcabouco tecidual, em ambos, a
administracdo foi imediata ao contrario da técnica de criopreservacao da presente
Tese.

Na maior parte dos estudos pesquisados, predominou a técnica de fatiamento
do tecido tireoidiano (nUmero variavel de fragmentos de 2,5 a 5 gramas, em anima
nobile) para insercdo muscular heterotopica. Em relacdo a quantidade de tecido
transplantado, Mohsen e colaboradores compararam o efeito terapéutico da
suspensao de macerado tireoidiano aplicada em anima nobile em duas concentracoes
(5 e 10 g). Com 10 g houve captacao isotdpica significantemente maior e uma
concentracdo de T3 mais elevada do que com a suspenséo de 5 g. Assim, os autores
concluiram que enxertos com peso igual ou superior a 10 g e, portanto, cerca de 40 a
66% do peso absoluto médio da glandula humana, apresentaram os melhores
resultados funcionais ao longo de 12 meses (MOHSEN, 2017). Ndo obstante o volume
da glandula humana variar em seu peso, de modo anélogo, a quantidade de tecido
tireoidiano transplantado em nosso estudo correspondeu a 44% do peso absoluto da
glandula murina, situando-se dentro da faixa ideal do estudo de Mohsen. Ha relato de
taxa de sucesso em torno de 50% de autotransplante de 5 a 10 g de tecido de tireoide
lingual, inserido no musculo reto abdominal sem reposi¢cdo hormonal no periodo pés-
operatorio (NEINAS, 1973). Entretanto, Swan e colaboradores descreveram, em dois
casos, a auséncia de eficacia do autotransplante com cerca de 2 g de tireoide lingual
implantada no mdusculo reto abdominal dos pacientes. Atribuiram esta falha
terapéutica a pouca quantidade de tecido, estimado, de forma comparativa, ao
equivalente a menos de 10% da glandula humana (SWAN, 1952 e 1967). Minuto e
colaboradores, referiram, também, um outro caso de implante de trés fragmentos de

tireoide lingual no musculo reto abdominal direito e que, 21 anos apos a tireoidectomia
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total, em dois deles evidenciou-se captacao cintilografica (MINUTO, 1995).

Quanto ao detalhamento da topografia dos transplantes, os ensaios clinico-
cirargicos em anima nobile e os estudos experimentais evidenciaram locais variados,
tais como: tecido subcutdneo; musculatura esquelética da regido cervical, do
antebraco, da coxa e da bainha do reto; espaco pré-peritoneal, regides intra-
abdominal (subserosa do estbmago, omento maior, capsular ou subcapsular renal) e
extracavitaria (testiculos); cortex cerebral e medula éssea; olho; mucosa jugal e limen
vascular (BRAUNWALD, 1958; GAL, 2005; KARAMAN, 2011; MINUTO, 1995; MOTA,
2004; RAAF, 1976; SHIMIZU, 1996; SHORTER, 1963; YAMANE, 1970). No entanto,
enfatiza-se a reduzida aplicabilidade clinico-cirdrgica do transplante de tecido
tireoidiano em cavidades orgéanicas, ou Orgdos sélidos, ou mesmo na corrente
sanguinea, pelos riscos inerentes aos procedimentos. Consequentemente e em face
da aplicabilidade recomenda-se que a escolha da topografia para o transplante de
tireoide atenda aos requisitos de simplicidade na execucdo técnica, mediante
procedimento pouco invasivo de facil acesso e de baixo risco, o que néo se concretiza
via cavidades abdominal e pélvica, visceras intra-abdominais, ou espacgos que
comportem o liquido cefalorraquidiano. Ja a administracdo por via venosa, além do
risco de embolizacdo, ou da migracdo aleatdria das células para outros tecidos e
orgaos distancia-se do escopo do nosso estudo e, portanto, ndo foi considerada. De
forma analoga a rotina nos transplantes de paratireoide, a maior parte das informacées
sobre os transplantes de tireoide acessiveis a consulta, refere-se a implantacao
heterotopica na musculatura esquelética (DOBRINJA, 2008; GAMAL, 2019;
MOHSEN, 2017; PAPAZIOGAS, 2002; RQOY, 2003; SALEH, 2016; SHIMIZU, 2002;
YUCE, 2014).

Em anima nobile, ha preferéncia pela musculatura do antebraco, cuja area
receptora pode ser facilmente preparada para procedimento cirdrgico minimamente
invasivo. Quando o tecido tireoidiano €é implantado no musculo
esternocleidomastoideo, geralmente pela mesma incisao cirdrgica para acesso a loja
tireoidiana, ha a possibilidade do mapeamento cintilografico causar um viés de
interpretacdo em face da sobreposi¢do com algum residuo glandular. Além disto, uma
reoperacao para retirada do tecido transplantado, em face de complicagbes, recidiva
da doenca primaria e ou suspeita de doenca neoplasica, trara mais dificuldades
técnicas haja vista a formacao inevitavel de fibrose tecidual na regido e entorno da

cicatriz cirlrgica, além de resultados estéticos indesejaveis, porquanto situada em
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area corporal comumente exposta. Assim, também é aconselhavel a manutencéo de
uma vigilancia evolutiva pés-operatoéria constante do local da implantacéo dos tecidos
tireoidianos.

Contrapondo diversos estudos experimentais (CHAROUS, 2004; DOBRINJA,
2008; KARAMAN, 2011; NAGAMINE, 1968; PAPAZIOGAS, 2002; RAAF, 1976;
SHIMIZU, 1996; YUCE, 2015), e ensaios clinicos-cirirgicos (GAMAL, 2019;
MOHSEN, 2017; SACKR, 2018; SALEH, 2016; SWAN, 1952 e 1967), que
comportaram a execucdo de um transplante autdlogo imediato (ou seja, em um
mesmo tempo cirdrgico), na Tese utilizou-se o transplante autélogo de um dos lobos
do tecido tireoidiano, apds um periodo de criopreservacdo de uma semana. Esta
conduta tem o potencial de tornar exequivel exames macroscopico e histolégico do
tecido transplantado antes de se efetivar o transplante. Ademais, a criopreservagao
do tecido tiredideo comporta a execucdo de mais de um transplante, caso o enxerto
inicial ndo se torne totalmente funcional. Cumpre ressaltar que, ao contrario da
criopreservacgdo, a secgdo da glandula em fragmentos com insergdo imediata n&o
permite avaliar, de forma segura, a presenca de doenca residual no material
implantado. Além disso, a analise peroperatdria por técnica de congelacdo para casos
em que haja necessidade de diferenciacdo, por exemplo, entre 0 adenoma e o
carcinoma folicular, com frequéncia é inconclusiva. H4 que se considerar, ainda, o
tempo dispendido para o preparo dos fragmentos e que pode comprometer a
integridade tecidual em face da autdlise tecidual tempo dependente. Nos ratos, pelo
fato dos lobos e istmo da tireoide terem dimensdes muito pequenas, a manipulacao a
fresco para o preparo de fragmentos em micr6tomo poderia comprometer a qualidade
e integridade das amostras. Logo, optou-se pelo congelamento de um lobo inteiro
(com dimensdes de cerca de 3 mm), para posterior transplante.

A técnica de criopreservacao tem sido mais utilizada para embrides, sémen,
ovulos e/ou tecido ovariano e a paratireoide. Nestas circunstancias, o efetivo
transplante do tecido ocorre em um segundo tempo cirargico e os desfechos variam
consideravelmente, no que tange ao éxito dos procedimentos (KIM, 2018;
MANDWALA, 2016; MOORE, 2019; SHEPET, 2013).

Nos textos encontrados nos bancos de dados, destaca-se que 0 processo de
criopreservacado da glandula tireoide foi utilizado em poucos estudos com animais
(GAL, 2005; SHORTER, 1963; YUCE, 2014) e apenas trés ocorreram em anima nobile
(PUSHKAR’, 1984; SHIMIZU, 1991 e 2002). Diferentemente da Tese, onde se
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utilizaram ratos, os trés estudos com criopreservacado em laboratorios experimentais
foram efetuados em cées e coelhos e apenas dois enxertos autdlogos foram
implantados em musculo (GAL, 2005; YUCE, 2014). Shorter encontrou viabilidade
histologica em apenas 34% dos enxertos aos 60 dias ap6s a implantacdo e Yice
relatou hipotireoidismo em 85% dos animais decorridos 60 dias do enxerto tireoidiano.
Apenas Gal obteve éxito, a semelhanca dos resultados observados nesta Tese, e
descreveu funcionalidade glandular, aos 30 dias de p6s-operatorio.

O material criopreservado, diferente da cultura de células, propicia uma
viabilidade tecidual por periodos mais longos e que seriam mais compativeis com a
evolucado do hipotireoidismo pds-operatério em seres humanos e, por conseguinte,
com maior aplicabilidade. Desta forma, no estudo experimental da Tese, optou-se pela
utilizacéo do autotransplante criopreservado em detrimento da cultura de células. Nos
estudos clinicos de Shimizu, em 1991, houve o relato de caso cujo paciente com
doenca de Basedow-Graves foi submetido a tireoidectomia total seguida de
criopreservagéo e enxertia. Entretanto, ndo foram encontrados detalhamentos acerca
do local onde o tecido tireoidiano foi transplantado, o periodo pds-operatorio em que
foi efetuado e tdo pouco sobre o desfecho clinico. Ja em 2002, 0 mesmo autor e seus
colaboradores, ndo obstante efetuarem uma tireoidectomia subtotal, relataram a
evolucdo para o hipotireoidismo em quatro pacientes, decorridos periodos de laténcia
de 1,9 a 3,5 anos, quando entdo foram submetidos ao transplante dos tecidos
criopreservados. Constataram a funcionalidade dos enxertos, implantados no
antebraco, em 75% dos casos, acompanhados entre dois a sete anos apdés o
transplante. Tais resultados positivos motivaram aprimorar o conhecimento sobre o
assunto nesta Tese.

E digno de nota que a preservacdo de tecidos em longo prazo requer
temperaturas muito mais baixas e protocolos elaborados para potencializar o
resfriamento e 0 aquecimento sempre na presenca de agentes crioprotetores. No
processo de criopreservacdo do tecido tireoidiano optou-se pela técnica de
congelamento lento (taxa de -1 °C por minuto). Tal escolha expds as células as baixas
temperaturas, de modo gradual, impedindo a formacédo de cristais de gelo no
citoplasma celular (ISMAILOV, 1989; SOLVES, 2008; THUSOO, 2003). Para manter
um padrdo de qualidade, utilizou-se o meio nutritivo de Roswel (RPMI 1640),
comumente aplicado na cultura de células humanas. Todo o processo de

criopreservacao foi realizado em camara de fluxo laminar, evitando-se a contaminacéo
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e perda das amostras. Para maximizar a viabilidade celular durante e apds o processo
de congelamento, usou-se o dimetilsulfoxido (DMSQO) com atuacgéo crioprotetora e que
ndo obstante associar-se & uma suposta toxicidade celular, apresenta caracteristicas
higroscopicas que agem na extracao de agua do interior das células (BERZ, 2007).
Ao final do periodo de sete dias, repetidas lavagens com PBS estéril reduziram a
probabilidade de toxicidade por DMSO, o que néo afetou a arquitetura e a viabilidade
foliculares, conforme atestado pelos exames histolégicos, na 142 semana.

De fato, as propriedades fisicas Unicas dos tecidos e o6rgdos (densidade,
morfologia, estrutura) comprometem, significativamente, a resposta biolégica ao
congelamento e descongelamento (TAYLOR, 2019). Nos trés estudos em seres
humanos encontrados na literatura cientifica, o periodo de criopreservacdo da
glandula tireoide variou de quatro meses até 3,5 anos (PUSHKAR’, 1984; SHIMIZU,
1991 e 2002). Nos trés estudos obtidos das bases de dados com animais de
experimentacdo, o periodo de observacdo pés-operatoria apds a criopreservacao
estendeu-se de um a dois meses, mas foram realizados em céaes (dois dentre os
estudos) e coelhos. Na auséncia de referéncias prévias sobre criopreservagdo com
transplante de tireoide em muasculo de ratos, os autores desta Tese optaram por
utilizar um intervalo de sete dias para criopreservacdo do tecido glandular.
Naturalmente, ha de se fazer uma correlacdo de proporcionalidade entre o tempo de
vida de ratos em uso em laboratérios, mantidos em macro e microambientes
controlados (cerca de dois anos, em média), e a expectativa de vida humana, no
século XXI, em locais com melhor infraestrutura e condicdes ambientais e
socioeconémicas mais favoraveis (em torno de 80 anos). H& estudos cujas evidéncias
atestam que cerca de 12 dias em um rato adulto corresponderiam a um ano de vida
na espécie humana (ANDREOLLO, 2012). Analogamente, h4 de se considerar, no
rato, que o tempo de uma semana decorrido entre a tireoidectomia e o transplante
corresponderia, no homem adulto, a um periodo de sete meses, ou seja, se adequaria
a um possivel cenario da evolucdo para um quadro de hipotireoidismo pos-operatorio.
No que tange ao periodo de acompanhamento pds-operatério dos ratos no presente
estudo, este se estendeu por 13 semanas, 0 que, proporcionalmente, corresponderia
em torno de sete anos e meio no homem, intervalo consideravel para se comprovar a
viabilidade do tecido transplantado. Apesar de um numero substancial de relatos
cientificos sobre a eficacia terapéutica do transplante de diversos tipos de tecidos

apos longos periodos de congelamento, resta esclarecer se ha um limite de tempo
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para o armazenamento hipotérmico do tecido tireoidiano, dentro do qual poder-se-ia
garantir a preservacao da integridade e funcionalidade celulares.

No que concerne as provas de func¢do tireoidiana, no inicio do experimento
(t0) ndo foram evidenciadas diferencas estatisticas ha comparacdo entre as médias
dos diferentes grupos estudados em relacdo as concentracdes séricas de T3 total, T4
livre, TSH e célcio total (p > 0,05). Assim, comprovou-se a hecessaria homogeneidade
e uniformidade amostrais para a condugao da pesquisa.

J& na segunda semana, o grupo Hipotireoidismo (GHT) comparado ao grupo
Controle (GC) apresentou reducédo do T4L e aumento do TSH, o que demonstrou
efetividade do ato cirargico para causar o hipotireoidismo. Os valores encontrados
para o T3 ainda ndo apresentavam variagdes significantes, mas o controle do TSH
hipofisario é exercido, principalmente, pelo T4. O TSH é o padrdo ouro para avaliacao
da funcéo tireoidiana, com sensibilidade de 98% e especificidade de 92% para
definicdo do diagndstico de hipotireoidismo (BROKHIN, 2019). A mensuracdo da
trilodotironina (T3) tem baixa acuracia para o diagnéstico do hipotireoidismo, haja vista
que a conversédo periférica aumentada do T4 para T3 pode manter a concentracdo
sérica de T3 nos limites normais até o hipotireoidismo se tornar grave. Ressalta-se
que a dosagem do T3 pode ser normal em 30% a 40% de pacientes com
hipotireoidismo (CARVALHO, 2013). Esta condicéo fisiopatologica poderia explicar o
resultado encontrado nos ratos do GHT, considerando o intervalo de apenas uma
semana apos a tireoidectomia total.

Em relacdo as concentracBes dos hormdnios tireoidianos na 132 semana
ocorreram diferencas significantes nos grupos GC e GS quando comparadas aquelas
do grupo submetido a tireoidectomia (GHT). Neste, foram observadas expressivas
reducdes das concentracdes do T4L e T3 total, além da elevacdo do TSH (p < 0,001).
Tais achados confirmaram a presenca do hipotireoidismo. Ainda na 132 semana,
guando os resultados dos grupos Controle (GC) e Simulacao (GS) foram comparados
aos do grupo Transplantado (GT) nao foram verificadas diferencas significantes para
as dosagens de T4L e T3 total. Observou-se, também, uma reducao da concentracéo
sérica do TSH no grupo Transplantado (GT) quando comparado ao grupo
Hipotireoidismo (GHT), com tendéncia a valores mais proximos da normalidade (p <
0,05). Resultados semelhantes foram descritos em anima nobile apos criopreservacao
(SHIMIZU, 2002) e em ratos com a utilizacao de criopreservado ou cultura de células
(GAL, 2005; DOBRINJA, 2008). Nos transplantes da glandula tireoide em seres
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humanos, a maioria dos pacientes mantiveram altas concentracfes de TSH por varios
meses atribuida a hiperatividade hipofisaria. Porém, ao longo do tempo (em até um
ano), houve tendéncia a normalizacao da prova de funcao tireoidiana nos pacientes,
a semelhanca dos nossos achados em animais de laboratério. E digno de nota que, o
seguimento das dosagens hormonais tireoidianas por 12 semanas ap0s o transplante
(o equivalente a um periodo de cerca de sete anos em anima nobile, considerando a
expectativa de vida proporcional de ambas as espécies) permitiu acompanhar as
respostas hormonais em periodo superior ao de estudos anteriores com outros
animais de laboratoério cujo acompanhamento se estendeu até oito a nove semanas
(DOBRINJA, 2008; GAL, 2005; KARAMAN, 2011; PAPAZIOGAS, 2002; SHIMIZU,
1996; SHORTER, 1963; YUCE, 2014). Mohsen e colaboradores relataram a evolugéo
pés-operatoria de 40 pacientes com transplante autdlogo de emulséo tireoidiana.
Entretanto, aos 12 meses, o TSH permanecia elevado, apesar das concentracdes de
T3 e T4L, em mais de 83% dos casos, situarem-se na faixa de normalidade
(MOHSEN, 2017). Com efeito, alguns autores recomendaram o seguimento, em longo
prazo, para pacientes com transplantes autélogos cujo resultado da concentracéo do
TSH tenha se mantido elevado (SAKR, 2018). Outros autores aduziram que as
concentracfes de TSH ainda elevadas, com T4L compativel com a normalidade, a
exemplo do que foi constatado no presente estudo apds o transplante, ndo poderiam
ser prontamente interpretadas como um distarbio da funcao tireoidiana, haja vista que
0 eixo hipotalamo-hipdfise-tireoide atua como um sistema dindmico e adaptativo
(FLIERS, 2015; HOERMANN, 2015 e 2017). Ademais, a dosagem do TSH poderia
nao indicar adequadamente o estado tireoidiano em pacientes com hipotireoidismo,
mantendo-se elevada por varios meses ou mesmo anos, apesar da normalizacédo das
concentragdes de hormonios tireoidianos (ANDERSEN, 2002).

Considerando o fato da manipulacdo peroperatdria eventualmente
desencadear lesfGes parenquimatosas das paratireoides, isquémicas ou necroticas, 0s
autores dessa Tese, por precaucao, avaliaram a funcionalidade destas glandulas por
intermédio da mensuracdo da concentracdo do calcio sérico no pds-operatorio
imediato e tardio. Evidenciaram-se nos grupos tireoidectomizados, GHT (22 e 132
semanas) e GT (132 semana), valores para o calcio compativeis com a normalidade
e sem diferencas significantes para os demais grupos, ao longo do experimento (p >
0,05). Cumpre ainda esclarecer que, no pos-operatorio também néo foram observadas

evidéncias clinicas de hipocalcemia, em especial disfuncbes neuromusculares, a
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exemplo de postura rigida, tremores, contracdes musculares ténico-clonicas,
convulses, tetania, entre outras. Assim, a normocalcemia nos animais submetidos a
tireoidectomia comprovou a integridade estrutural das glandulas paratireoides com a
utilizacdo de uma técnica cirdrgica metodica.

No que diz respeito a distribuicdo do radiois6topo, esta ocorre mais
rapidamente do que sua excrecédo (REGO, 2010) e ha uma elevada taxa metabdlica
basal nos roedores. Apos ponderacdes sobre essa dinamica, foi necessario proceder
investigacbes relacionadas ao tempo e a via de administracdo para a obtencéo
maxima de contraste nas imagens geradas. Para tanto, foram estabelecidos
protocolos preliminares quanto a melhor op¢do dentre as vias de administracdo do
radiois6topo, intraperitoneal ou intravenosa e quanto a algumas variaveis temporais
(5, 15, 30 e 60 minutos) na aquisicdo de imagens. Concluiu-se, apos esses estudos
“piloto”, que a aplicacéo intravenosa de 0,35 uCi de pertecnetato- *"Tc, diluido em
0,5 ml de solucéo de cloreto de sédio 0,9%, com varredura isotopica, cinco minutos
apos a administracéo, deveria ser considerada o padréo ouro na obtencdo de imagens
de alto contraste no modelo experimental escolhido. O pertecnetato- ®™Tc apresenta
vantagens em relacdo aos demais radioisétopos, principalmente no que tange ao
13llodo, pelo fato de ndo ser uma substancia organificada, ou seja, de ndo permanecer
no interior da glandula interferindo com os valores hormonais, apesar da presenca do
sodium-iodide symporter (NIS), uma glicoproteina transmembrana que transporta
ativamente anions para o interior das células (BOSCHI, 2013). Portanto, o
pertecnetato- *"Tc propiciou imagem de melhor qualidade, com menor dose de
radiacdo. Orgéos com maior expresséo dessa glicoproteina s&o a tireoide, o estbmago
e as glandulas salivares (REGO, 2010). Régo ressaltou que, o radiois6topo
pertecnetato- *°*"Tc, ao entrar na corrente sanguinea, € simultaneamente distribuido
por todo o corpo, apos o0 que passa a ser eliminado, principalmente, pelos sistemas
digestério e renal (REGO, 2010). Esses achados foram semelhantes aos encontrados
apos varredura de corpo inteiro em t0 e na 142 semana, em todos 0s grupos de
animais.

O tecnécio, utilizado nesta Tese, apresenta sensibilidade satisfatéria e
elevado valor preditivo positivo (VPP), respectivamente, 79 e 100%, para o
rastreamento de tecido remanescente apds a tireoidectomia total (LOU, 2008). A
varredura de corpo inteiro nos animais do GHT, na 142 semana, atestou a auséncia

de captacéo na topografia da loja tireoidiana. Esta constatacao foi corroborada pelos
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achados da biodistribuicio na traqueia e que nado evidenciaram diferencas
significantes entre o GC e o GT, 0 que comprovou a auséncia de remanescente
tireoidiano e a eficacia do procedimento cirurgico efetuado (tireoidectomia total).

Ao ser realizada a extracdo do material para o estudo ex vivo do lobo
tireoidiano transplantado, houve o cuidado de ndo causar dano e, portanto, também
foram removidas poucos gramas de tecido muscular circunvizinho. Na 142 semana,
verificou-se com a analise da biodistribuicdo ex vivo, que todos os animais do GT
apresentaram captacao isotopica do tecido tireoidiano no local em que foi implantado
(coxa direita). Este resultado superou aqueles relatados por Dobrinja em ratos, o qual
citou uma taxa de sucesso do tecido implantado no musculo reto abdominal, de
apenas 70% na 42 semana (DOBRINJA, 2008). Constatou-se, ainda, diferenca
significante na porcentagem de atividade radioativa por grama de tecido transplantado
(GT) quando comparada a obtida no musculo biceps femoral contralateral esquerdo
do préprio GT e do GC (p = 0,001). Estas comparacdes foram realizadas no intuito de
se afastar uma captacéo falso positiva, atribuida ao préprio tecido muscular e que
poderia gerar um viés de interpretacao. Logo, o que se verificou na biodistribuicéo foi
a captacdo de uma pequena quantidade de radiois6topo no tecido muscular
contralateral, fisiolégica, porém significativamente menor do que a encontrada no local
do lobo transplantado, cuja captacéo foi expressiva (p = 0,001), o que configurou a
presenca de tecido tireoidiano funcional. Roy descreveu seis pacientes com bdécios
multinodulares atéxicos submetidos ao transplante autélogo imediato apés
tireoidectomia subtotal dos quais apenas 45% se tornaram funcionais a captacéo
radioisotOpica e se mantiveram eutireoideos aos seis meses de pos-operatorio (ROY,
2003). Mohsen, apos aplicar emulséo de tecido tireoidiano na musculatura da coxa de
40 pacientes, em um mesmo tempo cirargico para uma tireoidectomia total, relatou
captacao do radioisotopo **"Tc em todos os implantes, mas com TSH elevado apos
12 meses de pés-operatério (MOHSEN, 2017). Estes resultados apresentam
limitacbes para efeito comparativo, porquanto n&o utilizaram a glandula
criopreservada, técnica esta, cuja casuistica acumula menos de uma dezena de
pacientes em apenas trés artigos localizados na literatura cientifica. Todavia, 0s
resultados da captacdo radioisotdpica obtidos nessa Tese sinalizam uma efetiva
viabilidade e funcionalidade do tecido tireoidiano transplantado apos a

criopreservagao.
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A escassez de dados histologicos oriundos de estudos pregressos com tecido
tireoidiano transplantado, para fins comparativos com a atual pesquisa experimental,
se torna evidente porquanto foram encontrados apenas quatro estudos em ratos
(DOBRINJA, 2008; RAAF, 1976; SHIMIZU, 1996; YOSHIZAKI, 1994). Além disso, em
somente um artigo, o material transplantado originou-se de tecido criopreservado, mas
nesse nao foi possivel encontrar a descricdo histopatologica (SHIMIZU, 1996). Os
demais tratavam de implantacdo de células preservadas em cultura, in vitro, de oito
horas a 14 dias, com alguma descricao histoldgica.

Em estudos preliminares, os lobos foram preservados e examinados
separadamente, de modo aleatorio e optou-se pelo transplante do lobo esquerdo para
fins de uniformidade das amostras, considerando a auséncia de diferencas
histoldgicas entre os lobos direito e esquerdo. Portanto, os lobos esquerdos dos GC
e GS foram utilizados como a amostra padrdo para fins comparativos dos exames
histolégicos e imunohistoquimicos. Apenas o lobo esquerdo do GT foi criopreservado
e transplantado por inteiro.

No GT, na 142 semana, nosso estudo evidenciou tecido transplantado com
arquitetura tireoidiana compativel com a normalidade, a semelhanca daquela
verificada nos GC e GS. Os foliculos tireoidianos estavam preenchidos por coloide e
havia vesiculas de endocitose, indicativo de atividade secretoria hormonal. Tais
achados histolégicos foram encontrados por Yoshizaki, Raaf e Dobrinja, em ratos, ao
efetuarem o transplante com tecido preservado em meio de cultura (DOBRINJA, 2008;
RAAF, 1976 e YOSHIZAKI, 1994). Yoshizaki e Dobrinja descreveram a presenca de
tecido tireoidiano com arquitetura normal e funcional em 35% a 70% dos animais,
respectivamente, apos sete e 14 dias, caracterizado por estruturas foliculares
preservadas contendo coloide e por uma vascularizagao periférica recém-
desenvolvida (DOBRINJA, 2008; YOSHIZAKI, 1994). No estudo de Yoshizaki, na
primeira semana, 65% das amostras apresentaram intenso infiltrado linfocitario,
mesmo percentual de rejeigdo encontrado apds 35 dias. Este resultado apresentou
certa correspondéncia aos de Raaf e colaboradores e que, além de grande infiltracéo
por linfocitos na primeira semana, mencionou, apos 30 dias, rejeicdo dos implantes
da glandula tireoide na mesma topografia (abaixo da capsula renal), em cultura ou a
fresco, além de aludir a substituicdo do tecido tireoidiano por fibrose, transcorridos 90
a 120 dias (RAAF, 1976; YOSHIZAKI, 1994). No trabalho de Dobrinja, com transplante

de 0,5 mm de fragmentos do tecido tireoidiano no musculo reto abdominal, em 30%
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das amostras constatou-se a presenca de areas necroticas cercadas por tecido de
granulagao e com células gigantes devido a granuloma caracterizado como um corpo
estranho (DOBRINJA, 2008). Ressalta-se que o coloide n&o é reconhecido
imunologicamente. A probabilidade de necrose microscépica central também foi
observada por Raaf decorridas 14 semanas, ap0os isoenxertos ou homoenxertos em
ratos. Nestes, o exame histolégico da tireoide preservada em cultura demonstrou
maior viabilidade celular na periferia tecidual, justificada pela melhor difusdo de
nutrientes nas bordas (RAAF, 1976). Em outra pesquisa, dessa feita com coelhos,
Papaziogas observou o desenvolvimento de gigantécitos na periferia do implante
muscular de tireoide autdlogo, a fresco, em 35,7% dos casos (PAPAZIOGAS, 2002).
Nos estudos supracitados, esses autores nédo esclareceram se alguns dos achados
estariam relacionados ao método de preservacédo dos enxertos. Corroborando nossos
resultados, Karaman, aos 60 dias, descreveu foliculos tireoidianos funcionais em
todos os animais (hamsters), dos grupos submetidos ao transplante, porém de forma
imediata (KARAMAN, 2011). Na presente Tese, reitera-se que houve normalidade
morfoestrutural em 100% dos tecidos transplantados, resultados esses que se
equipararam ou superam outros descritos na literatura sobre o tema, em animais de
laboratoério, mas todos apds um periodo de seguimento menor do que 13 semanas
(CHAROUS, 2004; CHERNOZEMSKI, 1967; GAL, 2005; KARAMAN, 2011;
PAPAZIOGAS, 2002; SHIMIZU, 1996).

N&o foram encontradas avaliacdes histoldgicas de seres humanos durante o
acompanhamento pds-operatério, por razdes éticas dbvias. Os relatos evolutivos dos
ensaios clinicos se restringiram ao monitoramento do hipotireoidismo e sem qualquer
descricéo de recidiva de alguma doenca.

No que se refere ao uso de marcadores moleculares utilizados no presente
estudo, esta abordagem pode ser considerada inédita, pois, ndo foram encontradas
na literatura cientifica, narrativas acerca de seu uso em transplantes autélogos.

O ciclo de proliferagéo celular é controlado por diversos estimulos ou fatores
inibitérios e o recrutamento de ceélulas quiescentes (fase Go) requer estimulos a
proliferacéo celular (fase Gi, de sintese de RNA), capazes de sobrepujar a inibi¢cao
fisiologica. No atual estudo, ao se comprovar no GT, na 142 semana, a maior
positividade com a imunomarcacdo do PCNA, ou seja, do antigeno nuclear de
proliferacéo celular, atestou-se um ciclo celular com replicacéo e reparo do DNA e que

permaneceu ativado. No entanto, cumpre ressaltar que ndo ha como prever por
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guanto tempo essa hiperatividade persistiria, ou quais mecanismos moleculares
estariam associados a hiperlabilidade observada nos tecidos transplantados humanos
e eventualmente, de outros animais.

Os sinais pro-apoptéticos podem ser mediados por ligantes especificos e
receptores de superficie (via extrinseca de regulacao), capazes de enviar um sinal de
morte celular e ativar esse mecanismo no citoplasma e em outras organelas celulares.
No entanto, a apoptose também pode ser ativada no interior da célula por meio de
sensores celulares especificos situados no nucleo ou citoplasma (via intrinseca de
regulacdo) (ROSSI, 2003). A imunomarcacdo da caspase-3 ativada auxilia na
identificacdo de células apoptéticas e € considerada mais eficaz do que o método de
TUNEL (CHANG, 2010; DUAN, 2003). Nessa Tese, a reagcdo das amostras com 0S
anticorpos monoclonais caspase-3 ndo identificou imunorreatividade do marcador de
apoptose celular nos tecidos transplantados, quando comparada as do GC (p > 0,05).
O resultado corroborou com o fato de que a homeostase celular no GT se equiparou,
na 142 semana, aquela dos animais cujas células tireoidianas se encontravam em
condigdes fisioldgicas (GC).

No contexto cirargico, ha de se considerar, que a ocorréncia do
hipotireoidismo ndo pode ser negligenciada apds tireoidectomia subtotal bilateral, em
especial quando alargada, geralmente indicada para doenca de Basedow-Graves
(FEROCI, 2014). Obviamente, o hipotireoidismo podera advir das tireoidectomias
totais para tratamento de neoplasias malignas, de bécios multinodulares téxicos ou
atoxicos volumosos e compressivos (a exemplo do bécio endémico por caréncia de
iodo), ou de bdécios mergulhantes com sintomas compressivos. Além dessas
circunstancias, ha que se considerar o hipotireoidismo decorrente da indicacdo de
tireoidectomias em gestantes que ndo obtenham controle com farmacos
antitireoidianos, pacientes com intolerancia ou alergia a essas medicacfes, ou que se
recusaram a ser tratados com **!Jodo (ASBAN, 2020).

Um grande desafio para o cirurgido no tratamento do hipertireoidismo reside
na quantificacdo visual subjetiva peroperatéria do tamanho de tecido remanescente
necessario para manter o estado eutireoideo, quando indicada tireoidectomia que nao
seja total. Neste cenario, a evolugdo para o hipotireoidismo pode decorrer de uma
iatrogenia em face de conduta nado intencional independente da etiologia, com
resseccdo excessiva do tecido tireoidiano vinculada a experiéncia pessoal

(SCHANAIDER, 2019). Até mesmo em operac¢des mais conservadoras, dependendo
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da estimativa efetuada para o tecido residual, o hipotireoidismo podera advir em 5 a
20% dos casos (MICOLLI, 1996). Lin, relatou em um estudo com 415 pacientes
portadores da doenca de Graves submetidos a tireoidectomia subtotal onde o
hipotireoidismo se desenvolveu em mais de 50% dos casos e a condigéo eutiroidiana
foi obtida em apenas 19,3% dos casos (LIN, 2017). Okamoto, ha trés décadas, utilizou
0 autotransplante tireoidiano imediato no musculo esternocleidomastoideo apos
tireoidectomia subtotal, em cinco pacientes com doenca de Graves e os acompanhou
por dois a sete anos. Em todos houve normalizacdo do T3 total e T4L, porém com
TSH discretamente elevado, em trés. Em 80% dos pacientes houve captacdo do
radioisotopo pelos materiais implantados (OKAMOTO, 1990). No entanto, ha de se
considerar um viés confusional neste trabalho, porquanto o transplante, a fresco,
ocorreu durante o ato cirdrgico e o remanescente glandular poderia ser o responsavel
pela normalidade funcional pos-operatdria. Por conseguinte, caso haja davida quanto
a existéncia de tecido glandular capaz de preservar o estado eutiroideo, por suposto
seria oportuno o congelamento de uma parte da glandula para utilizacao futura, na
dependéncia da etiologia. Logo, sobressai a relevancia da potencial indicacdo do
autotransplante tireoidiano na iatrogenia pds-operatéria resultante da imprecisao para
se quantificar, adequadamente, o tecido residual capaz de garantir a integridade da
funcao enddcrina.

Os trabalhos com maior similaridade a concepcédo da presente Tese foram
desenvolvidos por Shimizu e colaboradores, em 1991 e 2002, com um e quatro
pacientes, respectivamente. Eles realizaram tireoidectomia total e subtotal e utilizaram
material glandular criopreservado para prevenir o hipotireoidismo no tratamento da
doenca de Basedow-Graves (SHIMIZU, 1991 e 2002). Em 2002, no Unico estudo onde
foi possivel obter informacdes detalhadas de quatro pacientes submetidos a
tireoidectomia subtotal, acompanhados por dois a sete anos, todos evoluiram para o
hipotireoidismo no intervalo de 1,9 a 3,5 anos. Em trés deles (75% dos casos), houve
funcionalidade do tecido glandular criopreservado e implantado no antebrago, com
normalizagédo da concentracdo de hormaonios tireoidianos (SHIMIZU, 2002). Trata-se,
de uma casuistica exitosa, mas cuja rara descricdo e tamanho da amostra néo
permitem a obtencéo de evidéncias com poder estatistico relevante.

O autotransplante tireoidiano criopreservado também poderia ser relacionado
dentre as opcOes terapéuticas para minimizar o hipotireoidismo pos-operatério e

agregar uma melhor qualidade de vida ao portador de doenca de Basedow-Graves.
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Apesar dessa afeccdo ter um substrato autoimune e comprometimento difuso, os
artigos encontrados na pesquisa da literatura e com a utilizacdo de autotransplante
tireoidiano demonstraram que o0s pacientes nao evoluiram com recidiva da
tireotoxicose (GAMAL, 2019; OKAMOTO, 1990; ROY, 2003; SALEH, 2016; SHIMIZU,
1991 e 2002).

Nos bdcios multinodulares atoxicos, situacdo semelhante pode ocorrer,
especialmente para os casos oriundos de areas endémicas onde sobressaia a
caréncia de iodo. As indicagdes cirurgicas geralmente acontecem pela presenca de
sintomas compressivos (disfagia, falta de ar) associados ou ndo a bocio mergulhante,
em decorréncia de preocupacfes cosmeéticas, ou mais raramente, na suspeicdo de
malignidade. Por conseguinte, tais pacientes também poderdo ser candidatos ao
autotransplante tireoidiano, na dependéncia da extensdo da resseccao
parenquimatosa ou da evolucao pos-operatoria. Roy, descreveu seis pacientes com
bocios multinodulares atoxicos submetidos a tireoidectomia subtotal e ao transplante
autologo e sincrono de tireoide, que se mantiveram eutireoideus aos seis meses de
pds-operatorio, sem que houvesse captacao cintilografica, em apenas dois, por igual
periodo de observacédo (ROY, 2003). Em 40 pacientes com bdocio multinodular atoxico
submetidos a tireoidectomia total, onde foi aplicada emulsdo de tecido tireoidiano na
musculatura da coxa no mesmo tempo cirargico, houve captacao do radiois6topo *"Tc
pelos enxertos. Porém, aos 12 meses de evolugcdo, o TSH permaneceu elevado,
apesar das concentracdes de T3 e T4L, em quase 85% dos casos, permanecerem na
faixa de normalidade (MOHSEN, 2017).

Outra conjuntura que requer aten¢ao para um possivel uso do autotransplante
da tireoide diz respeito as operacdes indicadas para tratar o carcinoma diferenciado,
a exemplo do tipo papilifero com variantes menos agressivas e de baixo risco.
Revisdes sistematicas e metanalises, incluindo estudos da Associacdo Americana de
Tireoide (American Thyroid Association), admitem, para tais casos, a realizacdo de
tireoidectomia subtotal ou de lobectomia geralmente associada a com istmectomia
(MATSZUKU, 2014; VARGAS-PINTO, 2019). Evidentemente, a tireoidectomia
subtotal ou parcial no carcinoma tireoidiano diferenciado ndo abrange condutas
consensuais, pois, outros autores advogam que a doenca neoplasica maligna da
tireoide teria caracteristica multicéntrica e deste modo, indicariam, rotineiramente, a
tireoidectomia total para evitar a doenca residual (CRAIG, 2020). Contudo, € digno de

nota que, nestas circunstancias ha muita imprecisdo na analise do material no
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peroperatoério (a exemplo da diferenciacdo do adenoma versus carcinoma folicular) e
assim, a criopreservacao poderia ter alguma utilidade para a posteriori efetuar-se a
identificacdo de partes doadoras integras da glandula, sem doenca, o que objetiva
futuro uso desse tecido, caso o paciente evolua com hipotireoidismo. Ademais, a
criopreservacao do tecido tiredideo comporta a possibilidade da execucédo de mais de
um transplante, caso o material implantado inicialmente ndo se torne totalmente
funcional.

Reitera-se que, estudos sobre a aplicacdo do autotransplante de tireoide
criopreservado apos tireoidectomia em anima nobile ainda s&o muito raros, pouco
uniformes e com amostras reduzidas. Isso pode ser atribuido a uma série de fatores,
dentre os quais: a imprecisdo para a indicagdo cirdrgica desse procedimento; a
heterogeneidade na técnica do transplante no que tange a localizagéo e a quantidade
minima de tecido necessaria a manutencao de um estado eutiroideu; a efetiva falta de
comprovacdo de viabilidade funcional por biomarcadores moleculares, exames
bioguimicos, imunohistoquimicos, cintilograficos e ou de imagem; a impossibilidade
de avaliacdo histoldgica pdés-operatoria por razbes éticas 6bvias e a auséncia de
acompanhamento evolutivo adequado por periodos prolongados. Os autores da
presente Tese ndo encontraram referéncias, na literatura cientifica, para apoptose ou
para a identificacdo de marcadores de proliferacdo celular em tecidos tireoidianos
criopreservados, de forma que ambas as analises empreendidas séo inéditas. Tais
resultados poderdo aprimorar o conhecimento sobre o assunto e fundamentar a
ampliacdo desta técnica na profilaxia ou na terapéutica do hipotireoidismo pos-
operatorio.

Algumas limita¢Bes, porém, podem ser aventadas no presente estudo. No
modelo experimental foram utilizados animais saudaveis quando da indicacédo
cirrgica da tireoidectomia total. A quantidade de tecido transplantado n&o
corresponde, macroscopicamente aquela utilizada na pratica clinica. A definicdo do
tempo ideal e maximo para o armazenamento hipotérmico do tecido tireoidiano ainda
nao foi estabelecida. Além disso, faz-se pertinente acompanhamento pos-operatorio
por prazos maiores. A auséncia de dados sobre apoptose ou o0 uso de marcadores de
proliferacdo celular na literatura cientifica ndo permite estudos comparativos.

Novas alternativas terapéuticas que compreendam o autotransplante
criopreservado da tiredide, o uso de células pluripotentes induzidas com producao de

tiredcitos que se encontra em estudos preliminares e recursos da protedmica poderéo
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contribuir significativamente para melhor evolucdo clinica dos pacientes que
apresentarem hipotireoidismo pds-operatorio.

Esta Tese objetivou avaliar a eficacia do autotransplante criopreservado
heterotopico de tireoide. As perspectivas, com nitido impacto translacional s&o
promissoras, pois, evidenciou-se que esta estratégia operatdria podera ser util e
agregar potencial terapéutico as op¢cdes que os cirurgides ja dispdem para prevenir

ou tratar o hipotireoidismo pés-operatorio.
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7 CONCLUSOES

O estudo experimental comprovou a viabilidade e funcionalidade do
autotransplante tireoidiano implantado em musculatura esquelética com evidéncias de
proliferacéo celular e sem apoptose.

A estratégia cirargica utilizada demostrou ser eficaz no tratamento do

hipotireoidismo pds-operatério, em modelo experimental.
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9 APENDICES

Tabela 7. Peso total da tireoide e do tecido transplantado no GT, por animal

Ratos (N) Peso Peso total da Peso do Diametro
corporal (9) tireoide (mgQ) tecido do tecido
transplantado transplantado
(mg) (mm)
1 320 15,00 6,15 3,10
2 300 13,80 6,32 3,10
3 280 13,70 5,67 2,80
4 280 13,80 6,25 2,90
5 300 13,80 6,34 3,10
6 330 14,00 6,50 3,10
7 280 13,70 5,80 2,80
8 280 13,80 6,00 2,90
Média 296,25 13,95 6,12 2,97
Mediana 290,00 13,80 6,20 3,00
DP 18,66 0,40 0,26 0,12

DP = Desvio-padrdo da média.
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Tabela 8. Concentragdes séricas de T3 total, T4L, TSH e célcio no GC, por animal

Grupo T3 total T4L TSH Ca otal
Controle (N) (nmol/L) (pmol/L) (mUI/L) (mmol/L)

1. t=0 1,00 26,25 16,85 2,03
132 semana 1,01 20,33 21,91 1,99

2. t=0 0,93 31,92 16,76 1,90
132 semana 0,95 45,05 15,95 1,74

3. t=0 0,93 37,07 19,36 1,96
132 semana 0,91 34,36 18,72 2,03

4. t=0 0,96 39,38 17,87 2,07
132 semana 1,06 25,74 17,48 1,87

5. t=0 0,97 46,98 18,17 2,03
132 semana 1,00 21,62 19,14 1,99

6. t=0 0,79 34,88 16,80 1,71
132 semana 0,82 31,02 17,23 1,75

7. t=0 ‘ 0,99 36,04 22,55 1,79
132 semana ‘ 0,87 37,97 20,70 1,87

8. t=0 0,94 39,64 19,14 1,72

132 semana 1,04 26,64 16,80 2,03
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Tabela 9. Concentragdes séricas de T3 total, T4L, TSH e célcio no GS, por animal

Grupo T3 total T4L TSH Ca total

Simulacéao (nmol/L) (pmol/L) (mUI/L) (mmol/L)

1. t=0 1,04 30,37 18,05 1,69

132 semana 0,87 30,24 17,72 1,62

2. t=0 1,04 33,46 17,87 1,67

132 semana 0,89 45,59 15,89 1,99

3. t=0 1,03 36,04 16,76 1,94

132 semana 0,85 32,18 15,95 1,87

4. t=0 0,98 41,19 19,14 2,02

132 semana 0,97 33,46 17,65 1,89

5. t=0 0,96 33,72 16,80 1,84

132 semana 0,85 32,82 16,04 2,09

6. t=0 1,01 34,65 17,95 1,83

132 semana 0,88 35,86 16,45 1,78

7. t=0 1,03 32,27 16,87 1,78

132 semana 0,89 33,92 16,10 1,80

8. t=0 1,02 37,95 18,37 1,90

132 semana 0,88 35,58 17,44 1,63
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Tabela 10. Concentracdes séricas de T3 total, T4L, TSH e célcio no GHT, por animal

Grupo T3 total T4L TSH Ca otal
Hipotireoidismo (N) (nmol/L) (pmol/L) (mUI/L) (mmol/L)
1. t=0 0,91 25,48 16,80 1,80

22 semana 0,96 8,75 26,17 1,55
132 semana 0,53 0,77 54,25 1,62

2. t=0 0,97 30,24 18,51 2,07
23 semana 1,01 9,01 23,93 2,03
132 semana 0,49 1,15 59,14 2,04

3. t=0 0,93 39,13 15,95 1,96
22 semana 0,90 14,67 20,80 1,70
132 semana 0,66 0,90 64,93 1,81

4. t=0 0,90 28,96 17,44 1,62
22 semana 0,90 9,65 18,91 1,49
132 semana 0,78 0,12 48,51 2,06

5 t=0 0,87 44,66 19,31 1,77
28 semana 0,67 16,34 19,30 1,59
132 semana 0,50 0,12 61,25 1,72

6. t=0 0,95 36,04 18,61 1,79
2% semana 0,99 22,39 19,18 2,12

132 semana 0,66 0,64 51,27 2,10

7. t=0 0,84 26,00 16,76 1,94
2% semana 0,58 10,29 32,76 1,60

132 semana 0,39 1,15 57,87 1,66

8. t=0 0,86 25,48 19,61 2,02
22 semana 0,70 9,65 28,51 2,03

13° semana 0,55 2,31 51,70 1,79
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Tabela 11. Concentracdes séricas de T3 total, T4L, TSH e célcio no GT, por animal

Grupo T3 total T4L TSH Ca total
Transplantado (N) (nmol/L) (pmol/L) (mUI/L) (mmol/L)
1. t=0 0,86 26,00 15,91 2,07

132 semana 0,88 16,99 31,42 1,82
2.t=0 1,02 29,99 17,58 1,80
132 semana 0,87 22,09 34,68 1,96
3. t=0 0,98 26,16 18,03 1,62
132 semana 1,02 23,68 33,61 1,87
4. t=0 1,05 21,49 18,19 1,82
132 semana 0,84 9,51 60,85 1,82
5. t=0 1,03 28,18 16,38 1,66
132 semana 1,05 25,19 47,87 1,86
6. t=0 0,11 46,59 17,52 1,55
132 semana 0,89 15,78 38,29 2,05
7. t=0 0,90 36,29 16,00 1,93
132 semana 0,68 28,61 31,90 1,87
8. t=0 0,90 44,92 16,85 2,17
132 semana 0,83 36,21 32,34 2,05




Tabela 12. Biodistribuicdo do radioisétopo no GC (% uCi/g/animal)
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Grupo Controle 1 3 4 5 6 7 8
Sangue 3,10 1,70 1,80 1,90 3,40 1,80 1,70 1,90
Coracéao 1,50 2,16 1,70 2,20 1,50 1,70 1,80 1,80
Pulmé&o direito 2,40 1,90 2,60 1,35 1,20 1,50 1,45 1,70
Pulméo esquerdo 1,79 2,20 1,90 1,70 2,00 220 1,10 1,20
Figado 1,00 1,85 1,70 2,25 2,64 150 1,60 1,80
Baco 1,41 0,60 0,55 1,20 0,88 0,80 0,85 0,55
Péancreas 2,62 2,80 2,00 1,62 4,20 2,40 2,10 1,80
Estdmago 12,75 13,75 14,60 14,90 13,20 12,20 13,9 12,84
Intestino 7,63 11,34 13,10 9,80 1045 7,80 10,3 9,75
Rim direito 4,19 491 3,93 460 420 430 4,60 4,20
Rim esquerdo 5,35 5,59 4,60 5,60 510 4,10 4,20 4,25
Transplante tireoideano 3,90 4,50 3,80 3,80 4,90 510 4,80 4,50
Traqueia 1,40 0,82 1,08 1,00 0,60 0,50 0,75 0,90
Musculo biceps femoral 0,60 0,80 0,42 0,28 0,40 0,30 0,50 0,30
contralateral

Tabela 13. Biodistribui¢cdo do radioisotopo no GT (% pCi/g/animal)

Grupo Transplantado 1 2 3 4 5 6 7 8
Sangue 1,81 1,28 2,80 0,77 2,55 1,90 1,20 1,50
Coracdao 1,50 1,40 2,35 1,70 1,74 1,40 1,70 1,85
Pulmao direito 2,51 1,22 2,15 1,70 1,76 1,80 0,80 1,40
Pulméao esquerdo 1,97 1,22 1,80 2,20 1,60 1,80 1,30 1,20
Figado 2,15 1,22 1,80 1,80 2,15 2,00 1,40 2,10
Baco 1,20 0,60 1,00 0,60 0,82 0,80 0,80 0,60
Péancreas 1,80 2,80 3,50 1,70 3,20 220 2,80 2,40
Estdmago 11,20 10,2 13,40 12,70 12,40 10,85 10,3 12,0
Intestino 840 11,3 13,20 10,43 8,35 9,00 8,00 9,30
Rim direito 3,80 491 4,50 5,60 4,20 3,80 450 4,70
Rim esquerdo 3,80 460 550 4,50 3,80 3,80 3,80 4,9
Traqueia 0,90 0,72 1,08 1,40 0,90 1,00 0,82 1,20
Transplante tireoidiano 1,10 3,65 0,80 0,75 0,74 160 1,05 1,80
Musculo biceps 0,70 0,50 0,48 0,60 0,73 0,50 0,52 0,80

Femoral contralateral




60

10 ANEXOS

10.1 Normatizagcao da Tese

A parte pré-textual desta Tese seguiu as normas de resolucéo especifica do
Conselho de Ensino para Graduados e Pesquisa (CEPG), da Universidade Federal
do Rio de Janeiro, numero 02/2002. As referéncias bibliograficas foram baseadas nas
diretrizes de Vancouver. A parte textual seguiu as normas da Associacao Brasileira
de Normas Técnicas (ABNT) — NBR 6023/2018.
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10.2  Aprovacéo da Comisséo de Etica no Uso de Animais

§FRJ

UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO DE JANEIRO - UFRJ
Centro de Ciéncias da Saude -CCS

Rio de Janeiro, 9 de janeiro de 2018

Prezado Professor Alberto Schanaider;

A Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA) em Experimentacio
Cientifica do Centro de Ciéncias da Saude da Universidade Federal do Rio de
Janeiro registrada no Conselho Nacional de Controle de Experimentacdo Animal
(CONCEA) sob o numero de processo 01200.001568/2013-87 certifica que o
projeto intitulado: “Autotransplante de Tireoide apos Tireoidectomia Total.
Estudo experimental em ratos.”, protocolo n° 111/17, sob sua
responsabilidade que envolve a producdo, manutencdo e/ou utilizacdo de
animais para fins de pesquisa cientifica (ou ensino) encontra-se de acordo com
0s preceitos da Lei n°11.794, de 8 de outubro de 2008, do Decreto n°6.899, de
15 de julho de 2009, e com as normas editadas pelo Conselho Nacional de
Controle da Experimentacdo Animal (CONCEA), foi aprovado por esta comissao
de ética, em reunido do dia 13/12/2017.

Finalidade () Ensino (X) Pesquisa Cientifica

Vigéncia do Projeto Até 01/12/2020

Espécie/linhagem Rattus novergicus/ Wistar

N° de animais 36 animais

Pesol/idade 250-270g / 6 meses

Sexo Machos

Origem Biotério do Centro de Cirurgia
Experimental - CCS - UFRJ

Atenciosamente;

Prof. Marcel Frajblat
Coordenador da Comiss&o de Etica no Uso de Animais — CCS
Decania do CCS: Av. Carlos Chagas Filho, 373 Prédio do Centro de Ciéncias da Saude,

Bloco K, 29 andar -Cidade Universitaria - CEP 21941-590 — Rio de Janeiro — Brasil. Tel: (21)
2562.6705 - Fax: (21) 2270.1749 - www.ccsdecania.ufrj.br










