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Prefacio

A evolucao da cirurgia ao longo dos tempos esteve sempre na dependéncia da coragem e
ambicao de quem nao se conformou ao imobilismo e procurou pela pratica novos caminhos,
muitas vezes a revelia do que parecia 6bvio, nao se furtando ao embate com o conhecimento

vigente.

Essa dose de aventureirismo ajudou a que se enraizasse na comunidade cientifica a ideia,
ainda hoje difundida, do cirurgiao como alguém mais habilitado do ponto de vista pratico,
em oposicao ao predominio tedrico que rege o exercicio da generalidade das especialidades

médicas.

A realidade nao poderia contudo ser mais diferente, jaA que ao cirurgido atual se exigem
profundos conhecimentos médicos sustentados por uma ampla base teoérica, em que as
tradicionais ciéncias basicas - anatomia, embriologia, fisiologia - se tornou necessario
acrescentar varias outras, num espetro amplo que engloba ciéncias tao dispares como a

genética e a Otica.

A necessidade crescente de uma precisao e rigor extremos levou nos ultimos anos a
emergéncia de um novo e desafiante campo na cirurgia, a cirurgia guiada pela imagem, da

qual uma importante vertente € a cirurgia guiada pela fluorescéncia.

A empolgante possibilidade de discriminar intraoperatoriamente os varios tecidos pelas
suas propriedades Oticas, vem acrescentar uma nova dimensdo ao ato cirtrgico,

aumentando indiscutivelmente a qualidade e precisao desse ato.

Sendo uma area do conhecimento ainda pouco explorada sao amplas as lacunas e longo o
caminho a percorrer para o seu pleno desenvolvimento, envolvendo um esforco

colaborativo multidisciplinar em que todos os contributos sao importantes.

Ao abracar este projeto tive de vencer nao s6 as dificuldades intrinsecas do mesmo, como
também as inerentes a realizacdo de investigacdo clinica num hospital privado, pouco

vocacionado para a mesma.

A auséncia inicial de apoio institucional foi amplamente compensada pelo incentivo pessoal
de todos aqueles que envolvi no projeto e pela sensacao agradavel de pioneirismo e exemplo,

que levou a que outros colegas tenham ousado também iniciar projetos de investigacao
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clinica e percursos académicos, fomentando assim a desejavel aproximacao das instituicoes

privadas de satide a academia, com beneficios evidentes para ambas.

Se este trabalho, para além da contribuicao para o conhecimento da autofluorescéncia das
glandulas paratiroideias, contribuir também para o estreitamento da distancia entre estes

dois mundos sentir-me-ei plenamente realizado.
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Resumo

A identificacdo intraoperatéria das glandulas paratiroideias é sempre um desafio que se
coloca aos cirurgioes, em cirurgia tiroideia e paratiroideia, pois as pequenas dimensoes,
coloracao e forma destas glandulas tornam dificil a sua diferenciacao de ganglios linfaticos,

tecido adiposo e mesmo de pequenos nddulos tiroideus.

Em 2011, investigadores da Universidade de Vanderbilt descreveram pela primeira vez a
autofluorescéncia das paratiroides quando submetidas a luz infravermelho proéximo,

propriedade potencialmente ttil para a sua identificacao intraoperatoria.

No presente trabalho foram realizados varios estudos tentando contribuir para o aumento

do conhecimento neste campo.

Tendo as glandulas paratiroideias e tiroide caracteristicas proprias pela sua natureza
secretoria, tentamos em primeiro lugar assegurar a inocuidade da estimulacao luminosa no
padrdo de secrecao hormonal, em modelo animal. Dois grupos de ratos Wistar foram
submetidos a incisao cervical para exposicao da regiao tiro-paratiroideia, sendo um dos
grupos irradiado com fonte de luz infravermelho préximo. Efetuaram-se colheitas
sanguineas para doseamentos de T3, T4, TSH, calcio e PTH no pré-operatoério, 7 minutos
apos exposicao e aos 30 e 60 dias do pés-operatoério, nos animais de ambos os grupos. Nao
foram registadas diferencas significativas nos resultados analiticos dos dois grupos, sendo

as pequenas alteracoes encontradas transitorias.

Noutro estudo procedeu-se ao exame histologico convencional e microscopia eletronica das
pecas operatorias dos dois grupos (irradiado e controlo). Nao foram encontradas diferencas

estruturais ou ultraestruturais entre os tecidos de ambos os grupos.

Estes estudos permitem concluir que a irradiacao da regiao cervical com luz infravermelho
proximo, nas condicoes que permitem a sua identificacdo por autofluorescéncia, é in6cua

para os tecidos, nao alterando o seu padrao de secrecao.

Outra vertente deste trabalho teve como objetivo a demonstracdo da possibilidade de a
autofluorescéncia das paratiroides poder ser detetada sem recurso a tecnologia dispendiosa,
sendo estudada a utilizacdo de um dispositivo de baixo custo baseado em 6culos de visao

noturna com a adequada filtracdo luminosa.
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Este dispositivo foi testado in vitro, com analise de 32 pecas operatorias, revelando-se

muito eficaz na discriminacao entre os tecidos (p<0.001).

Os estudos subsequentes, com utilizacao do dispositivo desenvolvido, orientaram-se para a

utilizacao intraoperatoria, contribuicao para a validacao da técnica.

- Quarenta pecas operatorias de cirurgias tiroideias foram examinadas com recurso ao
dispositivo acima referenciado, para identificacao de tecido paratiroideu incidentalmente
excisado, sendo os dados obtidos confrontados com o exame histolégico. Foram detetados
com o dispositivo sete dos oito fragmentos de paratiroides identificados no exame
anatomopatolégico, existindo um falso positivo (nédulo coloide), representando uma
sensibilidade de 87,5 % e uma especificidade de 97,1 %. A presenca de tecido paratiroideu
na peca operatoria nao teve, contudo, repercussao nas taxas de hipocalcemia pos-

operatoria.

- Em cinco casos consecutivos de cirurgias por hiperparatiroidismo primario e exames de
localizacdo nao concordantes, relativamente a localizagdo superior ou inferior da glandula
patologica, foi utilizada a autofluorescéncia como auxiliar na identificacdo das glandulas
paratiroideias. O sistema permitiu a identificacio de todas as glandulas procuradas,
aumentando a confianca do cirurgiao nessa identificacao, refletindo-se na decisdo de nao

proceder a exploracao bilateral.

- Quarenta e cinco pacientes consecutivos submetidos a tiroidectomia total com utilizacao
da autofluorescéncia para identificacao das glandulas paratiroideias (grupo de estudo),
foram comparados com os 60 doentes operados anteriormente pelo mesmo cirurgiao sem
utilizacao da autofluorescéncia (grupo controlo), sendo objetivos principais a avaliacao da
hipocalcemia e hipoparatiroidismo pos-operatérios, o numero de paratiroides

identificadas, bem como o nimero de paratiroides incidentalmente ressecadas.

Os pacientes no grupo de estudo apresentaram valores de hipoparatiroidismo
significativamente inferiores (p=0,044). Apesar da reducao observada neste grupo nos
valores absolutos de calcio e no nimero de pacientes com hipocalcemia, esta diferenca nao
foi estatisticamente significativa. No grupo de estudo nao existiram casos de hipocalcemia

permanente, que ocorreu em trés pacientes no grupo controlo.

O numero de glandulas paratiroideias identificadas foi significativamente superior no grupo
de estudo (p<0.001). A capacidade de o dispositivo identificar acuradamente glandulas
paratiroideias inadvertidamente excisadas atingiu neste estudo uma sensibilidade de 100 %

e uma especificidade de 87,5 %.
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Sendo a autofluorescéncia das paratiroides um fenémeno pouco conhecido, desenvolvemos
um estudo in vitro para avaliar a persisténcia da autofluorescéncia em glandulas
submetidas a congelacdo, aquecimento e fixacdo em formalina. Os resultados obtidos
confirmaram a robustez do fendmeno, demonstrando-se a persisténcia da fluorescéncia

mesmo apods exposic¢ao a condigdes extremas.

Também no sentido de um melhor esclarecimento do fenémeno, procedemos a analises
tecidulares com recurso a técnicas de Ground State Diffuse Reflectance Absorption Spectra
e Laser induced luminescence, que, apesar de nao terem fornecido pistas sobre a origem da
autofluorescéncia, mostraram a existéncia de outros picos de emissao luminosa, passiveis

de ser utilizados para a identificacao das paratiroides, abrindo outro campo de investigacao.

Do conjunto de todos os trabalhos desenvolvidos, concluimos que a autofluorescéncia das
paratiroides na gama do infravermelho préximo, sendo indcua para os tecidos e nao
influenciando significativamente o padrao de secrecdo hormonal, podera tornar-se uma
ferramenta 1til para a identificagdo intraoperatéria das mesmas em cirurgia tiroideia e

paratiroideia.

Palavras-chave

Tiroide; paratiroide; autofluorescéncia; cirurgia; infravermelho proximo; hipocalcemia;

hipoparatiroidismo.
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Abstract

Intraoperative identification of parathyroid glands represents a challenge for endocrine
surgeons performing thyroid and parathyroid surgery. Differentiation from lymph nodes,
fatty tissue or small thyroid nodules is not straightforward due to their small size,

uncharacteristic shape and color.

In 2011 researchers from Vanderbilt university described for the first time the
autofluorescence of parathyroid glands when submitted to a near infrared light, heralding

a potentially useful property that may facilitate their intraoperative identification.

In this work, the authors present the relevant studies that contribute to the increasing
knowledge of this field.

Bearing in mind the endocrine secretory nature of the thyroid and parathyroid glands, the
authors tried to assure the innocuity of the light stimulation on the secretory pattern on an
animal model. Two groups of Wistar rats were submitted to a cervical incision exposing the
thyroparathyroid area. In one group the area was irradiated with a near infrared light,

whereas in the other group no light stimulation was done.

Blood samples were collected before surgery, 7 minutes after irradiation, 30 days and 60
days after surgery for the evaluation of T3, T4, TSH, total calcium and PTH. Results showed

only mild and transient non-significant alterations.

In another study we analyzed the thyroparathyroid blocs of both irradiated and non-
irradiated rats by conventional histology and by electron microscopy. No significant

structural or ultra-structural alterations were found.

These studies suggest that near infrared irradiation of the cervical area is safe to the thyroid

and parathyroid tissue from the secretory and morphological standpoint.

Another objective of our study was proving the hypothesis of parathyroid autofluorescence
detection using simple technology devices, namely low cost goggle devices with appropriate
filters. For this purpose, 32 operative samples were subjected to in vitro analysis, revealing

a high efficacy in tissue discrimination (p<0.001).
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Subsequent studies were directed to the intraoperative utilization of the device, contributing

for validation of the technique.

- Forty operative samples of thyroid surgeries were examined with the near infrared device
for identification of incidentally removed parathyroid tissue and the results were compared
with the pathological report. The device detected seven of eight fragments of parathyroid
tissue identified by pathological exam with one false positive (colloid nodule), representing
a sensitivity of 87,5 % and a specificity of 97,1 %. Presence of parathyroid tissue on sample

didn’t affect post-operative hypocalcemia.

- In five consecutive surgeries for primary hyperparathyroidism with non-concordant
localization studies regarding superior or inferior position of the diseased gland, we used
the device as an ancillary tool for identification of the glands. All the glands sought were
identified. The increased confidence on the correct identification of parathyroid glands by

the surgeon supported the decision of not performing bilateral exploration.

- Outcomes of 45 consecutive patients submitted to total thyroidectomies using
autofluorescence to identify parathyroid glands in situ (study group) were compared with
the previous 60 patients operated by the same surgeon without using autofluorescence
(control group). Main objectives were the evaluation of postoperative hypocalcemia and
hypoparathyroidism, number of glands identified and number of incidentally removed

parathyroid glands.

The study group had a significant reduction in the incidence of postoperative

hypoparathyroidism (p=0,044).

Despite being observed a reduction of postoperative hypocalcemia and higher postoperative

serum calcium levels in the study group, no statistically significant differences were verified.

There were no cases of permanent hypocalcemia in the study group while 3 patients in the
control group remained dependent of calcium supplementation for more than 6 months

after surgery.

The number of parathyroid glands identified was significantly higher in the study group
(p<0.001). The capacity of the device to identify incidentally removed parathyroid glands

achieved a sensitivity of 100 % and a specificity of 87,5 %.

As autofluorescence of parathyroid glands is a relatively unknown phenomenon we

performed a study to evaluate in vitro the persistence of autofluorescence in parathyroid

Xix
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glands submitted to heat, freezing and formalin fixation. Results confirmed the robustness
of the phenomenon with persistence of autofluorescence even after exposition to extreme

conditions.

In order to increase current understanding of autofluorescence the author also performed
spectroscopy of parathyroid and thyroid glands using techniques of Ground State Diffuse
Reflectance Absorption and Laser Induced Luminescence. In spite of not providing clues
about the responsible fluorophore those works identified other spikes of fluorescence
emission that can be potentially useful for identification of parathyroid glands, opening a

new field of research.

The sum of our works allowed us to conclude that near infrared autofluorescence of
parathyroid glands is harmless to the tissues and do not affect the glandular secretory
pattern. As such, this technique may become a useful tool for intraoperative identification

of parathyroid glands during thyroid and parathyroid surgeries.

Keywords

Thyroid; parathyroid; autofluorescence; surgery; near infrared; hypocalcemia,

hypoparathyroidism
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Capitulo 1

Introducao

Aidentificacdo intraoperatoria das glandulas paratiroideias € uma das maiores dificuldades
com que se deparam os cirurgioes, em cirurgia da tiroide e paratiroide.

As glandulas paratiroideias, habitualmente em nimero de quatro, situadas na proximidade
da tiroide, com a qual compartilham a vascularizacdo, sao responsaveis pela secrecao de
paratormona (PTH), principal hormona reguladora do metabolismo do célcio [1].

Sendo glandulas de muito pequenas dimensbes e de coloracao amarelo-acastanhada
confundem-se facilmente com outros tecidos presentes na regiao cervical, como ganglios
linfaticos ou gordura [2].

A sua origem embriologica nos 3° e 4° arcos branquiais e subsequente migracao para
localizacdo cervical, possibilitam uma variabilidade anatémica que dificulta ainda mais a
sua identificacgao [1].

O hipoparatiroidismo é a segunda complicacdo major da cirurgia da tiroide, ap6s a lesao do
nervo laringeo recorrente, sendo, atualmente nos Estados Unidos, o principal motivo de
litigio médico-legal relacionado com esta cirurgia, ocorrendo de forma transitoria em 20 a
65 % dos casos e definitivaem 1a 7,9 % [3-9] .

Estes valores dao, provavelmente, uma ideia reduzida da dimensao do problema, ja que a
generalidade dos estudos sdao provenientes de servicos com casuisticas elevadas de cirurgia
tiroideia e paratiroideia, onde a experiéncia dos cirurgides se associa a um menor nimero
de complicacoes [10, 11].

Sendo a grande maioria da cirurgia da tiroide praticada a nivel mundial por cirurgiées com
pequena casuistica individual, a dimensao do problema sera certamente maior, tornando
pertinente o desenvolvimento de novos métodos que permitam ao cirurgiao maior grau de
certeza na identificacdo das glandulas paratiroideias, independentemente da sua
experiéncia cirtrgica.

Esta questao torna-se ainda mais importante na cirurgia do carcinoma da tiroide, em que o
cirurgido se vé, frequentemente, confrontado com a decisdo de ressecar uma possivel
glandula paratiroideia ou deixar in situ um ganglio linfatico potencialmente metastizado.
As técnicas atualmente disponiveis para localizacdo das paratiroides sdo utilizadas,
fundamentalmente, na cirurgia do hiperparatiroidismo, nao tendo aplica¢io na cirurgia da

tiroide, pelos custos associados e possibilidade de efeitos adversos.
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A descricao por Paras, em 2011, da autofluorescéncia das paratiroides quando estimuladas
por uma radiacao luminosa na banda do infravermelho proximo, permitindo a sua distin¢ao
dos outros tecidos cervicais, abriu um novo campo de estudo, que podera levar a uma
modificacao da pratica da cirurgia tiroideia e paratiroideia [12].

Este estudo procura dar resposta a um conjunto de questdes béasicas, sustentando a
utilizacao da autofluorescéncia na pratica cirargica, envolvendo nao s6 investigacao clinica,

como cirurgia em modelo animal e estudos com tecidos humanos in vitro.
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1.1  Anatomia, embriologia, histologia e fisiologia da

glandula paratiroideia

1.1.1  Breve perspetiva historica

As glandulas paratiroideias tém um lugar impar na historia da medicina, ja que sdo, muitas
vezes, consideradas o tltimo 6rgao do organismo humano a ser descoberto [13].

Em 1862, o curador do Museu de Histéria Natural de Londres, Sir Richard Owen (1804—
1892) (Figura 1) descreveu “uma estrutura glandular pequena, compacta, amarela, anexa a
tiroide no ponto de onde emergem as veias”, durante a realizacdo de autopsia a um

rinoceronte branco asiatico falecido no Regent Park Zoo [14, 15].

Figura 1 — Retrato de Sir Richard Owen

(Adaptado de Wellcome Library. https://wellcomecollection.org/works/vsg2hfsj sob licenca CC BY 4.0)

Em 1863, Rudolph Virchow (1821-1902), 0 pai da anatomia patolégica, pode ter identificado
uma glandula paratiroideia, ao descrever uma estrutura na regiao cervical, enfatizando nao
se tratar de uma glandula tiroideia acessoria, de um ganglio linfatico ou de qualquer outra
estrutura que lhe fosse familiar.

Curiosamente esta descoberta nao teve repercussao imediata, nem foi, a data, devidamente

valorizada [16].
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S6 em 1880, um jovem estudante de Medicina da Universidade de Uppsala, Ivar Sandstrom
(1852-1889) (Figura 2), no seu trabalho “Descoberta de uma nova glandula no homem e em
diversos mamiferos” (Figura 3) descreveu a presenca da glandula em varios animais,
confirmando depois a existéncia da mesma em humanos. Deu a nova estrutura o nome de

glandulae parathyroidae [13, 16, 17].

UPSALA LAKAREFORENINGS

FORHANDLINGAR

Band. XV. 1879—1880. Nr 7 & 8.

Fredagen den § Mars.

SANDSTROM, Glandule parathyreoidem. — BLIX, Myograf. —
SANDSTROM, Prostatapreparat. — WIDE, Lefverpreparat. — HoLM-
GREN, Retinastrommen. — Svar till H. Cohn om fargblindheten. —
Foreningens yttrande mot K. Wickselis foredrag om dryckenskap

1. Om en ny kortel hos menniskan och atskilliga

daggdjur
af
IvaR SANDSTROM.

For snart tre dr sedan pdtriffade jag & skoldkorteln af en

hund en liten, knappt hampfréstor bildning, som lig innesluten
Figura 2 — Retrato de Ivar Sandstrom [17] Figura 3 — Publicagdo original de Sandstrom [17]

(Adaptado de Welcome Library; (Adaptado de Vermeulen AHM, The birth of endocrine
https://wellcomecollection.org/works/vsg2hfsj pathology. Virchows Arch 2010, 457, 283-90
sob licenca CC BY 4.0) sob licenca CC BY-NC 2.0)

A publicacdo num jornal de circulacdo limitada, fez com que o seu trabalho fosse pouco
valorizado durante muitos anos, o que ajudou ao agravamento da doenca mental de que
padecia e o levou ao suicidio aos 37 anos [13].

Os trabalhos de Eugene Gley (1857-1930), de Paris, mostrando a associagao entre tetania e
morte em caes submetidos a tiroidectomia, quando as glandulas descritas por Sandstrom
eram também excisadas, vieram, tardiamente, dar importancia a descoberta do jovem
estudante sueco [14, 18].

Varios trabalhos mostraram depois que as alteracoes neuromusculares, que se desenvolvem
em animais tiroidectomizados, podem ser prevenidas pela transplantacdo daquelas
glandulas [14].

O reconhecimento do papel das glandulas paratiroideias no metabolismo do célcio
demorou, contudo, mais alguns anos [14].

Em 1891, Friedrich von Recklinghausen (1833 -1910), de Strasbourg, descreveu o caso de
um paciente com multiplas fraturas ésseas por traumatismos minor e que desenvolveu
posteriormente deformacao dos ossos longos com fibrose extensa, quistos e “tumores

castanhos”. Este conjunto de manifestacoes foi denominado “osteite fibrosa cistica de von
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Recklinghausen” [14] (Figura 4), mas este autor nao correlacionou a doenca 6ssea com
alguma alteracao das paratiroides [14, 16].

Esta correlacao foi feita em 1908, através dos trabalhos de Jakob Erdheim (1874-1937), de
Viena, que, ao examinar as glandulas paratiroideias de doentes falecidos de doencas 6sseas,
descobriu a existéncia de glandulas aumentadas em pacientes com osteomalacia e osteite
fibrosa, tendo, contudo, atribuido este aumento a compensacao secundaria a doenga 6ssea
[16, 17].

Figura 4 — Ilustracao original de Osteite fibrosa cistica de von Recklinghausen [17]

(Adaptado de Vermeulen AHM, The birth of endocrine pathology. Virchows Arch 2010, 457, 283-90
sob licenga CC BY-NC 2.0)

S6 em 1915, Friedrich Schlagenhaufer (1866—1930), de Viena, sugeriu que uma paratiroide
aumentada podera ser a causa de doenca 6ssea e nao consequéncia desta, apresentando dois
casos de pacientes com osteomalacia a quem foram encontrados tumores da paratiroide,
em autdpsia, sendo o primeiro a sugerir que a cirurgia poderia, ao extrair a glandula
patoldgica, curar a doenca 6ssea [19].

Durante muitos anos atribuiu-se a Felix Mandl (1892—-1957), também de Viena, a remocao
do primeiro tumor da paratiroide em 1925, sob anestesia local, num paciente com Doenca
de von Recklinghausen grave, cuja sintomatologia melhorou rapidamente [15, 20]. Existe
contudo evidéncia da excisao de um quisto da paratiroide em 1909 e da excisao de um tumor
da paratiroide em 1917, por John Bland-Sutton (1855-1936), no Middlesex Hospital, de
Londres [15].
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1.1.2 - Anatomia e embriologia

No desenvolvimento embrionario, as glandulas paratiroideias (Figura 5), bem como o timo,
tém origem endodérmica, desenvolvendo-se da asa dorsal das 32 e 42 bolsas faringeas [21-
24].

A glandula tiroideia tem origem a partir de um diverticulo localizado na parede ventral
mediana da faringe primitiva, migrando caudalmente até a sua posicao cervical, que atinge
cerca da 72 semana de gestacdo. Parte da tiroide tem origem nas 42 e 52 bolsas faringeas.
As células da crista neural destas bolsas (corpo ultimobranquial) darao origem as células C,

parafoliculares, produtoras de calcitonina [1, 22].

Inferior |

parathyr0|d |
Superior ‘ Thyroid |
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KRG 11 i 4 /

Figura 5 — Origem embrionaria das glandulas paratiroideias [1]

(Adaptado de Policeni BA, Anatomy and embryology of the thyroid and parathyroid glands. Semin Ultrasound
CT MR 2012, 33(2):104-114 sob autorizagio de Elsevier)

As paratiroideias inferiores tém origem na 32 bolsa faringea (porcao dorsal), originando-
se o timo da porc¢ao ventral da mesma bolsa [22, 24].

Estarelacdo das glandulas inferiores com o timo explica a maior variabilidade na localizagao
destas e maior tendéncia a ectopia, pela extensa migracdo do timo até a sua posicao
definitiva no mediastino superior [1, 22].

As paratiroideias superiores tém origem na 42 bolsa faringea, juntamente com o corpo
ultimobranquial, que dara origem a parte da tiroide conforme referido [22].

Durante a 52 ou 62 semanas de gestacdo di-se a migracdo caudal das paratiroides,
juntamente com o timo e corpo ultimobranquial [1].

A regressao cefalica do timo leva a sua separacao da paratiroideia inferior, habitualmente

ao nivel do polo inferior da tiroide ou do ligamento tiro-timico [22].
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No ser humano existem, normalmente, quatro glandulas paratiroideias, duas de cada lado,
(80—97 %), variando a existéncia de glandulas supranumerarias entre 2,5 e 13 %, segundo
as séries [2, 21, 25-27].

A existéncia de trés ou menos glandulas é muito mais rara <3 %, sugerindo mais falha na
identificacdo da quarta glandula que inexisténcia da mesma [2].

Na maioria dos individuos em que se encontraram mais de quatro paratiroides, geralmente,
as supranumerarias sao rudimentares ou divididas (resultantes da divisao de uma tnica
glandula no desenvolvimento embrionario) [2].

Em cerca de 80 % dos casos existe simetria das glandulas superiores com as glandulas do
lado oposto, o que também acontece em 70 % das paratiroides inferiores [21]. Simetria
relativa de todas as quatro glandulas acontece em 60 % dos casos [2].

A agenesia das paratiroides ¢ uma entidade muito rara, ocorrendo como parte da Sindrome
de DiGeorge, que se manifesta por multiplas malformacoes faciais, hipoplasia da tiroide,
hipoparatiroidismo e alteracoes cardiacas. Estas alteracoes sao condicionadas por uma
auséncia completa ou parcial das 32 e 42 bolsas faringeas e dos seus derivados: timo,
paratiroides e células C [28].

As paratiroides normais apresentam uma coloracao variavel entre o amarelo palido e o
castanho avermelhado, estando esta coloracio na dependéncia do tipo de células

maioritaria: células de gordura ou células parenquimatosas [2] (Figura 6).

Figura 6 — Imagem intraoperatéria captada em cirurgia da tiroide (seta aponta para glandula paratiroideia)

As formas mais comuns sao a oval, reniforme ou esférica (em conjunto 83 %).

Mais raras sao as glandulas bilobuladas ou multilobuladas [2].

As dimensoes das glandulas normais variam entre os 5 e os 10 mm de comprimento por 2 a
5 mm de largura, pesando habitualmente entre 20 e 40 mg (variando entre os 10 e 0s 70

mg) [2, 21, 29].
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A maioria (80 %) das glandulas paratiroideias superiores localizam-se numa area
circunscrita, com cerca de 2 cm de didametro e 1 ecm acima do cruzamento entre a artéria
tiroideia inferior e o nervo laringeo recorrente, muitas vezes contidas na fascia que liga o
lobo tiroideu a faringe, livremente moveis em relacao a capsula tiroideia, sendo rara a
existéncia de uma ligacao forte a esta capsula [2, 22] (Figura 7).

Localizacoes inferiores ou superiores a esta area sao raras (4 e 2 %, respetivamente), o

mesmo acontecendo relativamente a localizacOes ectOpicas nos espacos retrofaringeos e
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Figura 7 — Representacio esquematica da regido cervical (posterior) mostrando a localizacdo mais comum das
glandulas paratiroideias [1]

(Adaptado de Policeni BA, Anatomy and embryology of the thyroid and parathyroid glands. Semin Ultrasound
CT MR 2012, 33(2):104-114 sob autorizacio de Elsevier)

Ainda mais raras sao as localizacoes verdadeiramente intratiroideias (0,2 %), sendo que a
maioria das situacoes de aparente localizacdo intratiroideia representam glandulas
localizadas entre nédulos tiroideus, com um plano de clivagem definido [2, 30].

A distribui¢do das glandulas paratiroideias inferiores tem maior variabilidade, sendo que a
maioria (61 %) localizam-se inferior, posterior ou lateralmente ao polo inferior da tiroide,
algumas das quais em contacto intimo com a capsula tiroideia, da qual sdo, contudo,
destacaveis [2].

Também as glandulas inferiores podem ter uma localizacao internodular, mimetizando uma
situacao intratiroideia, nao se encontrando verdadeiras glandulas paratiroideias inferiores
dentro da cipsula tiroideia [2].

Outras localizacoes frequentes das glandulas inferiores sao o ligamento tiro-timico (banda
fibrosa que liga o polo tiroideu inferior e o corno superior do timo) e a porgao cervical do
timo [2].

Localizacoes mediastinicas sao raras: timo-mediastinicas (2 %); mediastinicas abaixo do

timo (0,2 %) [2].
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A auséncia de migracdo completa de uma glandula inferior durante o desenvolvimento
embrionario, pode deixar a glandula em posicao superior no pescoco, mesmo acima do polo
superior da tiroide. Estas glandulas distinguem-se das superiores pela existéncia de um halo
de tecido timico a rodea-las [2].

A maioria das glandulas, tanto superiores como inferiores, estdo intimamente relacionadas

com a capsula tiroideia, da qual podem ser dissecadas livremente [2, 30] (Figura 8).

Figura 8 — Imagem intraoperatdria de glandula paratiroideia, intimamente ligada a tiroide

A irrigacao das glandulas paratiroideias estd na dependéncia de ramos da artéria tiroideia
inferior. Alguns ramos colaterais provenientes das artérias tiroideias superior e tiroideia
ima, bem como de artérias laringeas, traqueais, esofagicas e timicas, podem também
contribuir para a irrigacao arterial das glandulas [1, 22, 31].

A drenagem venosa faz-se para os plexos tiroideus, efetuando-se a drenagem linfatica para
os ganglios cervicais profundos e paratraqueais [23, 32].

As paratiroides sao inervadas por ramos derivados do ganglio simpético cervical médio ou
superior, direta ou indiretamente através de um plexo na fascia da superficie posterior da
tiroide. Estes nervos sao vasomotores, nao tendo qualquer fun¢ao na secrecao hormonal
[32, 33].

As glandulas paratiroideias existem em todos os vertebrados adultos, variando, contudo,
em numero e posicao [34].

Os mamiferos tém habitualmente quatro glandulas, enquanto outros tipos de animais tém
seis. Os ratos sao uma das excecoes, ja que tém um tnico par de glandulas, localizadas junto
a tiroide, podendo existir, contudo, paratiroides ectopicas [35-37].

Também o porco s6 tem um par de paratiroides, neste caso afastadas da tiroide, perto da
insercao na porcao cervical do timo de um ramo arterial proveniente da artéria carotida

interna [35].
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O coelho tem quatro glandulas, sendo duas localizadas junto a tiroide e duas no plano fascial

entre os musculos esternohioideus e esternotiroideu e a artéria carétida [35].

1.1.3 - Histologia

As paratiroides humanas estao revestidas por uma capsula fibrosa, em continuidade com a
capsula da tiroide. Finas extensdes da cipsula entram na glandula, dividindo-a em
pequenos l6bulos [37-40].

Sao extremamente vascularizadas, existindo dentro das glandulas uma rede de arteriolas,

vénulas e capilares [31].

Figura 9 — Histologia de glandula paratiroideia humana

Estao presentes dois tipos de células na paratiroide normal [37] (Figura 9):

- Células-chefe — que sintetizam e libertam hormona paratiroideia. Estas células sdo
pequenas e parecem escuras quando carregadas de PTH, clareando quando libertam esta
hormona [35, 37].

- Células oxifilicas — mais claras, que aumentam de nimero com a idade, com fungao
desconhecida [35, 37].

Existem diferencas significativas entre as glandulas de criancas e adultos.

Nas criangas as paratiroides sao mais celulares com poucas células estromais de colagénio
ou gordura [39, 41].

Perto da puberdade o niimero de células estromais adiposas comeca a aumentar, mantendo-
se este aumento no minimo até a terceira década [38, 41].

Nao existem, normalmente, células oxifilicas (oncociticas) na crianca [38-41].

As células-chefe sao pequenas e tém citoplasma fracamente eosinofilo, com menos gordura

intracelular que as células adultas [39, 41].

10
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As glandulas paratiroideias adultas tém predominio de células-chefe, que sdo maiores e com
mais gordura intracitoplasmatica que as presentes nas criancas [41].

Os ntcleos sao redondos e hipercrométicos, com um padrao grosseiro de cromatina, tipico
das células neuro-endocrinas. O citoplasma é anfofilico, levemente eosinofilo ou claro [41].
As células parenquimatosas das glandulas adultas agrupam-se em grupos soélidos,
cordonais, em forma de ninho ou em estruturas tipo foliculares, intercalados por tecido
estromal [41].

As estruturas tipo foliculares contém muitas vezes material eosindfilo PAS positivo
semelhante a coloide, ndo sendo, contudo, este material imunorreativo para a tiroglobulina
ou TTF1 (Thyroid transcription factor 1). Esta substancia assemelha-se muito ao amiloide
tanto em microscopia 6tica como eletronica [41].

Proeminentes goticulas lipidicas estao presentes em 70-80 % das células-chefe [41].

As células-chefe secretoriamente ativas contém menor contetido lipidico no citoplasma,
contendo mais granulos secretorios, evidenciados em coloragoes de prata ou cromogranina
[41].

A percentagem de gordura representa cerca de 50 % do volume estromal, sendo,
habitualmente, maior na mulher [41].

O contetdo em gordura do estroma é afetado por diversas variaveis, incluindo nutricao,
estado de sadade global, morfotipo e hereditariedade [41].

As células oncociticas podem formar nodulos ou agrupar-se em pequenos grupos entre as
células-chefe [39-41].

O numero relativo deste tipo de células, bem como a tendéncia para a sua agregacao em
nbédulos aumenta com a idade [41].

As células transicionais parecem representar uma fase intermédia de transicao de células-
chefe para oncociticas [41].

Existe um terceiro tipo de células nas glandulas paratiroideias — células claras — raramente
presentes em glandulas humanas normais, estando associadas a hiperplasia ou adenoma.
Noutros animais, como o coelho ou o hamster, as células claras podem ser encontradas em
glandulas normais [31, 35].

As glandulas paratiroideias do rato sao compostas apenas por células-chefe. A presenca
deste tipo de células com coloracées claras ou escuras podem ocorrer em ratos adultos,

associando-se a diferentes estadios funcionais [42, 43] (Figura 10).
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Figura 10 — Células chefe de paratiroide de rato em estadio inativo (A) e ativo (B). Note-se o reticulo
endoplasmatico rugoso bem desenvolvido no estadio ativo (seta) e complexos de Golgi (G) pouco
desenvolvidos face ao estadio ativo, que se caracteriza também pela presenca de numerosos granulos de
secrecao (ponta de seta) [31].

(Adaptado de Chen HS, T. Emura ,S. Kubo, K.: An Update on the structure of the parathyroid gland. The Open
Anatomy Journal 2013, 5:1-9 sob licenga CC BY — NC 3.0)

As células-chefe no rato tém forma poligonal, organizando-se em corddes ou laminas
rodeadas por fino estroma de tecido conjuntivo e rede capilar [35, 42, 43].

Nas coloracoes de rotina apresentam-se com citoplasma granulado, rodeado por uma
membrana celular quase impercetivel. O nuacleo é redondo ou oval com cromatina
finamente dispersa [42].

Por microscopia eletronica de transmissdo, a membrana plasmatica das células-chefe do
rato é lisa do lado basal. Lateralmente as células conectam-se por desmossomas ou tight
Jjunctions. O nucleo, de localizacao basal é muitas vezes indentado e de média densidade
eletrénica [42].

O complexo de Golgi é bem desenvolvido e situa-se, a semelhanca dos granulos secretdrios,
na porcao apical da célula [42].

Entre os granulos secretorios podem ser individualizados dois tipos:

- Granulos pequenos com grande halo (100—400 nm de didametro)

- Granulos grandes com halo menor (500-700 nm) [42].

Mitocondrias, reticulo endoplasméatico rugoso e ribossomas livres encontram-se dispersos
pelas células-chefe, sendo as mitocondrias das paratiroides do rato estruturas longas e

onduladas [42].
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1.1.4 - Fisiologia

As glandulas paratiroideias tém papel fundamental na regulacdo do metabolismo do célcio
no organismo, através da secrecao de paratormona (PTH), hormona antagonista da
calcitonina produzida pelas células C da tiroide [44, 45].

A homeostasia do calcio é um processo complexo (Figura 11), envolvendo quatro
componentes: calcio sérico, fosforo sérico, 1,25—dihidroxivitamina D3 e PTH [44].

Da homeostasia do célcio extracelular dependem muitos processos fisiologicos, como a
contracao muscular, a coagulacdo sanguinea e a atividade sinaptica [44].

Mais de 99 % do célcio do organismo esta depositado nos ossos, sob a forma de sais (fosfato
e hidroxidos, predominantemente hidroxiapatite), s6 estando uma pequena porcao de
calcio, para trocas, no soro [44].

A PTH é um polipeptideo contendo 84 aminoacidos, segregado pelas paratiroides [44, 46-
48].

O controlo da secrecao de PTH pelo calcio extracelular ¢ mediado por um recetor existente
na superficie das células paratiroideias — calcium sensing receptor (CaSR) — uma proteina
G, descrita inicialmente por Brown [44-46, 49]. Este recetor exerce uma acao negativa na
secrecao de PTH: um aumento na concentracdo de Ca2* extracelular leva a inibicdo da
secrecao de PTH [46, 50, 51]. Os CaSR também inibem a proliferacao celular das células
paratiroideias [51].

A PTH atua fundamentalmente nos rins, osso e intestino [46, 50, 51].
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A principal resposta do rim a PTH é o aumento da reabsorcdo de calcio e da excregao de
fosfato, bloqueando a reabsorcao de fosfato nos tibulos proximais e promovendo a
reabsorcao de calcio na ansa de Henle, tabulos distais e tibulos coletores [44, 46, 50, 51].
A acdo da PTH na absorcao de célcio 6sseo ocorre por duas formas [44, 48, 50, 51]:

- Uma fase rapida - que leva a um aumento do célcio sérico em minutos — que ocorre
ao nivel dos osteoclastos e ostedcitos.

- Uma fase lenta - que ocorre em dias — com dois componentes: primeiro os
osteoclastos sdo ativados para digerir o o0sso; e, secundariamente, ocorre
proliferacdo dos osteoclastos, sendo esta ativacao aparentemente estimulada por
citoquinas libertadas por osteoblastos e ostedcitos ativados ou por diferenciacao de
precursores osteoclastos imaturos, células que possuem recetores de membrana
sensiveis a PTH e Vitamina D, inexistentes nos osteoclastos maduros [44, 50].

A PTH também é responsavel pela conversao da 25-hidroxivitamina D no seu metabolito
ativo 1,25—dihidroxivitamina D, através da ativacdo da enzima 1-hidroxilase nos tabulos
proximais [44, 50].

Os CaSR também existem nas células tubulares renais, onde inibem a conversao da 25-
hidroxivitamina D em 1,25-dihidroxivitamina D e tém acao supressora direta na reabsorcao
de calcio, o que em conjunto com a diminuicdo da secrecdo de PTH, na hipercalcemia
maximiza a excrecao renal de calcio [44, 51].

Os CaSR sao também expressos nas células Osseas — osteoblastos, percursores
osteoclasticos e mesmo em alguns osteoclastos maduros [51].

Também existe expressao dos CaSR na tiroide, intestino, medula 6ssea, cérebro, pele,
pancreas, coragao e pulmoes [51].

A principal acdo da 1,25-dihidroxivitamina D é a promocao da absorcio de calcio,
estimulando a formacdo de calcium-binding-protein nas células epiteliais intestinais. A
vitamina D também promove a absorcao intestinal de ido fosfato [44].

No osso a vitamina D pode ter um papel sinérgico com a PTH na estimulacao da proliferacao
osteoclastica e na reabsorcao 6ssea [44].

Comparado com a PTH, os efeitos regulatérios da Vitamina D, no balanco do célcio, sao

muito mais lentos [50, 51].
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1.2 Cirurgia da tiroide e paratiroide
1.2.1 Cirurgia da tiroide

Apesar do reconhecimento do bocio como doenca, desde os primérdios da histoéria escrita,
e da sua natureza endémica em véarias regides do mundo, a primeira cirurgia da tiroideia de
que existem registos remonta ao século V aC, efetuada em Bagdad por Abdul Kasan Kelebis
Abis, tendo o doente sobrevivido a grande hemorragia ocorrida [52-54].

Depois desse procedimento, foram-nos chegando outros relatos de intervencoes sobre a
tiroide ao longo dos tempos, apesar da fraca compreensao sobre a anatomia da glandula.
S6 no Renascimento apareceram os primeiros desenhos anatéomicos da tiroide, por
Leonardo da Vinci (Figura 12), mantendo-se contudo um grande desconhecimento da

fisiologia da glandula, que persistiu até ao inicio do século passado [18, 55].

Figura 12 — Esbocos anatémicos de Leonardo da Vinci [55]

(Adaptado de Ignjatovi¢ M: The thyroid gland in works of famous old anatomists and great artists.
Langenbecks Arch Surg 2010, 395(7):973-985 sob autorizagao Springer)

A histérica audacia que sempre existiu na cirurgia levou, na tentativa de minorar o
sofrimento causado essencialmente pelos bocios volumosos, a realizacdo de excisoes
cirargicas mesmo antes da fisiologia da tiroide ser entendida e do desenvolvimento da
anestesia.

Esses procedimentos eram na maioria das vezes associados a hemorragia massiva, infecao

e lesdo das estruturas adjacentes, tendo altas taxas de mortalidade [18]. Em 1866, Samuel
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Gross (1805-1884) escreveu, a propoésito da tiroidectomia: “Every step he (the surgeon)
takes will be environed with difficulty, every stroke of his knife will be followed by a
torrent of blood, and lucky will it be for him if his victim lives long enough to enable him
to finish his horrid butchery™ [18, 52].
Nao surpreende assim que a tiroidectomia tenha sido um dos poucos procedimentos
cirargicos banidos pela Associacao Francesa de Cirurgia [52].
Theodore Billroth (1829-1894) referiu-se, em 1881, a cirurgia da tiroide como “a matter of
no little difficulty and danger”? [18].”
Ao tempo de Billroth existiam trés tipos principais de cirurgias da tiroide [18, 52]:
. Sem corte — puncoes, cauterizacoes, injecoes; |
. Com corte sem remocao de tecido — ligacao arterial ou seccao do musculo esterno-
cleidomastoideu ou da fascia cervical para aliviar sintomas de compressao;
. Enucleacao e ligacdo vascular — em que nédulos eram enucleados com ligacao de vasos
e tecidos para tentativa de controlo da hemorragia.
Theodore Billroth observou uma alta taxa de mortalidade associada a cirurgia da tiroide,
resultante sobretudo da sepsis, situacdo que s6 a adocdo das técnicas de assepsia e
antissepsia, descritas por Joseph Lister, veio alterar [18, 52, 53].
Este facto levou a que Billroth se recusasse a operar a glandula tiroideia exceto em situacoes
de emergéncia [18, 52].
O ponto de viragem na cirurgia da tiroide aconteceu no final do século XIX com Theodor
Kocher (1841-1917) (Figura 13), que desenvolveu técnicas cirargicas inovadoras e,
utilizando as novas técnicas de antissepsia, tornou segura uma cirurgia, até entao, quase
letal [18, 52, 531].
A evolucao da cirurgia da tiroide por Kocher assentou em quatro pilares fundamentais [18,
52]:
- Anestesia local com cocaina (inicialmente usava anestesia geral com cloroférmio, que
abandonou ap6s um caso de morte atribuida ao farmaco);
- Conhecimento profundo da anatomia;
- Antissepsia rigorosa;
- Dissecao meticulosa com cuidado extremo na hemostase.
Tais cuidados levaram a uma diminuicao da mortalidade para menos de 1 %, permitindo o

alargamento da indicacdo cirtirgica a casos menos emergentes [18, 52].

! “Cada passo que dda estard rodeado de dificuldade, cada golpe do seu bisturi serd seguido por uma torrente
de sangue. Afortunado sera se as suas vitimas viverem tempo suficiente que lhe permita terminar a sua
horrivel carnificina”

2 “Assunto de dificuldade e perigos ndo pequenos”
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Figura 13 — Fotografia de Theodor Kocher
National Institute of Health, Estados Unidos da América ) Dominio ptblico

O alargamento do conhecimento sobre a fisiologia da tiroide e a sua relacdo com os
sintomas, ocorrido a partir do século XIX permitiram novos avangos na cirurgia da tiroide
[18, 52, 53].

Doentes submetidos a tiroidectomia total sofriam com frequéncia de sintomas causados
pela auséncia de hormonas tiroideias, situacdo descrita e denominada por Kocher de
“caquexia thyreopriva“ e que o levava a nao concordar com a realizacdo de tiroidectomias
totais [18, 52, 53].

Os trabalhos de Kocher sobre fisiologia, patologia e cirurgia da tiroide valeram-lhe a
atribuicao do Prémio Nobel da Medicina em 1909 [18, 52, 53].

Em 1907, Charles Mayo (1865—-1939) utilizou pela primeira vez o termo hipertiroidismo,
para descrever a sintomatologia causada pelo excesso de producao hormonal pela tiroide,
que tratava por tiroidectomia [18, 52, 53].

Os sintomas associados a falta de secrecdo hormanal pos-tiroidectomia' eram, a época,
evitados por extratos de tiroide animal [18, 52].

A possibilidade de dosear as hormonas tiroideias, o diagndstico citologico e a producao de
hormonas tiroideias de sintese, foram outros importantes marcos na cirurgia da tiroide [52,
53], que passou em poucas dezenas de anos de um procedimento proscrito a uma das mais
admiradas cirurgias, glorificada por Halsted numa das mais empolgantes frases da historia

da cirurgia:
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The extirpation of the thyroid gland for goiter typifies perhaps better than any other

operation the supreme triumph of the surgeon’s art [56]3

Indicacao operatoria
A cirurgia da tiroide esta indicada em casos de suspeita de lesao maligna (ou lesdo maligna
confirmada), aumento da glandula com sintomas compressivos, hiperfuncionamento ou

razoes cosméticas [57-60].

A descoberta de um noédulo tiroideu com mais de 1 cm, em exame fisico ou, mais
frequentemente, em exame ecografico, deve fazer iniciar um processo de vigilancia que, face
as caracteristicas ecograficas do n6dulo, devera passar pelo doseamento de TSH, realizacao
de biopsia aspirativa com agulha fina ou vigilancia ecografica periddica [57, 58].

Valores de TSH diminuidos sdo indicacdo para realizacdo de cintigrafia com I131, para
caracterizacao funcional do nédulo e doseamento de T3L e T4L [57, 58].

A existéncia de hiperfixacdo de radiois6topo — nodulo quente — exclui, quase
completamente, a possibilidade de malignidade [57].

As guidelines da ATA (American Thyroid Association), de 2015, valorizam as caracteristicas
ecograficas do nédulo (Tabela 1), para além do seu tamanho, para a defini¢ao da vigilancia
dos ndédulos tiroideus em pacientes com TSH normal ou aumentada [57].

No6dulos menores que 10 mm devem ser vigiados ecograficamente [57]. N6dulos maiores
que 10 mm com caracteristicas ecograficas de alta suspeicdo ou grau intermédio de
suspeicao, nddulos maiores que 15 mm com baixo grau de suspeicao ou maiores que 20 mm
e muito baixo grau de suspeicdo tém indicacao para bidpsia aspirativa com agulha fina
(PAAF) [57].

A existéncia de fatores clinicos associados a aumento de risco de cancro da tiroide, como a
irradiacdo cervical na infancia, historia familiar de cancro da tiroide, rouquidao, dor,
imobilidade a degluticdo ou presenca de adenopatias cervicais suspeitas podem justificar a
realizacao de biopsia aspirativa com agulha fina mesmo em nédulos de baixa suspeicao
ecografica [57].

Apesar de benignos, os quistos tiroideus puros volumosos poderao ter indicacao operatoria,
se sintomaticos e recidivantes apos terapéuticas conservadoras (aspiracao ou ablacdo com

etanol) [57].

3 A excisdo da glandula tiroideia por bécio tipifica, talvez melhor que qualquer outra operacio o triunfo
supremo da arte do cirurgiao
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Tabela 1 — Padrao ecogréfico, risco estimado de malignidade e indicacdo para PAAF de nodulos da tiroide [57].

Achados ecograficos

Risco estimado
de malignidade

Cut off para PAAF
(maior dimensio)

Alta suspeiciao

Noédulo hipoecbico sélido ou
componente sélido de nédulo

parcialmente quistico com uma

ou mais das seguintes
caracteristicas: margens

irregulares, microcalcificages,

forma (altura maior que

largura), calcificacbes em anel,

extensao extratiroideia

>70-90 %

=1cm

Suspeicao
intermédia

Noédulo sélido hipoecoico com
margens suaves sem
microcalcificagbes, extensio
extratiroideia ou altura maior
que largura

10-20 %

=1cm

Baixa suspeicao

Noédulo sélido hiperecoico ou
isoecodico ou nédulo

parcialmente quistico com areas

sblidas excéntricas sem
microcalcificagdes, margem

5-10 %

irregular, extensao extratiroideia

ou altura maior que largura

> 1.5cm

Muito baixa
suspeicio

Noédulos espongiformes ou
parcialmente quisticos sem
nenhuma das caracteristicas
acima referidas

<3 %

Considerar PAAF se > 2
cm. Observacao sem
PAAF também é opgao
razoavel

Benigno

Noédulos quisticos puros

<1%

Sem indicacao

PAAF - Pungdo aspirativa com agulha fina

A classificacao de Bethesda padroniza os resultados da biopsia aspirativa, definindo face a

estratificacdo do risco a abordagem subsequente (Tabela 2) [61-63]

Tabela 2 - Classificacdo de Bethesda, risco de malignidade e abordagem recomendada [48].

Risco de Risco de Abordagem
malignidade se Malignidade se recomendada
NIFTP + CA (%) NIFTP = CA (%)

I — Nao diagnéstico ou 5-10 5-10 Repetir PAAF

nao satisfatorio

II - Benigno 0-3 0-3 Follow up clinico e
ecografico

III - Atipia de 6-18 10-30 Repetir PAAF, testes

significado moleculares ou

indeterminado ou lesédo lobectomia

folicular de significado

indeterminado

IV - Neoplasia folicular  10-40 25-40 Testes moleculares ou

ou suspeita de lobectomia

neoplasia folicular

V - Suspeito de 45-60 50-75 Tiroidectomia quase

malignidade total ou lobectomia

VI - Maligno 94-96 97-99 Tiroidectomia quase

total ou lobectomia

NIFT-P - Non-invasive folicular neoplasm with papillary-like features (Neoplasia folicular ndo invasiva com

aspetos nucleares papilares)
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Os tumores malignos da tiroide englobam os carcinomas papilares e foliculares (em
conjunto considerados como bem diferenciados), carcinoma medular, carcinoma
anaplastico ou indiferenciado, linfomas da tiroide e metéastases de outros tumores [57, 58,
61, 64].

Em 2016, foi convencionado um novo nome — NIFTP — Non-invasive folicular neoplasm
with papillary-like features (Neoplasia folicular ndo invasiva com aspetos nucleares
papilares) — para a anteriormente chamada variante folicular encapsulada do carcinoma
papilar da tiroide, apo6s revisao destes casos e constatacao da inexisténcia de mortalidade,
recorréncia ou metastases associadas a esta variante [60, 65].

Ao longo dos tempos, foram descritos varios tipos de intervencoes cirtrgicas sobre a
glandula tiroideia, que foram sendo abandonadas, sendo atualmente efetuadas apenas
lobectomia (excisdo de um dos lobos), hemitiroidectomia ou lobectomia com istmectomia
(Iobo e istmo), tiroidectomia total e quase total (preservacao de poucos gramas de tecido
tiroideu) [58, 64, 66].

A existéncia de adenopatias cervicais clinica ou ecograficamente suspeitas no contexto de
um carcinoma da tiroide, obrigam a realizacao de esvaziamento cervical do compartimento

central e eventualmente esvaziamento cervical lateral [57, 58].

Técnica cirurgica
A cirurgia tiroideia, podendo ser efetuada sob anestesia local, é, contudo, realizada,
habitualmente, sob anestesia geral balanceada e entubacao orotraqueal [67, 68].
Com o doente em dectibito dorsal e a mesa operatoria a 30° (Figura 14), apds procedimentos
de antissepsia, procede-se a incisao arciforme em prega cutanea cervical, cerca de 1,5a 2 cm
acima da farcula esternal (Figura 15) [60, 64, 68, 69].
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Figura 14 — Posicionamento do doente [69] Figura 15 — Nivel da incisdo [69]

(Adaptadas de Gil Z :Surgery for thyroid cancer. Surg Oncol Clin N Am 2008, 17(1):93-120, viii - sob
autorizacgao Elsevier)
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Apoés abertura do platisma procede-se a criacao de retalhos superior e inferior, apés o que
efetua a seccao da rafe mediana expondo o istmo da glandula [60, 64, 68].

Os passos seguintes nao sao consensuais, sendo minha preferéncia a libertacao inicial do
polo superior da tiroide, apos laqueacao dos vasos tiroideus superiores, devendo esta ser
efetuada junto a capsula da glandula e em varios pediculos, evitando lesar o ramo externo
do nervo laringeo superior [60, 64, 66].

Alaqueacao da veia tiroideia média permite depois a mobilizacao medial da tiroide, dando
acesso a goteira traqueio-esofagica, onde deve ser procurado e identificado o nervo laringeo
recorrente e as glandulas paratiroideias superiores e inferiores, antes da laqueacao dos
vasos tiroideus inferiores e libertacao do polo inferior da tiroide. [60, 64, 66].

De seguida procede-se a libertacao da glandula da traqueia, ficando todo o lobo livre.

A seccao do istmo completa a lobectomia [64].

Caso exista indicacdo para tiroidectomia total, o procedimento é repetido do lado
contralateral [60, 64].

Apoés a revisao da hemostase, a ferida operatoria é encerrada por planos, existindo uma
tendéncia crescente para nao drenar a loca cirtrgica [64, 70].

Outras vias de abordagem da glandula tiroideia:

A popularizacao da cirurgia laparoscopica e da cirurgia minimamente invasiva em geral,
bem como a crescente pressao estética, levou a que nos tltimos anos tenham surgido novas
vias de abordagem para a glandula tiroideia.

Em 1999, Paulo Miccoli descreveu a MIVAT — Minimally Invasive Video Assited
Thyroidectomy, em que a glandula é abordada por uma incisao cervical mediana, de 15-20

mm, com recurso a uma camara endoscopica e instrumentos proprios (Figura 16) [71, 72].

Figura 16 — Imagem intraoperatoria de MIVAT

Em 2000, Ikeda e cols descreveram a abordagem transaxilar, a que se seguiram a via

mamaria, associacoes mama-axila e a via pré-auricular [73, 74].

21



Identificacao intraoperatoéria das glandulas paratiroideias por fluorescéncia de infravermelho proximo

Atualmente esté a ganhar popularidade a TOETVA — Transoral Endoscopic Thyroidectomy
Video Assisted — abordagem transvestibular (Figura 17) [75, 76].

Figura 17 — Insercdo de trocar para TOETVA

Com excecdo da MIVAT, as outras vias nao podem ser consideradas verdadeiramente
minimamente invasivas, pela grande dissecdo que implicam, sendo a sua vantagem
essencialmente estética, pelo que a sua popularidade é maior no Oriente, onde a existéncia

de cicatrizes cervicais é mal tolerada [74].

1.2.2 Cirurgia da paratiroide

Sendo a glandula paratiroideia a tltima glandula humana a ser identificada, s6 em 1917 foi
efetuada a primeira paratiroidectomia, por John Bland-Sutton em Londres [15].

A exploracao cervical para excisdo de glandulas paratiroideias aumentadas ganhou
popularidade crescente, apesar da dificuldade técnica que representavam e que se juntavam
as dificuldades inerentes a inexisténcia de técnicas laboratoriais eficazes para o doseamento
de hormona paratiroideia, que s6 viriam a aparecer na década de 60, e de técnicas
imagioldgicas capazes de identificar uma glandula aumentada [77].

O desenvolvimento de técnicas de cintigrafia capazes de demonstrar o hiperfuncionamento
da glandula paratiroideia foi outro importante passo no desenvolvimento da cirurgia desta
glandula [66, 78].

Até aos anos 90 a cirurgia padrao no hiperparatiroidismo primario foi a exploracao cervical
bilateral, com identificacio das quatro paratiroides e excisao da glandula,
morfologicamente, mais anormal [77].

A constatacao do facto de 85 % dos casos de hiperparatiroidismo primario serem causados
por um adenoma unico, levou ao desenvolvimento da abordagem “focada”, dirigida a
glandula previamente identificada por cintigrafia e ecografia concordantes, que ganhou

popularidade crescente [77, 79, 80].
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Outro importante marco na cirurgia da paratiroide foi o desenvolvimento de técnicas de
doseamento rapido da hormona paratiroideia, cuja utilizacdo intraoperatéria permitiu a

monitorizacao imediata do resultado da cirurgia [81].

Indicacao operatoria

Sao indicacOes para cirurgia das paratiroides as alteracOes patolégicas associadas ao
hiperparatiroidismo primario e tercirio, bem como ao hiperparatiroidismo secundario
renitente a terapéutica médica e os raros tumores malignos da paratiroide [64, 66, 82-85].
Também alguns casos de hiperparatiroidismo priméario assintomatico tém indicacao
operatoria conforme as guidelines do Fourth International Workshop for the management
of asymptomatic hyperparathyroidism realizado em 2013 em Florenca, Italia (Tabela 3)
[86-89].

Tabela 3 — Indicaco operatdria em hiperparatiroidismo primario assintomaético [85]

Calcio sérico 1,0 mg/dl (0,25 mmol/1)

(>limite superior do

normal)

Osso A- T.Score <2,5
B- Fratura vertebral

Rim A- Filtragdo glomerular reduzida mais de 30% face ao valor esperado
B- Calcio Urinario de 24 horas > 400 mg/dl (>10 mmol/1)
C- Presencga de nefrocalcinose ou nefrolitiase

Idade < 50 anos

Os procedimentos efetuados sobre as glandulas paratiroideias englobam a excisao de uma
ou mais glandulas e o autotransplante de paratiroide [64, 66].

A cirurgia do hiperparatiroidismo primario, evoluiu da excisao de uma sé glandula, para a
exploracao cervical bilateral, retornando ao ponto inicial de exploracdo unilateral e
uniglandular, logo que o desenvolvimento das técnicas de diagnostico permitiu uma maior
certeza na localizacao, diminuindo a possibilidade de persisténcia ou recorréncia da doenca
[771.

Atualmente, com excecao dos casos associados a endocrinopatias familiares hereditarias, o
tratamento do hiperparatiroidismo primario é efetuado, maioritariamente, através de
abordagem “focada” [77, 90].

Esta abordagem depende da concordancia dos dois exames de imagem, que devem ser
efetuados por todos os pacientes, e que serdo abordados no proximo capitulo: cintigrafia
com Sestamibi e ecografia.

A injecdo de radio-farmaco (Tc99) pode ajudar na identificacio da glandula
hiperfuncionante [91, 92], sendo a sua utilizacdo a base da cirurgia radio-guiada das

paratiroides, descrita noutro capitulo.
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Nos casos em que os exames nao sao concordantes, continua preconizada a exploracao

cervical bilateral [64, 80, 85]

Técnica cirurgica

Abordagem “Focada” [64, 79, 93].

Com anestesia local ou geral, e o pescoco em ligeira rotacdo para o lado contralateral,
procede-se a incisdo lateral com cerca de 2 cm, centrada a localiza¢ao ecografica (Figura 18).
Abertura do platisma e dissec¢do entre bordo interno do miusculo esternocleidomastoideo e
musculos pré-tiroideus.

Identificacdo da glandula paratiroideia aumentada e sua excisao.

Encerramento da ferida operatoria por planos.

»
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S
. .

AR
R R oo il

Figura 18 — Incisdo para paratiroidectomia por abordagem “focada”

Abordagem bilateral [64].

Sob anestesia geral, incisao arciforme sobre prega cutanea cervical, conforme descrito para
a tiroidectomia. Mobilizacdo de ambos os lobos da tiroide expondo goteira
traqueoesofagica.

Identificacao de paratiroideias inferiores e superiores bilateralmente.

Excisao da(s) glandula(s) de aspeto patologico. Encerramento por planos.
Outras vias de abordagem:

A semelhanca da cirurgia tiroideia, também para a cirurgia da paratiroide foram descritas

vias de abordagem video-assistidas (MIVAP) e extracervicais [74, 94, 95].
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Sendo a abordagem “focada” uma forma de cirurgia minimamente invasiva, ela pode ser
efetuada com ou sem utilizacdo de técnicas videoassistidas.

Ambas as abordagens podem ser auxiliadas por técnicas de localizacao intraoperatoria das
glandulas paratiroideias, como a utilizacdo de azul de metileno ou de radio-farmaco

(99mTc-Sestamibi) [91].

1.2.3 Complicacdes da cirurgia da tiroide e paratiroide

As cirurgias da tiroide e paratiroide tém complicacbes comuns a qualquer outro ato
cirargico, como a hemorragia, abcesso da loca cirargica, cicatrizacao viciante (coloides,
cicatrizes hipertroficas) e complicacoes especificas [64, 96-98].

A proximidade com outras estruturas cervicais pode levar a lesoes esofagicas, da traqueia
ou de grandes vasos, situacoes potencialmente graves, mas de raridade extrema [98].

As complicacgOes especificas mais frequentes sao a lesdo dos nervos laringeo recorrente ou
laringeo superior, bem como o hipoparatiroidismo pés-operatoério [99].

A lesao do ramo externo do nervo laringeo superior, que ocorre em 2-28 % das cirurgias
tiroideias provoca disfonia, diminuicao do timbre vocal e da capacidade de projecao da voz
e fadiga vocal precoce. Nem sempre € possivel a identificacao intraoperatoria do nervo,
sendo essencial a prevencao da lesao através da laqueacao seletiva dos vasos tiroideus
superiores junto a capsula da glandula [64, 66, 99].

A lesdo unilateral de um nervo recorrente laringeo causa disfonia importante. A lesao
bilateral causa obstrucao da via aérea, podendo, em casos extremos, ser necessaria a
realizacao de traqueostomia [66, 96-98] .

O nervo recorrente laringeo pode ser lesado por acdo mecanica, térmica ou por acao de
fatores vasculares, sendo a gravidade da lesdo e a capacidade de recuperacao dependentes
do grau de afecao das fibras nervosas (neuropraxia, axonotemese ou neurotemese) [100].
Lesoes do nervos recorrente laringeo ocorrem em 6 a 8 % das cirurgias sendo 1 a 2 %
permanentes [66].

O hipoparatiroidismo p6s-operatorio ocorre em 20 a 65 % das cirurgias tiroideias, sendo
geralmente transitorio [5, 7, 8].

Nas maos de cirurgides experientes o risco de hipocalcemia permanente é de cerca de 1 %
[6, 101].

As potenciais causas de hipocalcemia pos-tiroidectomia total, incluem a desvascularizacao
das paratiroides ou a sua remocao acidental, bem como o efeito calcitirico dos fluidos

endovenosos [66].
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A extensado da cirurgia tem impacto no risco de hipocalcemia, que é maior quando a

tiroidectomia se associa o esvaziamento ganglionar do compartimento central cervical [5,

102].
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1.3 Técnicas de identificaciao das glandulas paratiroideias

em cirurgia tiroideia e paratiroideia

A importancia da preservacgao das glandulas paratiroideias na cirurgia tiroideia faz com que
todos os esforcos devam ser empreendidos para a identificacao intraoperatoria das mesmas.
Um conhecimento profundo da anatomia cirtrgica, sendo condicao indispensavel para a
execucdo de qualquer procedimento, ndo garante por si a identificacao destas glandulas,
pela ampla variabilidade da sua localizacao, pelo seu pequeno tamanho e coloracao (Figura
19).

Figura 19 — Imagem intraoperatoéria de paratiroide em cirurgia tiroideia

As técnicas de identificacdo ou localizacao das glandulas paratiroideias podem-se dividir em
dois grandes grupos: a) Técnicas de localizacdao/identificacdo pré-operatoria; b) Meios de
identificacdo intraoperatoria.

A - Técnicas de localizacao pré-operatorias

Estas técnicas sao utilizadas habitualmente no decurso do processo de diagnostico da
patologia tiroideia e/ou paratiroideia, nao se destinando apenas a localizacgao.
Compreendem meios de imagem de utilizagdo mais ou menos generalizada — ecografia,
tomografia computorizada (TC), ressonancia magnética nuclear (RMN) — e meios
especificos de identificacao das paratiroides — cintigrafia com Sestamibi.

Menos comum no ambito da cirurgia endocrina € a utilizacao de tomografia de emissao de
positrdes e de procedimentos invasivos, como a arteriografia ou cateterismo venoso
seletivo.

A ecografia é o exame de imagem mais utilizado para diagnostico de patologia cervical,
sendo o exame de primeira linha para avaliacdo de nddulos tiroideus e outras massas

cervicais [66, 103].
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A ecografia tiroideia e paratiroideia remonta a 1960, tendo o crescimento da sua
popularidade acompanhado o aumento da definicio da imagem, e é, atualmente, de
utilizacao universal.

Historicamente a sua utilizacdo na avaliacao de pacientes com hiperparatiroidismo nao era
considerada essencial, ja que o diagnostico laboratorial desta situacao obrigava a exploracao
cervical bilateral, tornando redundantes os exames de localizagao pré-operatorios [29, 66].
O advento da cirurgia minimamente invasiva veio alterar esta situacao, ja que so6 é possivel
uma abordagem focada, uniglandular, quando existem exames de localizacao e os mesmos
sao concordantes [29, 79, 80].

A identificacdo das glandulas paratiroideias normais por ecografia (Figura 20) nao é,
habitualmente, facil, mesmo para os utilizadores mais experientes, pelas suas pequenas
dimensoes e caracteristicas ultrassonograficas indistinguiveis de nddulos tiroideus ou
ganglios linfaticos [29, 103].

Mesmo as glandulas aumentadas (adenoma, carcinoma, hiperplasia), nao sao faceis de
identificar sendo a sensibilidade da ecografia para identificacao de adenomas de 70 a 80 %
[29, 66].

Figura 20 —Imagem ecografica mostrando adenoma da paratiroide inferior direita

Ecograficamente, o adenoma da paratiroide é tipicamente hipoecogénico comparado com
os nodulos foliculares tiroideus, mais hiperecogénicos [29].

A ecografia tem como grandes vantagens o custo relativamente baixo e auséncia de
exposicao a radiacoes [29, 103].

A tomografia computorizada, tem sobre a ecografia a vantagem de poder detetar adenomas
paratiroideus ectopicos, localizados no mediastino, tendo, contudo, maior dificuldade na
identificacdo de pequenos adenomas que podem, por esta técnica, ser confundidos com
ganglios linfaticos ou vasos tortuosos, apresentando sensibilidade que variam entre os 46 e
0s 87 %.
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As novas técnicas de TC-4D, em que a um TC tridimensional é adicionada uma quarta
dimensao baseada em alterac6es da perfusao tecidular, produzem imagens de alta resolucao
capazes de identificar adenomas com menor dificuldade que as TC convencionais,

permitindo valores de sensibilidades que atingem os 88 % (Figura 21) [29].

Figura 21 — Adenoma da paratiroide visualizado em TC-4D

A ressonancia magnética nuclear também pode ser utilizada para localizar adenomas da
paratiroide, sendo de maior utilidade na programacao de reintervencoes por persisténcia
ou recorréncia de hiperparatiroidismo. O desenvolvimento de protocolos especificos para a
imagiologia cervical permitiu atingir sensibilidades e especificidades de 97,7 % e 97,5 %,
respetivamente [66].

A cintigrafia com Sestamibi das glandulas paratiroideias comecou a ser utilizada em 1983,
ja sendo usada previamente em estudos de perfusao cardiaca. Foram utilizados inicialmente
varios radio-farmacos. Desde o inicio da sua utilizacao, em 1989, o Tecnécio 99m (99mTC)
rapidamente se imp0s pelos seus melhores resultados [29].

O Sestamibi acumula-se nas mitocondrias, pelo que a imagem varia dependendo da
concentracdo destes organelos. A alta concentracdo de mitocondrias que ocorre nos
adenomas das paratiroides (com grande contetido de células oxifilicas que tém elevado teor
mitocondrial) explica a maior visibilidade destes face as paratiroides normais, que
apresentam menor concentracao de mitocondrias. O tecido tiroideu normal também capta
Sestamibi, mas o seu menor teor em mitocondrias faz com que o seu esvaziamento seja mais
rapido, permitindo que as paratiroides sejam identificadas por técnicas de subtraciao ou
dupla fase, com sensibilidades para a detecio de adenomas unicos de 89 e 73 %,
respetivamente, e especificidade de 90 a 95 % para ambas as técnicas [66, 104].

Estas imagens podem ser associadas a SPECT (single photon emission computed

tomography) dando uma melhor definicao espacial (Figura 22) [66].
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Figura 22 - Adenoma intratiroideu visualizado em Sestamibi-SPECT

Sao vérias as limita¢des do Sestamibi, podendo ocorrer falsos negativos e falsos positivos:
alguns nodulos tiroideus tém alto contetido de células oxifilicas podendo causar falsos
positivos, que também podem ocorrer em carcinomas da tiroide, doenca metastatica,
ganglios linfaticos, sarcoidose e gordura castanha. Podem ocorrer falsos negativos em
adenomas com reduzido contetdo de células oxifilicas, muitas vezes associados, também, a
hiperplasia das paratiroides, adenomas duplos e pequenos adenomas tunicos. A
sensibilidade do Sestamibi para estas situacoes reduz-se para 30 % (se duplo adenoma) a
45 % (hiperplasia) [66, 105].

A tomografia por emissdo de positrdes, PET, associada a tomografia computorizada ou a
ressonancia magnética, é, hoje, um dos métodos de diagnostico mais fiaveis pela
possibilidade de fusao de dados anatomicos com dados metabolicos.

Varios radio-marcadores podem ser usados para a obtencao de imagens, sendo, para a
identificacdo de adenomas da paratiroide, mais utilizado o 18-F-Fluorocolina, com valores
de sensibilidade de 97 % e especificidade de 93,7 % [66, 106].

Das técnicas invasivas, a bidpsia aspirativa com agulha fina, guiada por ecografia ou TC, é a
mais frequentemente utilizada, sendo muito especifica na distincdo entre tecido
paratiroideu e nao paratiroideu. Para esse efeito a medicao dos niveis de PTH é mais
sensivel que a citologia.

Esta técnica ndo é usada habitualmente antes da cirurgia inicial, pela sua invasibilidade,

reservando-se para a programacao de reintervencoes [66].
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A arteriografia da paratiroide estd praticamente abandonada, pois comportava riscos
importantes (embolias do Sistema Nervoso Central, quadriplegia) que nao justificam a sua
utilizacao [66].

Também habitualmente reservada para as reintervengdes ou para casos em que 0s exames
nao invasivos foram negativos, a cateterizacao venosa seletiva, para doseamento de PTH,
apresenta uma sensibilidade que atinge 95 % em algumas séries. A necessidade de um
radiologista de intervencao experiente na técnica, os custos e a exposicao a doses elevadas

de radiacao sao os principais fatores negativos associados a esta técnica [66].

B - Técnicas de localizacao intraoperatéria
As técnicas utilizadas intraoperatoriamente para a localizacdo de glandulas paratiroideias
sao utilizadas quase exclusivamente na cirurgia de ressecao das paratiroides, habitualmente

no contexto de hiperparatiroidismo (Figura 23).

Figura 23 — Imagem intraoperatéria em cirurgia de hiperparatiroidismo — adenoma da paratiroide superior

direita

A administracdo de azul de metileno por infusdo intravenosa para identificacdo das
glandulas paratiroideias, teve o seu inicio em 1971, continuando a ser utilizada por alguns
cirurgioes, apesar de desencorajada pela literatura pela possibilidade de efeitos secundarios
[107-1009].

As doses empregadas variam entre os 5 e os 7,5 mg/kg de peso do doente, iniciando-se a
infusdo apos a inducao anestésica ou durante a incisao cutanea, corando entre 83 e 100 %
das glandulas patolégicas, existindo contudo falsos positivos (paratiroides normais,
ganglios linfaticos, nédulos tiroideus, quistos do timo e tecido adiposo) [91, 108].

Foram reportados diversos efeitos secundarios menores: pseudocianose, coltiria temporaria

(verde) e pseudo-hipoxia, nausea, dor no local da infusao [108, 109].
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Menos frequentes, mas de maior gravidade e com mortalidade associada, foram reportados
casos de neurotoxicidade, sobretudo relacionados com o uso concomitante de farmacos
inibidores da recaptacao da serotonina [108, 109].

A utilizacdo do 5-ALA (&cido amino-levulinico) para identificacdo das glandulas
paratiroideias nunca atingiu grande popularidade, face aos efeitos secundérios associados,
nomeadamente, reacoes alérgicas e manifestacoes cutaneas associadas a fotossensibilizacao
[29, 91, 108, 110].

Em 1998, Norman descreveu a cirurgia radio-guiada das paratiroides, com a detecao
intraoperatoria do isétopo radioativo Tcggm-Sestamibi por uma gama camara portatil
(Figura 24), que, conforme anteriormente referido, é concentrado pelas paratiroides
hiperfuncionantes [92].

O is6topo é injetado em veia periférica antes da cirurgia. Sendo captado também pela tiroide
h& um tempo 6timo para a detecao, que ocorre cerca de trés horas apos a injecao, quando o
esvaziamento do radio-farmaco na tiroide esta quase completa e persiste captacao na
paratiroide. Esta pequena margem temporal é uma das limitacoes da técnica, existindo
falsos negativos quando o esvaziamento da paratiroide € mais rapido [64].

A dose de radiacdo a que estdo expostos, paciente e equipa cirtirgica, € diminuta [91].

Figura 24 — Utilizacdo intraoperatéria de gama-camara portatil

A utilizacdo deste método permitiu atingir percentagens de cura para o hiperparatiroidismo
primario até 99,1 % [91].

A gravidez, alergias e sensibilidade ao radio-fArmaco sdo contraindica¢oes do método, cuja
popularidade foi diminuindo ao longo do tempo, pelas dificuldades logisticas, sendo
reservada, na maioria dos centros que a praticam, para os casos de reintervencao [91].

O doseamento da PTH intraoperatoria é utilizado em muitos centros para confirmar a
eficacia da resse¢ao em cirurgia do hiperparatiroidismo, beneficiando da curta semivida da

PTH (3 a 5 minutos). Esta técnica, descrita pela primeira vez em 1991 por Irving, ganhou
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maior utilidade com o aparecimento de métodos laboratoriais que permitem resultados em
cerca de 10 minutos [81, 91].

Tem como principais indicacoes [81, 91]:

- Verificacdo da remocao de todo o tecido paratiroideu hiperfuncionante;

- Demonstracdo de inadequada reducdo da PTH perante a existéncia de paratiroides
hiperfuncionantes adicionais;

- Determinacao da necessidade de exploracao cirargica adicional;

- Discriminacao de tecido paratiroideu de outros tecidos (através do doseamento direto da
PTH no tecido suspeito);

- Localizacao da lateralidade da glandula hiperfuncionante (colheita bilateral em ambas as
veias jugulares).

Sao efetuadas determinacoes em varios tempos, para avaliar a variacao da PTH.

Foram definidos varios critérios (Miami, Halle, Roma, Viena, Charleston) para a previsao
do sucesso do tratamento, sendo os critérios de Miami os mais amplamente usados,
apresentando taxas de acuracia de 97 — 98 % [108, 111].

Os critérios de Miami consideram uma descida da PTH aos 10 minutos ap06s excisao, maior
que 50 % em relacao aos valores mais altos pré-incisao ou pré-excisao, como preditiva de
sucesso [81].

Apesar das inegaveis vantagens da técnica, o seu custo relativamente elevado e o beneficio
marginal que alguns autores atribuem a técnica, fazem com que a sua utilizacdo nao seja

universal [108, 111].

O exame extemporaneo com corte de congelacdo é usado, desde ha longo tempo, para
confirmacao da natureza do tecido apds ressecao e, embora possam ocorrer falsos negativos
e falsos positivos, mantém a sua utilidade [91].

As suas maiores limitacoes estdo na dificuldade em distinguir paratiroide de tiroide, na
impossibilidade em diferenciar adenoma de hiperplasia das paratiroides, nos custos
relativamente elevados do procedimento, que implica a disponibilidade de
anatomopatologista, e no tempo de execucio, cerca de 20 minutos, que tem repercussao no
aumento do tempo operatorio, com os inerentes custos de utilizacdo do bloco operatério
[91].

Para além da técnica objeto desta tese, nos tltimos tempos surgiram novas técnicas de
identificacdo intraoperatéria das glandulas paratiroideias utilizando tecnologias 6ticas:
angiografia com verde de indocianina, tomografia de coeréncia 6tica (OTC), laser speckle
contrast imaging (LSCI), dynamical optical contrast imaging (DOCI) e espetroscopia de
Raman. Com excecao da primeira, todas as outras sdo de utilizacdo reduzida,

essencialmente limitada aos grupos que as tentam implementar [112, 113].
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O verde de indocianina é um agente fluorescente com pequena toxicidade e poucos efeitos
secundarios, ja utilizado na pratica médica ha cerca de 25 anos, que nos tltimos tempos tem
vindo a ganhar maior popularidade, sendo utilizado em véarias areas cirurgicas,
nomeadamente para avaliacao da perfusao de anastomoses digestivas e na identificacao de
ganglios linfaticos [113, 114].

A angiografia por verde de indocianina para identificacdo das glandulas paratiroideias
comecou a ser descrita, em 2015, em cirurgia do hiperparatiroidismo primario, e, em 2016,
em cirurgia tiroideia. A sua utilizacdo em cirurgia das paratiroides, apesar dos promissores
resultados iniciais nao tem obtido grande popularidade face a mais-valia marginal que
proporciona, sendo a captacdo do contraste por todos os 6rgaos vascularizados uma das
maiores limitacoes da técnica [115-117].

Em sentido inverso, a angiografia por verde de indocianina tem vindo a ganhar
popularidade na avaliacdo da viabilidade das glandulas paratiroideias em cirurgias da
tiroide [118]. A sua possivel complementaridade com a identificacao das paratiroides por

autofluorescéncia sera discutida noutro capitulo.
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1.4 A fluorescéncia de infravermelho pré6ximo — aplicacoes

da fluorescéncia em cirurgia

A aplicacao da fluorescéncia nas ciéncias médicas tem sido objeto de interesse crescente nas
ultimas décadas, sendo a sua utilizacao intraoperatoria relativamente recente.

A emissao de luz por uma substancia — luminescéncia — é dividida formalmente em duas
categorias: fluorescéncia e fosforescéncia, dependendo da natureza do estado excitado
(Figura 25) [119].

Em estados excitados singletos, um eletrao na orbital excitada é emparelhado (por spin
oposto) com o segundo eletrao na orbital fundamental, ocorrendo um rapido retorno ao
estado fundamental pela emissdao de um fotdo — fluorescéncia - sendo um fenémeno breve
(cerca de 10 ns — 1079 seg). A luz emitida tem um comprimento de onda maior que a radiacao
incidente e cessa, quase imediatamente, apés a eliminacao da fonte excitante [119].
Fosforescéncia é a emissao de luz a partir de estados excitados tripleto, nos quais o eletrao
na orbital excitada, tem a mesma orientacdo spin que o eletrao no estado fundamental.
TransicOes para o estado fundamental sdo proibidas, sendo a taxa de emissao lenta, pelo
que o tempo de fosforescéncia vai de milissegundos a segundos, sendo mesmo possiveis

tempos maiores, o que permite a manutencao da emissao ap6s o fim da excitacao [119].

Conversio
Interna

S
o =
E S] — Cruzamento
w Intersistema
Absorgao
Fluorescéncia T1
Fosforescéncia
So

To

Figura 25 — Diagrama de Jablonski simplificado

Na natureza ocorre outro fenémeno associado a emissao luminosa — a bioluminescéncia —
em que existe transformacao de energia quimica em energia luminosa, como acontece nos
pirilampos em que uma enzima, luciferase, oxida o substrato da proteina luciferina
consumindo uma molécula de ATP. A molécula de luciferina excitada energeticamente,
liberta essa energia quimica na forma de energia luminosa. Enquanto na fluorescéncia e
fosforescéncia a energia luminosa é absorvida de outra fonte e depois libertada, na
bioluminescéncia a luz é produzida por um processo quimico, independentemente de outra

fonte de luz [120, 121].
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A emissao de fluorescéncia por uma estrutura depende da presenca de fluor6foros
(moléculas ou grupos funcionais capazes de absorver energia de um comprimento de onda
especifico e depois emitir num comprimento de onda menor). Estes fluoroforos podem ser
intrinsecos, que ocorrem naturalmente, ou extrinsecos, corantes adicionados a uma
estrutura para a tornar fluorescente [119].

Os fluoréforos intrinsecos conhecidos incluem aminoécidos aromaéticos (triptofano, tirosina
e fenilalanina), NADH, flavinas, derivados do piridoxil, bem como, nas plantas, a clorofila
[119].

Os aminoacidos arométicos tém espetros de absorc¢ao entre 260 e 295 nm e de emissao entre
282 e 353 nm [119].

Os cofatores enzimaticos sdo com frequéncia fluorescentes, tendo o NADH maximos de
absorcdo e emissao aos 340 e 460 mm. A forma oxidada NAD+ nao é fluorescente, ao
contrario do que acontece com as flavinas (riboflavina, FMN - flavina mononucleotido e
FAD - flavina adenina dinucleotido) em que sao as formas oxidadas que sao fluorescentes e
nao as reduzidas.

As flavinas absorvem luz no espetro do visivel e tém maximo de emissao aos 525 nm.

O cofator piridoxil fosfato também € fluorescente. Os seus espetros de absor¢ao e emissao
dependem da sua estrutura quimica dentro das proteinas, situando-se entre 250 e 300 nm
e 350 e 400 nm, respetivamente [119].

Em tecidos intactos encontram-se outros fluor6foros, como o colagénio, elastina e
porfirinas.

Nestes casos a emissao nao se deve a um tipo Gnico de molécula, mas representa todas as
estruturas emissoras presentes no tecido, encontrando-se diferentes espetros de emissao
com diferentes espetros de absorcao [119, 122].

A investigacao da fluorescéncia intrinseca, tentando identificar padroes espetrais passiveis
de ser usados na discriminacao entre tecidos normais e patologicos, € uma area em grande
desenvolvimento nos nossos dias.

Existem numerosas substancias com capacidades fluoréforas extrinsecas, como a
fluoresceina, rodamina e dansil, que quando acopladas a substancias nao fluorescentes
permitem a marcacao destas [119].

A capacidade de detecao destes corantes nos tecidos é muitas vezes limitada pela existéncia
de autofluorescéncia, que na quase totalidade dos casos decresce a medida que o
comprimento de onda de excitacdo aumenta, pelo que ganharam particular interesse os
corantes de maior comprimento de onda, com relevo para as cianinas, que tém espetros de
absorc¢ao e emissao acima dos 550 nm [119].

A “janela o6tica“ entre os 700 e os 900 nm (infravermelho préximo) revela-se a mais

adequada para a aquisicdo de imagens e detecao de patologias, jaA que comprimentos de
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onda inferiores a 700 nm sao fortemente absorvidos nos tecidos por moléculas endogenas,
como a hemoglobina e mioglobina, e comprimentos de onda acima de 900 nm sao limitados
pelos comprimentos de onda da agua e lipidos. A menor absorc¢ao pelos tecidos, permitindo
maior penetracdo, torna os fluor6foros emitindo na banda do infravermelho préximo,
adequados a utilizacdo intraoperatoria, estando na origem da cirurgia guiada pela
fluorescéncia [119, 123, 124].

A cirurgia guiada pela fluorescéncia define-se como uma técnica de imagem baseada nas
propriedades oticas dos tecidos, que permite a visualizacao de estruturas inaparentes a
“olho nu” e a avaliacao de atividades metabdlicas dinamicas como a perfusao de 6rgaos [123,
124].

Com poucas excegoes, em que ¢é utilizada a autofluorescéncia dos tecidos, é utilizada a
injecdo de corante fluorescente, que pode emitir fluorescéncia apos excitacao por fonte
luminosa. Esta pode ser observada diretamente no campo operatorio ou, através de camaras
especificas, projetada num monitor [123].

H4 poucos corantes fluorescentes em utilizacao clinica, estando, contudo, em diversos
estados de desenvolvimento e investigacao, varios compostos [123].

Atualmente as aplicagoes clinicas mais populares da cirurgia guiada pela fluorescéncia
incluem a colangiografia por fluorescéncia, identificacdo de ganglio sentinela e avaliacao de
perfusao de anastomoses [123-125].

A aplicacdo mais importante, ainda em fase embrionéaria é a identificagdo em tempo real de
tecidos tumorais através de corantes fluorescentes especificos para o tipo de cancro [124].
Os grandes beneficios da cirurgia guiada pela fluorescéncia incluem [125]:

- Avaliacdo em tempo real da perfusao tecidular.

A perfusao tecidular é um fator fundamental na cicatrizacao, pelo que a sua avaliacao podera
ter impacto na redu¢do do nimero de deiscéncias anastomoticas. Estudos em cirurgia colica
utilizando o verde de indocianina, mostraram uma menor taxa de deiscéncias
anastomdticas, face ao grupo controle sem utilizacao de contraste, 0o mesmo ocorrendo em
cirurgia esofagica, levando a que a utilizacao desta técnica esteja em grande expansao [126].
- Visualizacao de estruturas criticas.

A fluorescéncia pode ajudar a prevenir lesdes inadvertidas de estruturas anatémicas
criticas, nomeadamente nervos, ureteres e arvore biliar [125]. A excrecao hepatica do verde
de indocianina torna possivel a visualizacao da arvore biliar cerca de 45 minutos apoés a sua
injecdo endovenosa, sendo a sua maior limitacao a fluorescéncia hepatica, o que ndo impede
ser esta uma das principais aplicagoes da cirurgia guiada pela fluorescéncia [127]. A
identificacdo dos ureteres por fluorescéncia minimizando o risco de lesdo iatrogénica € uma

area promissora, limitada, atualmente, porque o verde de indocianina nao é excretado por

37



Identificacao intraoperatoéria das glandulas paratiroideias por fluorescéncia de infravermelho proximo

via urinaria, estando em curso estudos com fluoréforos com excrecao urinaria como o
IRDye800CW. Também a identificacdo de nervos esta a ser objeto de investigacao [128].

- Estadiamento intraoperatorio em tempo real.

O verde de indocianina tem sido utilizado, com sucesso, na pesquisa de ganglio sentinela
em varios tipos de tumores, apesar de ndao ser o corante ideal, pois é escassamente retido
nos ganglios linfaticos, dispersando rapidamente. Estdo em desenvolvimento novos
corantes que poderao obviar essa limitacao [125].

- Avaliacdo de margens tumorais, radicalidade cirtrgica e avaliacio de resposta ao
tratamento.

A administracdo de um anticorpo com fluorescéncia e especificidade para um determinado
tumor podera proporcionar uma rapida e acurada avaliagdo da radicalidade da cirurgia
[125].

O desenvolvimento de corantes fluorescentes tumor-especificos teve um avanco
significativo nos dltimos anos, permitindo, ndo s6 a detecdo de tumores em estadios
precoces, como também uma ressecao tumoral precisa. A estratégia de acoplar um corante
fluorescente (IRDye800CW) com anticorpos monoclonais utilizados em terapéutica
oncologica (bevacizumab ou cetuximab) estd em estudo para o carcinoma do colon e es6fago
de Barrett [125].

Assim, nas suas varias vertentes, a cirurgia guiada pela fluorescéncia parece poder tornar-
se uma arma poderosa na direcdo da medicina de precisdo, permitindo melhorias no

diagnostico, decisao cirdrgica em tempo real e avaliacao da eficacia [125].
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1.5 A autofluorescéncia das paratiroides

Em 2011, Paras e cols da Universidade de Vanderbilt, Nashville, Estados Unidos da
América, apresentaram os resultados de um estudo em que pela primeira vez é mostrada a
autofluorescéncia das glandulas paratiroideias (Figura 26) [12].

Partindo de estudos de espetroscopia oOtica (espetroscopia de Raman), técnica dirigida
sobretudo a detecao de tecidos patoldgicos e beneficiando da capacidade desta para a
detecao de diferencas na composicdo quimica e na arquitetura dos tecidos, este grupo
conseguiu demonstrar um padrao de autofluorescéncia nas paratiroides, passivel de ser
aproveitado para a sua diferenciacao de outros tecidos cervicais [12].

A dispersao de Raman é uma forma de dispersao nao elastica, originada por perturbacoes
numa molécula, que induzem nesta transicoes vibracionais ou rotacionais [119].

A espetroscopia de Raman é, assim, uma técnica molecular especifica que pode ser usada
para o estudo de diferentes tecidos ou materiais, podendo ser particularmente 1til no
diagnostico diferencial entre situacbes pré-cancerosas e cancerosas, existindo publicacoes
sobre a sua aplicacdo na detecdo in vivo de cancros do colo uterino, mama, pele e trato
gastrintestinal, com altas sensibilidades e especificidades [129, 130]. Esta técnica é muito
sensivel a alteragoes subtis da fisiologia dos tecidos, bem como a presenga de patologia. A
grande limitacao desta técnica esta na sua dificil aplicabilidade para colheita de imagens in
vivo, ja que é um fenémeno de fraca intensidade [130, 131].

A utilizacao de espetroscopia Otica em cirurgia enddcrina tem sido limitada, existindo
publicacoes sobre o uso de 5-ALA e de azul de metileno para detecao das paratiroides em
hiperparatiroidismo, nao tendo esta técnica, contudo, ampla aceitacao [132-135].

Das e cols utilizaram a espetroscopia de Raman para a diferenciacdo ex-vivo entre adenoma
e hiperplasia das paratiroides com sensibilidade de 93 % e 95 %, respetivamente [136].

Os estudos existentes dirigiam-se essencialmente a discriminacio entre tecidos normais e
patoldgicos, nao sendo considerada a potencial utilidade destas técnicas para utilizagao
intraoperatoria.

Face as potencialidades da fluorescéncia de infravermelho préximo os investigadores da
Universidade de Vanderbilt, ap6s um estudo inicial utilizando estimulacdo a 337 nm e
captacao a 440 nm, que nao demonstrou capacidade discriminativa entre os varios tecidos
cervicais, iniciaram estudos com estimulacao a 785 nm e captacdo a 820 nm.

Para esse estudo utilizaram um laser diodo 785 nm, com uma poténcia de 80 mW e foco de
400 um, acoplado a uma fibra otica, sendo a fluorescéncia detetada com um
espetrofotdmetro através da mesma fibra 6tica, e o sistema controlado por um computador

portatil.
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Figura 26 — Dispositivo utilizado por Paras e cols [137]

(Adaptado de McWade MA, Paras C, White LM, Phay JE, Mahadevan-Jansen A, Broome JT: A novel optical
approach to intraoperative detection of parathyroid glands. Surgery 2013, 154(6):1371-1377 sob autorizacao
Elsevier)

Obtiveram espetros de multiplas localizacoes de varios tecidos (tiroide, paratiroide,

gordura, musculo, ganglios linfaticos), sendo necessario o encerramento das luzes da sala.
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Figura 27 — Grafico de intensidade de fluorescéncia [137]

(Adaptado de McWade MA, Paras C, White LM, Phay JE, Mahadevan-Jansen A, Broome JT: A novel optical
approach to intraoperative detection of parathyroid glands. Surgery 2013, 154(6):1371-1377 sob autorizacao
Elsevier)

A comparacio dos espetros obtidos de diferentes tecidos cervicais mostrou emissao de
fluorescéncia, consistentemente observada aos 822 nm, na tiroide e paratiroide e quase nao
existente nos outros tecidos.

A intensidade da fluorescéncia obtida em paratiroides foi sempre muito superior a obtida
na tiroide (Figura 27), revelando a analise estatistica com o teste t de Student um valor p de

0,0000235 a um nivel de confianca de 99,9 % [12].
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Nao foram encontradas diferencas na intensidade do sinal em funcao do estado das
glandulas: tiroide e paratiroide normais ou patolégicas mantém emissao de fluorescéncia
[12, 137].
Analise multifatorial nao revelou, para qualquer tecido, diferencas no padrao de
fluorescéncia em funcao da idade ou sexo [12].
A presenca de autofluorescéncia na tiroide e paratiroide poe uma questdo ainda por
esclarecer, relacionada com a geracgao desta.
A excecio da melanina, que ndo esti presente na paratiroide, ndo sio conhecidos
fluordforos naturais emitindo nesta banda do espetro [137].
Os constituintes responsaveis pela fluorescéncia devem estar presentes na tiroide e em
maior concentracdo na paratiroide e ausentes nos restantes tecidos cervicais, sendo
inicialmente considerados potenciais candidatos a hormona paratiroideia, varias formas de
porfirinas e os recetores sensiveis ao calcio (CaSR) [12, 137].
A auséncia de PTH na tiroide, associada a nao existéncia de aumento significativo de sinal
associado ao tecido paratiroideu hiperfuncionante, levam a exclusao dessa hormona como
possivel causa da fluorescéncia [138].
As porfirinas, que emitem fluorescéncia entre os 600 e 700 nm, também nao existem nos
tecidos cervicais, pelo que deverao ser excluidas como causas possiveis [139].
Os recetores sensiveis ao calcio (CaSR), proteinas-G, estao envolvidos no controlo da sintese
e secrecao de PTH e calcitonina. Existem em maior concentracao nas células da paratiroide,
encontrando-se também, em menor concentracao nas células C da tiroide, estando ausentes
no musculo, gordura ou linfaticos. Podem também ser encontrados nos tubulos renais,
cérebro, osso e epitélio intestinal [51].
Alguns factos pareciam confirmar esta hipotese:
- A menor intensidade de fluorescéncia tendencialmente associada ao hiper-
paratiroidismo, situacao clinica em que ha menor expressao dos CaSR [137, 140,
141].
- Presenca de picos de emissdo de autofluorescéncia aos 822 nm no epitélio cdlico e
rim [137, 140].
- Menor intensidade de fluorescéncia associada a tumores de Wilms, em que ha
menor expressao dos CaSR, face ao tecido renal normal [140].
No entanto, investigacao subsequente veio a excluir quase por completo esta hipotese:
- Sendo conhecida a localizacdo dos CaSR nas membranas caveolares, o isolamento
destas nao mostrou persisténcia da fluorescéncia [140].
- Auséncia de diferenca no padriao de autofluorescéncia em xenoenxertos de

carcinoma medular da tiroideia com ou sem expressao de CaSR [140].
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- O isolamento dos componentes da paratiroide por imunoprecipitacao, para isolar
diretamente os CaSR, nao mostrou autofluorescéncia no componente onde estes
estavam presentes [140].

- Também a utilizacdo de linhagens celulares com sobre-expressao de CaSR nao
mostrou existéncia de autofluorescéncia [140].

Excluidos os CaSR, estudos com microscopia de fluorescéncia efetuados em varios tecidos
endocrinos, parecem apontar os granulos de secrecdo como local de origem da
fluorescéncia, continuando, contudo, a incerteza sobre o responsavel especifico pela
emissdo, sendo atualmente sugerido tratar-se de uma estrutura proteica termoestavel e

resistente a degradacdo, com um peso molecular aproximado de 15 Dalton [140].
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Capitulo 2

Objetivos

Este trabalho teve como objetivo principal o aumento do conhecimento sobre a aplicacao
da autofluorescéncia das paratiroides na pratica cirargica, resultando da tentativa de

resposta a varias questoes:

1- A estimulacdo luminosa, capaz de desencadear a autofluorescéncia das paratiroides,
tem capacidade de provocar alteracGes no padrdao secrecdo hormonal dos o6rgaos
secretores, ou mesmo alteracOes estruturais ou ultraestruturais nos tecidos cervicais

diretamente expostos?

2- Os estudos iniciais envolveram a utilizacdo de tecnologia dispendiosa. Sera possivel a

obtencao de imagem em tempo real com o recurso a materiais de custo reduzido?

3- Sera a autofluorescéncia 1til na inspecdo imediata das pecas operatérias para

identificacdo de glandulas paratiroideias incidentalmente excisadas?

4- Existindo diferencas entre as glandulas paratiroideias normais e as patologicas, sera a

autofluorescéncia 1til na cirurgia do hiperparatiroidismo?

5- Nao proporcionando este método informacao sobre a vascularizacao das paratiroides, a
sua utilizacdo tera influéncia na diminuicdo dos casos de hipoparatiroidismo pos-

operatorio?

Paralelamente a estas questOes, com repercussoes essencialmente clinicas, a divida na
causa da autofluorescéncia, cujo completo esclarecimento implica tecnologia e
conhecimentos que extravasam muito a area cirurgica, levou ao estabelecimento de dois
objetivos secundarios, pequena contribuicao para o conhecimento na area, sob a forma das

seguintes questoes:

1- A emissao de fluorescéncia pelas paratiroides sera alterada pela exposicao a condicoes

extremas (aquecimento, congelacao e fixacdo em formalina)?
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2- A autofluorescéncia descrita ocorre para uma estimulacao na banda do infravermelho
proximo, em que os comprimentos de onda de excitagdo e emissdo estdo muito
proximos, o que coloca dificuldades na filtragem da luz. Existirao outros comprimentos

de onda capazes de desencadear autofluorescéncia com maior poder discriminativo?
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Capitulo 3

Metodologia

A heterogeneidade dos objetivos deste estudo obrigou a utilizacdo de varios métodos de
investigacdo, in vitro e in vivo, incluindo modelos animais vivos e cirurgia humana, que
implicaram a aquisicao de competéncias especificas nas diversas areas, bem como o apoio
de especialistas das mesmas.

Estando esses métodos descritos, pormenorizadamente, nos capitulos subsequentes
parece-me, contudo, importante uma sumarizacdo e enquadramento dos mesmos, bem
como a clarificacao de alguns pontos.

Estes estudos foram precedidos por um trabalho preliminar efetuado no Departamento de
Bioimagem do Instituto de Medicina Molecular da Faculdade de Medicina de Lisboa
(responsavel: Prof. Doutor José Rino).

Com o objetivo de testar a fluorescéncia in vitro foi efetuado um estudo em tecido suino,
com utilizacdo do sistema IVIS Lumina (Caliper Life Sciences, Hopkinton, Massachusetts,
USA), - Figura 28.

Figura 28— Sistema IVIS Lumina
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Em pecas animais obtidas imediatamente apo6s abate, procuramos a captacdo de
fluorescéncia nos comprimentos de onda entre os 810 e os 885 nm, ap6s estimulacao
luminosa na banda do infravermelho préximo, com comprimentos de onda entre os 705 e
os 780 nm e tempos de exposicao de 5 e 10 segundos.

Este sistema nao replica as condi¢oes dos estudos iniciais, nem é passivel de aplicacao
intraoperatoria, mas ao conseguir a estimulacdo luminosa dos tecidos em diversos
comprimentos de onda e a captacdo da fluorescéncia emitida, permitiu-nos a confirmacao
da existéncia de autofluorescéncia do tecido paratiroideu na banda do infravermelho
proximo.

Alocalizacao anatémica das paratiroides no porco, junto ao timo, logo afastadas da tiroide,
e o facto dos blocos cervicais terem sido preparados com base na localizacao desta, levaram
a que s6 em uma, das trés pecas anatomicas analisadas, tenha sido possivel a detecao
simultanea de fluorescéncia em ambos os tecidos (Figura 29).

Neste caso, foi possivel confirmar por corte de congelacao a natureza do foco de maior
fluorescéncia: tecido paratiroideu.

A estimulacao isolada de tecido esofagico e traqueal nao mostrou fluorescéncia (Figura 30)

Figura 30 — Bloco esdfago-traqueal submetido a estimulacao luminosa
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Comprovada a existéncia da autofluorescéncia das paratiroides desenhdmos um projeto
conducente a avaliacao da sua aplicacao clinica, com trés vertentes principais:

- Avaliacao da influéncia da estimulacao luminosa no padrao de secrecdo e na estrutura dos
tecidos irradiados;

- Desenvolvimento de um sistema de captacido de imagem passivel de utilizacao
intraoperatoria;

- Avaliacdo da utilizacdo da autofluorescéncia das paratiroides em cirurgia tiroideia e
paratiroideia.

Acessoriamente procuramos também contribuir para o esclarecimento da causa da
fluorescéncia, através da avaliacdo da autofluorescéncia de glandulas paratiroideias
submetidas a condicoes extremas e a anélises espectrais.

Para a avaliacdo de eventuais alteracOes estruturais, ultraestruturais e do padrao de
secrecao hormonal utilizamos um modelo animal, o rato Wistar.

Sendo pouco provavel a existéncia de alteracoes estruturais ou ultraestruturais causadas
pela exposicdo a uma fonte luminosa de baixa intensidade, a natureza especial dos tecidos
endocrinos poderia levar a que esta exposicao tivesse repercussao na normal secrecao
hormonal, situacdo que poderia ser impeditiva da utilizacdo da autofluorescéncia para
identificacdo das paratiroides, pondo em causa todo o projeto.

O desenvolvimento e aperfeicoamento de um dispositivo de baixo custo para visualizacao
das glandulas paratiroideias obrigou a utilizacao in vitro de fragmentos de tecidos cedidos
pelo Servico de Anatomia Patologica do Hospital dos SAMS.

Apbs a validacdo da utilizacio do sistema in vitro e aprovacio pela Comissio de Etica do
Hospital dos SAMS, foi iniciada a sua utilizacao em cirurgia tiroideia e paratiroideia.

As vérias vertentes do projeto resultaram no desenvolvimento de estudos auténomos:
A — Avaliacao da influéncia da estimulacao luminosa

1 - Avaliacao das alteracoes do padrao de secrecdo tiroideia e paratiroideia nos tecidos
submetidos a irradiacdo com fonte de infravermelho proximo.

Sendo um dos objetivos do estudo a afericao dos possiveis efeitos da radiacao infravermelho
proximo nos tecidos secretores, da qual havia escassa ou mesmo nula informacao na
literatura, imperativos éticos e legais levaram a opcao pelo estudo em modelo animal — rato
Wistar.

Apesar do pequeno porte e s6 ter um par de glandulas paratiroideias, o rato tem sido
utilizado de forma regular como modelo em investigacdo endocrinolégica, tendo as
vantagens de um custo reduzido e uma maior manuseabilidade face a animais de maior

porte.
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A realiza¢ao do estudo neste modelo obrigou a obtenc¢ao de autorizacao da Dire¢ao Geral de
Agricultura e Veterinaria, cuja demora (cerca de dois anos) foi o principal fator de atraso
neste projeto, bem como a minha creditacao como Investigador em Modelo Animal — Felasa
Categoria C.

Conforme descrito detalhadamente no capitulo III, foram utilizados, neste estudo, 32 ratos,
submetidos a dissecdo cervical sob anestesia geral, sendo 16 irradiados com fonte de
infravermelho proximo (grupo de estudo) e 16 nao irradiados (grupo controlo). Para
garantir a uniformidade da distancia de irradiacao foi construido um sistema de retencao

para a fonte LED (distancia ao campo cirdrgico — 20 cm) representado na Figura 31.

Figura 31 — Imagem intraoperatoria

A Figura 32 mostra fluorescéncia das paratiroides de rato submetidas a estimulacdo

luminosa.

Figura 32 — Imagem ampliada de bloco tiroparatiroideu de rato mostrando autofluorescéncia das paratiroides
Direita (D) e Esquerda (E)
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Efetuaram-se colheitas sanguineas pré-operatorias, pos-operatorias imediatas e aos 30 e 60
dias apos cirurgia, para determinacao de calcio, PTH, TSH, T3 e T4, sendo os resultados

sido submetidos a anéalise estatistica.

2 — Avaliacdo de alteragbes estruturais e ultraestruturais nos tecidos submetidos a
irradiacdo com fonte de infravermelho proximo.

A possibilidade de a irradiacdo luminosa desencadear alteracGes estruturais ou
ultraestruturais nos tecidos irradiados, cujas referéncias na literatura também sao escassas,
foi investigada com recurso ao mesmo modelo animal.

Foram utilizados para este efeito blocos tiroparatiroideus de 16 ratos dos grupos de estudo
e de controlo, anteriormente referidos, colhidos durante o processo de eutanasia dos
animais. Esses blocos foram imediatamente divididos pelo istmo, sendo metade fixados em
formalina e, posteriormente, corados com hematoxilina-eosina, incluidos em parafina e
montados em lamina para observacao ao microscopio 6tico. A outra metade dos blocos
tiroparatiroideus foi fixada em glutaraldeido em tampao cacodilato de s6dio 0,1 M com
sucrose (fixador primario), tetroxido de 6smio 1 % em tampao cacodilato de s6dio 0,1 M
(fixador secundario), acetato de uranilo 0,5 % em tampao acetato-acido acético 0,1 M.
Posteriormente procedeu-se a desidratacdo em concentracoes crescentes de alcool etilico,
transicao com 6xido de propileno, ap6s o que foram incluidas em resina epoxi (araldite).
Foram efetuados cortes ultrafinos com ultramicrémetro Leica EM UC7 RT, em grelhas de
cobre 200 mesh, espessura de 70 nm, contrastados com citrato de chumbo de Reynolds.
As grelhas obtidas foram observadas ao microscopio eletronico de transmissao.

As amostras foram observadas por trés experientes anatomopatologistas.

Em ambos os estudos foram avaliados qualitativamente os aspetos microscopicos,

estruturais e ultraestruturais dos tecidos irradiados e nio irradiados.

B — Estudos para desenvolvimento de dispositivo para identificacdo das glandulas

paratiroideias por autofluorescéncia.

O atraso observado na autorizacao para o inicio da experimentacao animal levou a que, os
detentores da tecnologia do dispositivo que inicialmente pensaramos utilizar, iniciassem
colaboracdo com outros grupos, obrigando-nos a procura de alternativas.

O desenvolvimento de um dispositivo de baixo custo, um dos objetivos do projeto, teve
como base concetual a nocdo de que, ocorrendo a fluorescéncia das paratiroides num
comprimento de onda relativamente préximo ao da visdo humana, que é utilizado

frequentemente em fotografia, e cuja captacdo pode ser feita através de uma modificagao
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simples das maquinas fotograficas comuns, poderia nao ser necessaria tecnologia
dispendiosa para a sua utilizagdo intraoperatoria.

A principal dificuldade esteve na escassa distancia entre o comprimento de onda da luz
incidente (780 nm) e o comprimento de onda da luz obtida (pico aos 822 nm), que obrigou
a realizacao de testes com varios filtros, de forma a impedir a saturacdo da imagem obtida
pela luz incidente (filtro de emissdo) e garantir a visualizacdo apenas de luz acima do
comprimento de onda desejado.

Os estudos iniciais replicaram os trabalhos de Kim e cols, com a utilizacdo de uma cdmara
fotografica, modificada pela remocao do filtro de infravermelho, para captacao de imagens

e um foco de emissao LED de 780 nm [142].

Figura 33 — Fragmentos de gordura (F), tiroide (T) e paratiroide (P) captadas com cimara de infravermelhos,

sob luz branca (esquerda) e LED 780 nm (direita).

Nao obstante a obtencao das imagens mostradas na Figura 33, as dificuldades encontradas
na focagem da camara modificada e os custos significativos associados a aquisicao e
modificacao da camara fotografica levaram-nos a pesquisa de outras formas de captacao de
imagem, com recurso a camcorder com funcao de captura de infravermelhos, a webcam
modificada e, por tltimo a dispositivo de visdo noturna (night vision goggles) (Figura 34).
Este ultimo dispositivo, mostrou-se mais eficiente que os anteriormente testados, passando
a ser utilizado nos diversos passos deste projeto.

Antes da utilizacdo em cirurgia o sistema foi testado in vitro com tecidos obtidos apds

cirurgias de ressecao tiroideia e paratiroideia.
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Figura 34 — LED 780 nm cm filtro bandpass 769 nm (esquerda). Dispositivo de visdo noturna com filtro

bandpass 710 nm (direita)

Foram comparados os dados de 30 tiroides, seis paratiroides e seis fragmentos de gordura
cervical, para varios niveis de captacao luminosa, sendo utilizado o sistema de retencao
anteriormente descrito para garantir uma distancia fixa de irradiacao luminosa.

Os resultados obtidos foram analisados estatisticamente.

Durante o periodo de desenvolvimento deste projeto, surgiram no mercado dispositivos
capazes de identificar a autofluorescéncia das paratiroides, construidos de raiz ou
adaptacao de dispositivos ja utilizados para outras finalidades.

Os custos associados a aquisicao destes dispositivos tornam-nos inatingiveis para hospitais
de baixa casuistica, provavelmente os que mais beneficiariam com a sua utilizacao
sistemaética.

Sendo a captacao da autofluorescéncia das paratiroides essencialmente dependente da
filtracao da luz incidente e da luz emitida, tal podera ser conseguido através de sistemas de
custo mais reduzido, o que foi demonstrado neste trabalho.

O preco atual do sistema por noés utilizado (cerca de 3000 €) representa menos de um
décimo dos sistemas comercialmente disponiveis, sendo ainda passivel de aperfeicoamento

e diminuicao de custos.

C - Avaliagao da autofluorescéncia em cirurgia humana

1- Aplicagao do dispositivo para identificacdo de glandulas paratiroideias inadvertidamente
excisadas ap0s cirurgia da tiroide.

Uma das possiveis vantagens da aplicacao da autofluorescéncia de infravermelho proximo
na cirurgia da tiroide, poderd ser a identificacio de glandulas paratiroideias

inadvertidamente excisadas, sem recurso a exame extemporaneo por corte de congelacao.
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Esta “biopsia 6tica” podera reduzir nao so6 os custos inerentes ao exame extemporaneo como
também o tempo de cirurgia.

Aidentificacao imediata de glandulas paratiroideias na peca operatoria, oferece ao cirurgiao
a possibilidade de proceder ao autotransplante das mesmas, diminuindo a possibilidade de
hipocalcemia permanente.

Em 40 tiroidectomias consecutivas (36 totais e 4 hemitiroidectomias) confrontamos os
resultados de utilizacdo da autofluorescéncia com o exame anatomopatologico das pecas
operatorias, quanto a presenca de tecido paratiroideu, analisando em simultaneo o impacto
da paratiroidectomia incidental no desenvolvimento de hipocalcemia p6s-operatoria.

Foi efetuado estudo estatistico dos resultados obtidos.

2 - A autofluorescéncia na identificacio das glandulas paratiroideias em cirurgia do
hiperparatiroidismo primario.

Nao sendo a cirurgia do hiperparatiroidismo primario frequente no nosso hospital, nao nos
foi possivel a conducao de um estudo prospetivo, face ao escasso nimero de pacientes
passiveis de inclusao, anualmente.

No entanto, tendo a utilizacao da autofluorescéncia potenciais vantagens, efetudmos um
estudo num subgrupo de cinco pacientes com hiperparatiroidismo priméario e exames de
localizacao nao concordantes, situacao em que essas vantagens poderao ser mais evidentes.
A ndo concordancia dos exames de localizacdo (ecografia cervical e cintigrafia com
Sestamibi) obriga, classicamente, a exploracao cervical bilateral, face a abordagem focada
com incisio minima permitida pela concordiancia dos exames. A utilizacdo da
autofluorescéncia nestas situacoes podera ajudar o cirurgiao na decisao de explorar apenas
um lado.

Sendo um estudo de pequena dimensao, os resultados nao foram objeto de analise

estatistica, privilegiando-se a avaliacdo qualitativa do procedimento.

3 - A autofluorescéncia na identificacao das glandulas paratiroideias em tiroidectomia total.
A avaliacdo do valor da autofluorescéncia na identificacdo das glandulas paratiroideias
durante a tiroidectomia total, bem como as suas implicacoes clinicas, foi, desde o inicio,
objetivo major do nosso projeto inicial.

A alteracdo do paradigma vigente na cirurgia da tiroideia, ocorrida com a publicacdo das
“Guidelines” da American Thyroid Association, que passou a privilegiar a preservacao do
orgao face a sua remocao completa, veio diminuir o nimero de tiroidectomias totais

efetuadas anualmente, dificultando o recrutamento de pacientes.
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Essa situagao obrigou-nos a alterar o estudo prospetivo randomizado, inicialmente previsto,
para um estudo comparativo entre um grupo de pacientes operado antes da disponibilidade
do dispositivo e um grupo de doentes operados com o auxilio do mesmo.

Sendo um estudo em que todos os pacientes foram operados pelo mesmo cirurgiao, com
vasta experiéncia em cirurgia da tiroide, a comparacao entre dois periodos, com e sem
utilizacao da autofluorescéncia, diminui a influéncia de possivel viés de observador, bem
como de possivel efeito de Hawthorn.

No estudo foram comparados dois grupos de doentes submetidos a tiroidectomia total pelo
mesmo cirurgido num periodo de trés anos, sendo que nos primeiros 60 pacientes as
glandulas paratiroideias foram identificadas visualmente pelo cirurgiao (grupo de
controlo), enquanto nos 45 subsequentes foi utilizada a autofluorescéncia para identificacao
das paratiroides, com o objetivo primario de aferir a influéncia da identificacdo das
paratiroides por autofluorescéncia na incidéncia de hipocalcemia pds-operatoria. Foi
também efetuada a comparacdo dos resultados da inspecao das pecas operatorias
(utilizando a autofluorescéncia) com o exame anatomopatologico das mesmas.

Os resultados obtidos foram analisados estatisticamente.

D - Contributos para o conhecimento da autofluorescéncia das paratiroides

1 - Persisténcia da fluorescéncia das paratiroides submetidas a aquecimento, congelacao e
fixacao em formalina.

Sendo a autofluorescéncia um fenémeno de causa desconhecida, procuramos dar uma
contribui¢do para o esclarecimento da sua origem, através da avaliacdo da persisténcia da
mesma em glandulas paratiroideias submetidas a condicoes extremas, que, de varias
formas, poderiam condicionar o padrao e a intensidade da emissao luminosa.

Cinco amostras de adenomas da paratiroide, obtidas imediatamente apos cirurgia, foram
divididas em trés fragmentos, submetidos a aquecimento a 80°, arrefecimento a -50° e
fixacao em formalina, sendo esses fragmentos observados antes e depois da exposicao.

As imagens foram analisadas com recurso ao software ImageJ, sendo os resultados da

intensidade de autofluorescéncia (valores arbitrarios) tratados estatisticamente.

2 - Analises espetroscopicas

Paralelamente, e com a colaboracao do departamento de Quimica do Instituto Superior
Técnico, dirigido pelo Prof. Doutor Luis Filipe Ferreira, e com o empenho e participacao
pessoal do proprio e da Prof? Doutora Isabel Machado, efetudmos anélises espetroscopicas
de varios tecidos por Ground State Difuse Reflectance e Laser induced luminescence,

procurando a existéncia de autofluorescéncia noutros comprimentos de onda, que
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eventualmente permitissem melhor discriminacao entre os tecidos bem como a obtencao

de alguma informacao sobre o possivel fluoroforo responsavel.

Em todos os trabalhos realizados foi efetuada a analise estatistica com recurso ao software
IBM SPSS Statistics (IBM Corp. IBM SPSS Statistics for Macintosh, Armonk, NY, Estados
Unidos da América), Versoes 22, 23 e 25.

Sempre que a distribuicdo dos dados obedecia aos critérios de normalidade (testes de
Kolmogorov-Smirnov e Shapiro-Wilk) foram utilizados testes paramétricos (teste t de
Student, ANOVA). Quando nao cumpridos estes critérios ou para dados em que estes testes
nao eram passiveis de utilizacdo, empregamos testes ndo paramétricos (Teste do qui-
quadrado, Kruskal-Wallis, Friedman).

Para todos os estudos foi considerado um nivel de significancia de 0,05.

54



Identificacao intraoperatoéria das glandulas paratiroideias por fluorescéncia de infravermelho proximo

Capitulo 4

Resultados — Artigos publicados

Os principais resultados desta investigacao encontram-se publicados, estando reproduzidos

neste capitulo.
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4.1 Artigo I: Near-infrared irradiation of the thyroid area:
effects on weight development and thyroid and
parathyroid secretory patterns.

Publicado em Laser in Medical Science, 2020, Volume 35, N°1, PAginas 107-114
Publicado online: 6 de Maio de 2019

Reproduzido sob autorizagao Springer
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Abstract

This study evaluates possible changes in weight and the secretory patterns of the thyroid and parathyroid glands irradiated with a
780-nm light-emitting diode (LED) source under conditions allowing their identification in an animal model. The use of near-
infrared light sources to detect the parathyroid glands has been a subject of research due to the benefit provided to patients
undergoing thyroid and parathyroid surgery. However, few studies have explored possible changes in weight and the secretory
patterns of the glands when subjected to light stimulation. Thirty-two male Wistar rats were divided into two groups and
subjected to cervical dissection and irradiation of the thyroid-parathyroid region under general anesthesia. The animals in group
1 (irradiated) were exposed to a 780-nm LED light beam for 180 s (dose 1.37 J/em?), whereas the animals in group 2 (control)
were not irradiated. Blood samples were collected pre-exposure, 7 min after exposure, and 30 and 60 days after exposure to
measure calcium, parathyroid hormone (PTH), triiodothyronine (Ts), thyroxine (Ty4), and thyroid-stimulating hormone (TSH)
levels in both groups. Weight variations between the evaluation periods were also analyzed. Parametric statistics were used
(Student’s ¢ test and ANOVA) after assuming normal distribution of continuous variables with the Shapiro-Wilk test. No
significant variation was observed in any of the analyzed parameters pre- and postexposure. A significant increase in the calcium
level was observed at 30 days in the irradiated group compared with that in the control group (11.156 = 1.31 mg/dl vs 10.300 +
0.30 mg/dl; df =30 p < 0.03) but this change was no longer observed at 60 days (9.925 +0.23 mg/dl vs 10.014 +0.18 mg/dl; df=
14 p=0.21). Irradiated rats gained less weight in the first 30 days after surgery (39.647 £32.39 vs 55.917 +22.61; df =30 p=
0.146) and at 60 days (84.000£27.36 vs 84.571+5.62; df=14 p=0.957), no differences were observed between the two
groups. No significant variations in weight development or changes in the secretory patterns of the thyroid and parathyroid
glands exposed to near-infrared stimulation were observed, confirming the safety of this light source in the identification of the
parathyroid glands.

Keywords Parathyroid - Thyroid - Autofluorescence - Surgery

Introduction parathyroid surgery [1-4]. The parathyroids are small glands
closely related to the thyroid, with which they share vascular-

The use of infrared light sources to induce autofluorescence in  ization, whose function is to regulate calcium metabolism
the parathyroid glands, facilitating their intraoperative identi-  through parathyroid hormone (PTH) secretion [5, 6]. The
fication, has been a subject of research due to the potential  parathyroid glands’ proximity to the thyroid, small size, and
benefit provided to patients undergoing thyroid and  morphological characteristics place these organs at risk during
thyroid resection since they are difficult to differentiate from
lymph nodes or adipose tissue in the surrounding region [6, 7].
>4 Carlos Serra Hypoparathyroidism is a distressing complication of thy-
caaserra@netcabo.pt roid surgery, occurring transiently in approximately 20% of
patients and definitively in 2 to 3% of patients, causing sig-

CICS — Centro de Investigagio em Ciéncias da Saide, Faculdade de  nificant morbidity and representing an important reason for
Ciéncias da Satde, Universidade da Beira Interior, Covilha, Portugal medical litigation [8—10]. The use of infrared light sources to
2 Hospital dos SAMS, Lisboa, Portugal induce autofluorescence in the parathyroid glands may be an

Published online: 06 May 2019 Q) Springer
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important tool for their identification, especially for less expe-
rienced surgeons [11]. Paras et al. at Vanderbilt University
demonstrated the autofluorescence of the parathyroid glands
when stimulated by a near-infrared radiation source (785 nm),
thus allowing their discrimination from surrounding tissue
[12]. Subsequent studies have confirmed these results, gener-
ating great interest in the potential of the technique [13-15].

As the original device described by Paras did not allow the
direct visualization of parathyroid glands, we worked on the
development of an optical device that could guide directly the
surgeon’s action.

Although near-infrared radiation does not have harmful
ionizing effects on tissues, the use of a light source on secre-
tory tissues, even at a low intensity, may trigger changes in the
associated secretory pattern, the magnitude of which requires
clarification [16]. Studies on the effects of light stimulation on
the secretory pattern of the thyroid are scarce, and only one
study has evaluated possible changes associated with expo-
sure to 780 nm infrared light [17]. To the best of our knowl-
edge, no studies have investigated the effects of infrared light
stimulation on PTH secretion.

In a study in mice, Azevedo et al. found changes in the
levels of the hormones triiodothyronine (T3) and thyrox-
ine (T4) in the first 7 days after stimulation with a 780-nm
diode laser (4 J/em?) [17]. Mohammed et al. analyzed the
effects of diode laser treatment (4 J/cm?) on the cervical
region of rabbits on thyroid function and observed tran-
sient alterations, with decreased T; and T4 and increased
thyroid-stimulating hormone (TSH) levels. These changes
normalized at 30 days [18]. Fronza et al. evaluated the
effect of aluminum gallium arsenide (AlGaAs) laser ther-
apy at A =830 nm (120 J/cm?) in rabbits and observed no
changes in T3 or Ty levels [19]. Lerma et al. studied the
effect of helium-neon (HeNe) laser radiation at 632.8 nm
(5 J/em?) on Wistar rats and showed no significant chang-
es in the patterns of hormone secretion [20]. In a study
with rabbits exposed to AlGaAs radiation at 830 nm,
Weber et al. found exposure-associated changes in Ts,
T,, and calcium levels, although these levels remained
within the normal ranges [21]. In these studies, the
thyroid-parathyroid region was not directly exposed to
the light source as the region was covered by the skin
and muscle layers. Given that near-infrared radiation can
penetrate tissue, its effects may not have been correctly
evaluated [16, 22].

The present study evaluates the effects of direct expo-
sure to a 780-nm LED source on the secretory patterns of
thyroid and parathyroid tissues under conditions allowing
identification of the parathyroid glands in an animal mod-
el [23, 24]. The null hypothesis was the calcium, PTH, Tj,
T4, and TSH blood levels were the same in the 780-nm
LED exposed rats and in the non-LED exposed rats (con-
trol group) for each time-point.

@ Springer
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Materials and methods

This study used 32 male Wistar rats aged 2-3 months pro-
duced in the vivarium of the School of Health Sciences of
University of Beira Interior (Universidade da Beira
Interior—UBI) (Fig. 1). The experimental protocol was ap-
proved by the Directorate General of Agriculture and
Veterinary Science.

The rats were kept in individual ventilated cages (Seal safe
Plus GR 900 Tecniplast S.p.A, Bugiggiatte, Italy) and provid-
ed with food (Standard Diet 4RF18, Mucedola srl, Settimo
Millanese, Italy) and water ad libitum. On day 1, after weight
measurement (Balance Tx2202L, Shimadzu Corporation,
Kyoto, Japan) and physical examination (observation), 32 rats
were subjected to general anesthesia via isoflurane inhalation
and underwent cervical incision and venipuncture of the jug-
ular vein for determination of calcium, PTH, T3, T4, and TSH
levels.

General anesthesia was induced with 5% isoflurane
(IsoFlo, Zoetis Inc., Parsippany, NJ, USA) in Oxygen
(2.4 Liters/min) and maintained with 2% isoflurane in
oxygen (2.4 Liters/min) delivered by a Matrx VME 2N
Anesthesia Machine (Matrx Inc., Orchard Road, New
York, USA).

Measurements of calcium were made using Advia 1800
Chemistry System (Siemens Healthcare Diagnostics Ltd.,
Frimley, Camberley, United Kingdom) with calcium_2
(CA_2) reagent (Siemens Healthcare Diagnostics Ltd.,
Frimley, United Kingdom).

Measurements of PTH, T, T4, and TSH were made using
Advia Centaur XP Immunoassay System (Siemens
Healthcare Diagnostics Inc., Tarrytown, NY, USA) with spe-
cific Advia Centaur reagents (Siemens Healthcare Diagnostics
Inc., Tarrytown, NY, USA).

The animals were divided into two groups:

»  Group 1 (irradiated; 16 rats)—cervical dissection was per-
formed to expose the thyroid gland, followed by irradia-
tion of the region for 180 s with 780 nm light (dose: 1.37J/
cm?) emitted by a collimated light-emitting diode (LED)
(M780 L3CI1, Thorlabs, Newton, NJ, USA) with a 780-
nm excitation bandpass filter (#84121, Edmund Optics,
Barrington, NJ, USA). The fluorescence emitted by the
parathyroid and thyroid glands was visualized with a
Nikon D70 DSLR camera (Nikon Corporation, Tokyo,
Japan) converted to infrared radiation capture and a
Nikon Nikkor 50-mm f/1.8 AF M/A lens (Nikon
Corporation, Tokyo, Japan) with an 832-nm emission
bandpass filter (#84123, Edmund Optics, Barrington, NJ,
USA). To ensure equal exposure distance for all animals,
the LED was coupled to a retention device, with the focus
placed approximately 20 cm from the cervical region. The
exposure time was calculated based on times reported in
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Fig. 1 Diagram of inclusion
Wistar male rats and study groups

16 wistar male rats

16 wistar male rats

Cervical dissection
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the literature for identification of the parathyroid glands
using similar systems.

*  Group 2 (control; 16 rats)—cervical dissection was per-
formed to expose the thyroid gland similarly to group 1,
but no cervical irradiation was administered.

After 7 min, venipuncture of the jugular vein was per-
formed again to measure calcium, PTH, T;, T4, and TSH
levels. After surgery, the rats in both groups were maintained
under similar conditions and medicated with an analgesic
agent (Meloxicam 1 mg/Kg SC, Maxican 0.2%, Ourofino
Satide Animal, Osasco, Brazil) on the first postoperative
day. On the 30th postoperative day, under general anesthesia,
blood was collected from all animals for determination of
calcium, PTH, T3, T4, and TSH levels. Half of the animals
from each group were then euthanized by cardiac puncture.

The surviving animals were euthanized by cardiac puncture
under general anesthesia on the 60th postoperative day, after
further blood collection for determination of the same param-
eters. Blood tests were performed by the Laboratorio Affidea
(Castelo Branco, Portugal) following the protocols in the
laboratory’s manual of good practices.
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The data were analyzed statistically using IBM SPSS
Statistics V.22 (IBM Corp. Released 2013. IBM SPSS
Statistics for Macintosh, Version 22.0. Armonk, NY: IBM
Corp). Student’s ¢ test and ANOVA were used considering a
significance level of 0.05, after assuring the normal distribu-
tion of data with Shapiro-Wilk test.

Due to the lack of previous studies, power was calculated
for each individual comparison according to the sample size,
calculated mean difference, and its variance. The power (1-3;
being  the type II error) is presented as a range between the
lowest and higher calculated power.

Results

No objective variation in the behavior of the irradiated animals
was observed compared with that of the animals in the control
group. Three animals (one from the irradiated group and two
from the control group) did not resist the second blood collec-
tion and died in the immediate postoperative period. The re-
maining animals exhibited full recovery of their vitality and
behavioral patterns prior to the intervention.
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Table1 The means and standard deviations of the weights (in grams) of
the animals throughout the study

Table3 The means and standard deviations of T values (in milligrams
per deciliter) before irradiation, postirradiation, and at 30 and 60 days

Irradiated Control p value Irradiated Control p value
Initial weight 308.30 (39.63) 307.33 (41.72) 0.948 Initial T3 0.636 (0.07) 0.684 (0.11) 0.150
Weight at 30 days 348.65 (28.42) 363.25 (44.59) 0.290 T postexposure 0.646 (0.10) 0.689 (0.13) 0.280
Weight at 60 days 387.25 (12.47) 391.71 (14.05) 0.815 T; at 30 days 0.634 (0.98) 0.639 (0.07) 0.340
T; at 60 days 0.346 (0.07) 0.310 (0.06) 0.150

Descriptive data of rats’ weight, serum calcium, T, T4, and
TSH for each group in each time-point are summarized in
Tables 1, 2, 3, 4, and 5 (respectively).

Serum calcium at 30th postoperative day was higher in the
irradiated group (11.156 +1.31 mg/dl) compared with con-
trols (10.300+0.30 mg/dl) p=0.014 (df=18.472—equal
variances not assumed)—Table 2.

Pre cervical dissection serum T, and 7-min post cervical
dissection serum T, was lower in irradiated rats (3.15+0.55
vs 3.75+0.78; df=22; p=0.037 and 2.55+0.78 vs 3.57+
0.85; df=20; p =0.003, respectively)—Table 4.

There were no statistical significant differences in all the
other measured parameters.

Figure 2 shows the mean weight variations at 30 and
60 days. Figures 3, 4, 5, and 6 show the mean variations of
the analyzed parameters between the initial and immediate
postexposure blood samples, between the initial samples and
those collected at 30 days, and between the samples at 30 and
60 days, respectively.

Weight difference between 60th-day post cervical dissec-
tion and 30th-day post cervical dissection was higher in irra-
diated rats compared with control (39.13 £ 10.855 vs 17.00 =
8156; df=8.59 p =0.038—equal variances not assumed).

Difference between 30th-day post cervical dissection and
pre cervical dissection was higher in irradiated rats (0.924 +
0.29 vs 0.083 £0.14; df=2.72 p=0.016—equal variances
not assumed).

All the other measured differences between time-points
for rats’ weight, T;, T4, and TSH were not statistically
different.

The PTH levels obtained were the same in all animals
(irradiated and control groups) and were lower than the

Table2 The means and standard deviations of serum calcium values (in
milligrams per deciliter) before irradiation, postirradiation, and at 30 and
60 days

lowest detectable value of the test; consequently, this pa-
rameter could not be analyzed. Therefore, parathyroid
function was inferred from the variations in calcium
levels.

Power calculation for comparison between two means with
asample size of n =32 (1:1) at 30th postoperative day and n =
16 (1:1) for 60th postoperative day analysis varied between
1-B € (0.069-0.3607).

Discussion

The need to collect sufficient amounts of blood for the planned
analyses led to a collected volume close to the maximum
safety levels for the animals. For the three animals that died
in the immediate postoperative period, both the blood volume
collected and difficulty in hemostasis resulted in significant
blood loss; therefore, the outcome was not related to irradia-
tion exposure.

No previous studies have analyzed weight variations asso-
ciated with light exposure. In the present study, the irradiated
group gained less weight initially, although the difference was
not statistically significant, and then a compensatory increase
in weight occurred between 30 and 60 days, resulting in no
differences in weight between the groups at the end of the
study.

No studies have explored the effects of near-infrared
irradiation on PTH secretion or in the calcium levels reg-
ulated by this hormone. The PTH values obtained, which
were all below the lower detection threshold of the kit
used, did not allow direct evaluation of parathyroid func-
tion; consequently, parathyroid function was evaluated

Table4 The means and standard deviations of T, values (in milligrams
per deciliter) before irradiation, postirradiation, and at 30 and 60 days

Irradiated Control p value Irradiated Control p value
Initial calcium 10.260 (0.44) 10.217 (0.34) 0.380 Initial T, 3.15(0.55) 3.75(0.78) 0.037
Calcium postexposure 10.111 (0.34) 10.033 (0.32) 0.270 T, postexposure 2.55(0.78) 3.57(0.85) 0.003
Calcium at 30 days 11.156 (1.31) 10.300 (0.30) 0.014 T, at 30 days 3.95(0.72) 4.04 (0.75) 0.760
Calcium at 60 days 9.925 (0.23) 10.014 (0.18) 0.210 T, at 60 days 4.11 (0.85) 4.64 (0.65) 0.200
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Table 5 The means and standard deviations of TSH values (in
milligrams per deciliter) before irradiation, postirradiation, and at 30
and 60 days

Irradiated Control p value
Initial TSH 0.0046 (0.002) 0.0044 (0.001) 0.420
TSH postexposure 0.0037 (0.001) 0.0038 (0.001) 0.490
TSH at 30 days 0.0035 (0.002) 0.0029 (0.001) 0.160
TSH at 60 days 0.0026 (0.001) 0.0033 (0.002) 0.170

indirectly from calcium levels since they are regulated by
PTH. Because the half-life of PTH is approximately
5 min, alterations in the secretion of this hormone would
have already been reflected in the calcium levels mea-
sured 7 min after the end of exposure, but no such alter-
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40.00
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20.00
10.00

0.00

Fig. 2 The mean weight
variations (in grams) of the
animals throughout the study

ations were observed. A transient effect on calcium levels
was evident at 30 days, which were increased in the irra-
diated animals, but the levels normalized at 60 days.
The levels of Ts, T4, and TSH did not vary significant-
ly contrary to the reports of Mohammed et al. [18] and
Azevedo et al. [17] but consistent with the results of
Lerma et al. [20], Fronza et al. [19], and Weber et al.
[21]. The changes in T; and T, reported by Azevedo
et al. [17] occurred between days 1 and 7 postexposure,
and our study does not exclude the possibility that such
changes may occur since we did not collect blood over
this period. However, the absence of alterations immedi-
ately after exposure seems to reduce this possibility, and
the absence of long-term changes, i.e., at 30 and 60 days
suggests the safety of irradiation under the conditions test-
ed. The decrease in Tj levels in both groups at 60 days
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compared with the pre-exposure levels cannot be ex-
plained since the same variation was not observed in Ty
and TSH levels.

The lower power is frequently associated with animal
studies where the sample size is usually lower than the
needed to the standard 20% type II error. Sample size to
achieve 80% power makes most animal studies unfeasi-
ble. Since there is no previous study in this field, this
limitation should be seen as an opportunity to further
investigations.

Conclusion

Alterations in the hormone secretory patterns of the irradiated
thyroid and parathyroid glands were minimal and transient,
with normalization of all parameters at 60 days. No persistent
clinically or statistically significant weight variations were
observed. Therefore, the results of this study do not reject
our null hypotheses and confirm the safety of directly expos-
ing the thyroid and parathyroid glands to a near-infrared light
source under conditions allowing parathyroid gland identifi-
cation by autofluorescence.
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Intraoperative identification of parathyroid glands is a tough task for surgeons
performing thyroid or parathyroid surgery, because the small size, color and shape
of these glands hinder their discrimination from other cervical tissues. In 2011, Paras
described the autofluorescence of parathyroid glands, a property that could facilitate
their intraoperative identification. Parathyroid glands submitted to a 785 nm laser
beam emit fluorescence in the near infrared range, with a peak at 822 nm. As the
intrinsic properties of secretory tissues may be affected by the exposure to the near
infrared light, a situation that could preclude their intraoperative utilization, the authors
compared the structural and ultra-structural patterns of rat’s thyroid and parathyroid
glands submitted to irradiation replicating the conditions that allow their intraoperative
identification, with those of non irradiated animals. Twenty-four Wistar rats were
divided into six groups: animals of Groups 1, 3 and 5 were submitted under general
anesthesia to direct irradiation of the cervical area with a 780 nm LED light for 3 minutes
through a cervical incision, and animals of Groups 2, 4 and 6 were submitted to cervical
dissection without irradiation. Animals of were euthanized immediately (Groups 1 and
2), at Day 30 (Groups 3 and 4) at and at Day 60 (Groups 5 and 6) and thyroid and
parathyroid glands were removed: one lobe was prepared for conventional pathological
examination and the other lobe for electron microscopy observed by three experienced
pathological experts. Twenty-four samples were prepared for conventional histology
and there were no alterations reported in any group. Due to technical problems, only
21 samples were observed by electron microscopy and there were no differences in
the ultrastructure of parathyroid and thyroid glands, namely the nuclear pattern,
mitochondria, endoplasmic reticulum or secretory granules, in any of the groups. These
results confirm the innocuity of near infrared irradiation’, allowing its intraoperative
utilization.

Subjects Biochemistry, Drugs and Devices, Surgery and Surgical Specialties, Histology
Keywords Parathyroid, Thyroid, Near infrared irradiation, Structural alterations

INTRODUCTION

Hypoparathyroidism is a frequent complication of thyroid surgery, occurring in up to
30% of total thyroidectomies, and is an important cause of morbidity and litigation.

How to cite this article Serra C, Silveira L. 2021. Evaluation of structural and ultrastructural changes in thyroid and parathyroid glands
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The parathyroid glands” small size, colour and resemblance to lymph nodes and fat
tissue make their intraoperative identification difficult and highly dependent on the
surgeon’s experience (Akerstrom, Malmaeus & Bergstrom, 1984; Bergenfelz et al., 2020;
Edafe & Balasubramanian, 2017). The development of an effective optical device to help
surgeons in the identification of parathyroid glands in thyroid and parathyroid surgery
could have a strong impact on the reduction of postoperative hypocalcaemia.

Paras et al. (2011) described the autofluorescence of parathyroid glands when exposed
to a near-infrared light source, a property that allows their discrimination from other
cervical tissues. Parathyroid glands submitted to a 785 nm laser beam emit fluorescence
with a peak at 822 nm. Even though the thyroid gland also emitted fluorescence at the
same wavelength, its inferior intensity allows easy discrimination.

Since that first description, other groups have confirmed these results (DeLeeuw et al.,
2016; Falco et al., 2016; Kim et al., 2016; McWade et al., 2013). Near-infrared radiation is
characterized by its capacity to penetrate up to five mm into biological tissues (Lakowicz,
2006; Monici, 2005; Stolik et al., 2000). Although the light intensity used for stimulation
is small, it is not clear whether it is harmless for tissues; therefore, it is important to test
the response of the secretory tissues to the irradiation by studying possible structural and
ultrastructural changes as well as changes in the secretory pattern.

In the literature, works on the effects of utilization of near-infrared radiation for
diagnostics and localization of thyroid and parathyroid glands are scarce; however, there
are some publications on the effects of this radiation when used with therapeutic intention
in dental medicine (Azevedo et al, 2005; Fronza et al., 2013; Lerma et al., 1991; Mayer et al.,
2013; Mohammed, Al-Azawi & AL-Mustawfi, 2011; Weber et al., 2014).

In spite of the lack of information about possible effects on the structure or function of
thyroid and parathyroid glands submitted to near-infrared irradiation, several works have
stated its clinical application for intraoperative identification of parathyroid glands with
relevant impact in clinical practice (Dip et al., 2019; Kim et al., 2016; Ladurner et al., 2017;
McWade et al., 2016).

In a previous work, the authors studied the influence of near-infrared radiation emitted
bya 780 nm LED light on the secretory pattern of thyroid and parathyroid glands, replicating
the conditions that allow the identification of parathyroid glands by autofluorescence, and
concluded that although some alterations occurred, they are transient and without great
significance, thus confirming the safety of autofluorescence for this purpose (Serra ¢
Silveira, 2019).

Weber showed that utilization of a low-intensity laser applied to dental alveola of
rats after dental extraction and implant collocation could influence thyroid function and
calcium levels, whereas Fronza did not find any changes in thyroid hormone levels in
rabbits using GaAlAs lasers (. = 830 nm, 120 J/cm?) (Fronza et al., 2013; Weber et al.,
2014).

Lerma studied structural and ultrastructural changes in thyroid glands of rats submitted
to HeNe lasers (A = 632 nm, 75 J/cm?) and found mild degenerative changes on
conventional histology that recover in less than 3 months. Some minor long-term lesions
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were also identified using electron microscopy: an increased number of peroxisomes and
crystalline structures (Lerma et al., 1991).

In all these studies, exposure of the thyroid and parathyroid area was not direct because
irradiation was done via the skin and adjacent soft tissue and only one study analysed
possible structural or ultrastructural modifications in the tissues submitted to near-
infrared radiation. Furthermore, the different characteristics of the radiation used preclude
comparisons.

The structural unit of the thyroid gland in rats, as in humans, is the follicle, which is
filled with a secretory product called colloid. Follicles are irregularly spheroid and separated
by a delicate fibrovascular stroma containing abundant capillaries, lymphatics and nerves
(Asa & Mete, 2018).

Human parathyroid glands (usually four) are tiny yellow-brown glands of size
6 x 3 mm localized posteriorly to the thyroid gland (Akerstrom, Malmaeus & Bergstrom,
1984; Policeni, Smoker ¢ Reede, 2012). By contrast, rats only have one pair of parathyroid
glands (originating from the third pharyngeal pouch, as with the human inferior
parathyroid glands) that migrate caudally, accompanying the caudal migration of the
thymus (Isono, Shoumura & Emura, 1990; Kittel, Ernst & Kamino, 1996).

Parathyroid glands are surrounded by a thin fibrous capsule that covers a net of fat tissue,
vessels and glandular parenchyma. A rich network of arterioles, venules and capillary vessels
vascularize the glands (Chen, Emura & Kubo, 2013; Isono, Shoumura & Emura, 1990; Kittel,
Ernst & Kamino, 1996).

Normal human parathyroid glands present two types of cells:

o chief cells—small dark cells that produce and release parathyroid hormone (PTH) and
turn clear when they release PTH;

e oxyphilic cells—with clear tonality and unknown function, whose number increases
with age (Asa & Mete, 2018).

Rat parathyroid glands are composed only of chief cells. Different tones of chief cells
(dark or lighter), which are associated with different functional status, can be seen in
adult rats (Isono, Shoumura & Emura, 1990; Kittel, Ernst ¢ Kamino, 1996). Chief cells in
rats are polygon shaped and organized in cordons or laminate surrounded by a thin
stroma of connective tissue and a capillary net (Isono, Shoumura & Emura, 1990; Kittel,
Ernst & Kamino, 1996). Using conventional staining, the cytoplasm appears granular and
is surrounded by an almost imperceptible cellular membrane. Nuclei are round or oval
with a fine dispersion of chromatin (Kittel, Ernst & Kamino, 1996).

On transmission electron microscopy, the plasmatic membrane of chief cells in rats is
smooth on the basal side; on the lateral sides, the cells are connected by desmosomes or
tight junctions, whereas smooth areas or interdigitations between cells can be found in the
internal portion of the cordons. Nuclei have a basal localization and are often indented,
with medial electronic density (Kittel, Ernst & Kamino, 1996). The Golgi apparatus is well
developed and located on the apical portion of the cell, as are the secretory granules (Isono,
Shoumura & Emura, 1990; Kittel, Ernst ¢& Kamino, 1996).
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Two types of secretory granules can be found (Chen, Emura ¢ Kubo, 2013; Isono,
Shoumura & Emura, 1990; Kittel, Ernst & Kamino, 1996):

e small granules with a large halo (100400 nm);
e large granules with a smaller halo (500-700 nm).

Mitochondria, rough endoplasmic reticulum and free ribosomes can be found in the
chief cells. Rat mitochondria are long and wavy structures (Kittel, Ernst & Kamino, 1996).
In this work we evaluate the structural and ultrastructural patterns of thyroid and
parathyroid glands submitted to a 780 nm LED light—replicating the conditions that allow
their identification by autofluorescence in an animal model—compared with those of

non-irradiated animals.

MATERIALS & METHODS

Twenty-four male Wistar rats aged 10-12 weeks, produced in the vivarium of the School
of Health Sciences of the University of Beira Interior (UBI), were used in the study.
The experimental protocol was approved by the General Directorate of Agriculture and
Veterinary Science (Approval number 0421/000/000/2018).

Experiments were conducted according to the methodology described by the same
authors is a previous work namely animal housing, anesthesia, surgical procedure and
irradiation conditions (Serra ¢ Silveira, 2019).

The rats were kept in individual ventilated cages (Sealsafe Plus GR 900; Tecniplast S.p.A.,
Bugiggiatte, Italy) in an animal room under controlled conditions (temperature: 22-24 °C;
relative humidity: 40-60%) and provided with food (Standard Diet 4RF18; Mucedola srl,
Settimo Millanese, Italy) and water ad libitum.

Rats were divided into six groups (three experimental; three control) of four animals
each and submitted to general anaesthesia via isoflurane inhalation. General anaesthesia
was induced with 5% isoflurane (IsoFlo; Zoetis Inc., Parsippany, NJ, USA) in oxygen (2.4
1/min) and maintained with 2% isoflurane in oxygen (2.4 I/min) delivered by a Matrx VME
2N anaesthesia machine (Matrx Inc., Orchard Road, New York, USA). After a horizontal
cervical incision, neck tissues were dissected to expose the trachea and identify the thyroid
gland.

For animals in Groups 1, 3 and 5, a 780 nm light beam emitted by a collimated LED
(M780 L3C1; Thorlabs, Newton, NJ, USA) with a 780 nm excitation bandpass filter (84121
Edmund Optics, Barrington, NJ, USA) was delivered to the cervical area for 180 s (dose:
1.37 J/cm?). The fluorescence emitted by the parathyroid and thyroid glands was visualized
with a Nikon D70 DSLR camera (Nikon Corporation, Tokyo, Japan) converted to infrared
radiation capture and a Nikon Nikkor 50 mm f/1.8 AF M/A lens (Nikon Corporation,
Tokyo, Japan) with an 832 nm emission bandpass filter (84123 Edmund Optics, Barrington,
NJ, USA). To ensure equal exposure distance for all animals, the LED was coupled to a
retention device (Fig. 1), with the focus placed approximately 20 cm from the cervical
region (irradiated area: 20 mm; power density: 0.067 W/cm?). The exposure time was
calculated based on the times reported in the literature for identification of parathyroid
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Figure 1 Intraoperative image showing the LED source.
Full-size &l DOI: 10.7717/peer;j.11891/fig-1

glands using similar systems (Kin et al., 2018). For animals in Groups 2, 4 and 6, the
procedure was done without neck infrared irradiation.

Rats in Groups 1 and 2 were euthanized immediately after surgery and a
thyroparathyroidectomy was performed. Euthanasia was performed by cardiac puncture
under general anaesthesia. Thyroparathyroid blocks were divided by the isthmus, with one
half fixed in 10% formalin for conventional histological examination and the other half fixed
in gluteraldehyde for transmission electron microscopy, both conserved at a temperature of
5 °C. Animals in Groups 3, 4, 5 and 6 were maintained in similar conditions after surgery,
medicated with an analgesic agent (meloxicam 1 mg/kg sc, Maxicam 0.2%; Ourofino
Satde Animal, Osasco, Brazil) and submitted to the same procedure at Day 30 (Groups 3
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and 4) and Day 60 (Groups 5 and 6) postoperatively. Collected tissues were prepared for
conventional histological examination at the Centro de Diagnéstico Anatomopatolégico
(Lisbon, Portugal), stained with haematoxylin-eosin and lamel mounted.

Preparation for electron microscopy was done at the Pathology Department of the
Hospital Professor Doutor Fernando Fonseca (Amadora, Portugal) using the following
procedure: after collection, samples were fixed in gluteraldehyde and buffered in 0.1 M
sodium cacodylate with sucrose (primary fixer), 1% osmium tetroxide in 0.1 M sodium
cacodylate with sucrose (secondary fixer) and 0.5% uranyl acetate in 0.1 M acetate
acetic acid. Samples were then dehydrated with crescent concentrations of ethyl alcohol,
transitioned with propylene oxide and then embedded in epoxy resin (araldite). Ultrathin
cuts were made with a Leica EM UC7 RT ultramicrometer in copper grills (200 mesh, 79
nm) and contrasted using Reynolds lead citrate.

Three experienced pathologists examined the samples using optical microscopy,
searching for morphological changes in the thyroid or parathyroid glands without knowing
about the exposure to near-infrared radiation. A brief report was given of each observation.
Observations with transmission electron microscopy were made with a Hitachi H-7650
120 kV transmission electron microscope in the Laboratério de Microscopia Electrénica,
Instituto Gulbenkian de Ciéncia. Selected images were observed by the same pathologists
who carried out the histological examination.

RESULTS

Table 1 shows the results of optical microscopy of samples collected immediately, 30 days
and 60 days after exposure, respectively. Pathological examination of the samples did not
find significant alterations to the usual follicular structure of thyroid cells in any of the
groups. Structural changes also were not identified in the parathyroid glands, with the chief
cells in all the groups having the same characteristics.

Technical problems occurred during processing of the tissues so that only 21 samples
were amenable to observation using electron microscopy. Table 2 shows the electron
microscopy results for samples collected immediately, 30 days and 60 days after exposure.
No qualitative ultrastructural alterations were observed using electron microscopy in
either the exposed or control groups, suggesting that there was no degeneration of any
organelles: mitochondria, rough endoplasmic reticulum, secretory granules and nucleus of
both groups had the same characteristics.

The presence of peroxisomes or crystalline structures was not observed in any sample.
As with conventional histology, no ultrastructural features allowed the distinction between
irradiated and non-irradiated tissues using electron microscopy. Figures 2 and 3 show the
optical microscopy and electron microscopy images acquired for samples of Groups 1 and
2.

DISCUSSION

The possibility that irradiation of the thyroid and parathyroid area could promote
structural or ultrastructural changes in targeted tissues must be considered when facing
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Table 1 Results of optical microscopy of collected i diately after exp ¢, 30 and 60 days
after exposure.
Thyroid Morphological Parathyroid Morphological
identified alterations identified alterations on
on thyroid parathyroid
After exposure
Exposed (group 1) 4 0 0
Control (group 2) 4 0 0
30 days after exposure
Exposed (group 3) 4 0 4 0
Control (group 4) 4 0 0
60 days after exposure
Exposed (group 5) 4 0 4 0
Control (group 6) 4 0 0
Table 2 Results of electron microscopy of collected i diately after exposure, 30 and 60
days after exposure.
N Ultrastructural alterations
Thyroid Parathyroid
After exposure
Exposed (group 1) 4 0 0
Control (group 2) 3 0 0
30 days after exposure
Exposed (group 3) 4 0 0
Control (group 4) 3 0 0
60 days after exposure
Exposed (group 5) 4 0 0
Control (group 6) 3 0 0

Figure 2 Optical microscopy of parathyroid samples of groups 1 (left) and 2 (right) HE X100.
Full-size Bl DOI: 10.7717/peer;j.11891/fig-2

the known tissue penetration capacity of near-infrared radiation allied to intrinsic features
of endocrine tissues (Stolik et al., 2000). As the magnitude of these changes could preclude
the clinical application of near-infrared autofluorescence for intraoperative identification
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Figure 3 Electron microscopy of parathyroid les of

P t-

ps 1 (left) and 2 (right). X 25600.
Full-size &l DOI: 10.7717/peerj.11891/fig-3

of parathyroid glands, this work reinforces the safety of exposure in a controlled setting, as
suggested in a previous study by the same authors directed to changes in secretory pattern
and weight variation, thus allowing its utilization (Serra & Silveira, 2019).

As the doses used were above the maximum necessary for intraoperative identification
of parathyroid glands in the rat model, these results can be extrapolated for utilization of
this technique in human surgery, in spite of the absence of oxyphilic cells in rats. In our
sample no degenerative changes were found in the thyroid gland’s conventional histology
and no significant difference was documented regarding the presence of peroxisomes or
crystalline structures on electron microscopy. Special attention was paid to the features in
parathyroid mitochondria and secretory granules but no differences were found between
irradiated and non-irradiated tissues. Furthermore, no alterations were found in the nuclei
or rough endoplasmic reticulum.

Our results are aligned with the work of Lerma , where no significant structural or
ultrastructural changes could be found in the thyroid glands of rats submitted to a 635
nm laser beam (Lerma et al., 1991). More important and persistent alterations could be
associated with excessive exposure to light for consecutive days, as shown by Parrado
(Parrado et al., 1999), who found a direct relationship between the severity of the injury
and the energy of the applied irradiation. This excessive exposure may also explain the
significant alteration in hormonal level but no change in the histological structure of
the tissues found by Azevedo between the first and seventh day after the last irradiation
(Azevedo et al., 2005). The deeper penetration of the laser compared with the LED for the
same wavelength could also help to explain the alterations found.

In spite of the absence of structural or ultrastructural alterations in the parathyroid
and thyroid glands provoked by exposure to near-infrared irradiation, this study did not
evaluate possible changes in the secretory pattern of the glands, which is a major limitation.
However, in a previous work the authors showed, in another set of animals, that mild and
transient alterations can occur without any clinical impact (Serra & Silveira, 2019).
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CONCLUSIONS

The absence of morphological changes in thyroid and parathyroid glands coupled with
the mild and transient alterations in secretory pattern of the glands submitted to near-
infrared irradiation reinforces the hypothesis that the utilization of near-infrared light for
intraoperative identification of parathyroid glands is harmless for the tissues and can be
used safely in clinical practice. However, further investigation should be performed to give
robustness to this study.
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Abstract

Intraoperative identification of parathyroid glands, which depends almost exclusively upon the surgeon’s visual acuity and
experience is often a challenge in thyroid and parathyroid surgery: thus, developing a device capable of assisting the surgeon
in this task will be highly useful. Demonstration of parathyroid glands’ autofluorescence when subjected to an infrared light beam
of 785 nm, by Paras et al. in 2011, was followed by a few studies that confirmed the method’s value in identifying the parathyroid
glands. Given the expensive nature of devices capable of inducing and detecting autofluorescence, the authors attempted to
develop a low-cost, easily replicable device, based on commercially available accessories commonly used for other purposes,
presented in this work, showing that autofluorescence can also be detected with inexpensive devices allowing its utilization even
in hospitals with scarce economical resources.

Keywords Parathyroid - Surgery - Autofluorescence - Thyroid

Introduction Their small size (5-8 mm), shape, and color make them
difficult to differentiate from other cervical tissues, such as fat
Intraoperative identification of the parathyroid glands consti- ~ and lymph nodes, a condition that is further aggravated by
tutes a challenge for surgeons involved in thyroid and para-  their widely variable location [1-4].
thyroid surgery. Its intraoperative identification has depended almost exclu-
The parathyroid glands, usually four, are small glands lo-  sively on the surgeon’s visual acuity, since the currently avail-
cated near the thyroid, with which they share their blood sup-  able imaging techniques are either not suitable for real-time
ply, meant to regulate the calcium metabolism by secreting the ~ use or involves injecting exogenous substances with its inher-
parathyroid hormone. ent toxicity risks [5-7].
Provided that hypocalcemia is a fearsome complica-
tion of thyroid surgery, occurring temporarily in 2-30%
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roid glands would be highly useful, especially for less
4 Carlos Serra experienced surgeons, whom perform the majority of
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Antonio Canudo

jected to a 785-nm infrared source emitted autofluorescence in
the near-infrared range (822-nm peak). Even though the thy-
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In the absence of data regarding infrared light stimulation
influence on the hormonal secretion pattern of thyroid and
parathyroid glands, the authors developed a preliminary study
with rats demonstrating this irradiation is harmless [14].

Since the existing devices capable of induction and visual-
ization of autofluorescence depend on relatively high-cost
technology, the authors worked in the development of a low-
cost device for intraoperative use, based on easily available
accessories [15], which is presented in this work, hoping that
these findings will motivate others to its utilization and
improvement.

Material and Methods

The present study was approved by the Internal Review Board
of our institution.

The device consists of a stimulating light source in the
near-infrared range and of an image acquisition system.

The light source used is a 780-nm light-emitting diode,
Thorlabs model M780L3-C1 (Thorlabs GmbH, Dachau,
Deutschland) with a 769-nm + 41-nm bandpass excitation fil-
ter (Edmond Optics 84123 — Edmund Optics — Barrington,
NJ, USA), powered by a 1200-mA LED driver T-cube
(Thorlabs GmbH, Dachau, Germany).

Initially, a Nikon D70 DSLR camera (Nikon Corporation —
Tokyo, Japan) converted to capture infrared light was used for
capturing images, with the Nikon NIKKOR 50-mm f/1.8 AF
M/A lens (Nikon Corporation — Tokyo, Japan) and 832-nm
bandpass emission filter (#84123, Edmund optics, Barrington,
NJ, USA).

Figure 1 shows the initial tests with thyroid, parathyroid,
and cervical adipose tissue samples, captured with an infrared
camera, subjected to illumination using a LED source (visible
light) on the right and on the left the same tissues irradiated
with a 780-nm LED, showing a clear difference between
them, although the adipose tissue is not viewed, since it does
not emit detectable fluorescence at this range.

Provided that this system could not be used for dynamic
direct image viewing, a goggle-based image acquisition

Fig. 1 Initial tests using a NIR
modified camera. On the left,
tissues captured with illumination
with visible light. On the right, the
same tissues exposed to 780-nm
LED light (T, thyroid; P, parathy-
roid; F, fat)

@ Springer
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system was tested for intraoperative utilization and used in
all the experiments described below. The actual system is
composed by an iGen nightviewer 20/20 nightOwl (Night
Owl optics, El Paso, Texas USA), which uses a CCD Sony
ICX254AL image detector, with a 832-nm bandpass emission
filter coupled (Fig. 2a).

To record the images, the acquisition system was connected
to an ASUS PC through the VideoGrabber SVG 2.0 A3
Silvercrest USB video recording board (TARGA GmbH
Soest, Germany) using the Cyberlink PowerDirector 12 soft-
ware (Cyberlink, New Taipei City, Taiwan).

Recorded images were analyzed with ImageJ software (U.
S. National Institutes of Health, Bethesda, Maryland, USA).

For statistical analysis of data, we used IBM SPSS
Statistics V.22 (IBM Corp. Released 2013. IBM SPSS
Statistics for Macintosh, Version 22.0. Armonk, NY: IBM
Corp).

The total cost of the used components did not exceed Eur
3200.

A flowchart with the sequence of experiments is shown in
Fig. 3.

Initial in vitro studies were performed with samples pro-
vided by the Pathology Department of Hospital dos SAMS,
immediately after parathyroid and thyroid resection surgeries.
For comparison purposes and authorized by the patients, a
small sample of healthy cervical fat was collected in six sur-
geries and validated with pathological exam.

As a second step, the system came to be applied after thy-
roid gland resection, to verify the presence of inadvertently
resected parathyroid glands, enabling its eventual
autotransplantation. (Fig. 2b).

The next step was the utilization of the device in vivo dur-
ing parathyroid glands resection surgery, as auxiliary tool for
identification of the glands.

At the present time, we are initiating its use in thyroid gland
resection surgery, identifying parathyroid glands in situ to
support their preservation.

Intraoperative utilization of the device revealed some diffi-
culties that need further improvement. Focusing the image in
the narrow space of a thyroidectomy or parathyroidectomy is
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Fig. 2 a 780-nm LED with power supply and acquisition system. b Examination of specimen

difficult and time-consuming without a member of the surgi-
cal team assigned for the function. Utilization of a tripod or
another stabilization device may be useful for improving qual-
ity of the image.

Visualization of autofluorescence needs operative room
light turned off

The penetration of near-infrared light in tissues does not
exceed 5 mm, so the system might not be adequate on
identifying intrathyroidal parathyroid glands.

Presence of blood could affect the image, so a pristine
surgical field is necessary when collecting images.

Results
In Vitro Studies

We analyzed 20 thyroid, 6 parathyroid, and 6 cervical fat
pieces immediately after excision.

Pathological examination of thyroid samples showed 12
multinodular goiters, 3 papillary carcinomas, 2 lymphocytic
thyroiditis, 1 follicular adenoma, 1 Hurthle cells adenoma, and
1 normal thyroid. All the parathyroid samples were adenoma,
and all the cervical fat tissue were normal fat.

As usual for thyroid and parathyroid surgery, there was a
strong predominance of feminine sex: thyroid, 16 women, 4
men; parathyroid, 4 women, 2 men; Fat, 5 women, | man;
overall, 25 women (78%) 7 men (22%).

Fig. 3 Flowchart of the sequence

Ages varied between 30 and 79 years (thyroid), mean
54.05; 26 and 76 (parathyroid), mean 59.50; and 46 to 79
(cervical fat), mean 59.83.

As the acquisition system allows adjusting the amplifica-
tion of the acquired image, we compared the fluorescence
obtained with four levels of intensity (image gain), Levels 6,
8, 10, and 12 to verify the most appropriate level for discrim-
inating the tissues. For visual direct identification, level 10
provided the best discrimination.

Since variables did not have a normal distribution, a
non-parametric test, Kruskal-Wallis, was used for statis-
tical analysis, followed by multiple comparison of
ranks.

A probability of type I error of 0.05 was accepted (p value
0.05).

For all the studied intensities of image acquisition, there
was a statistically significant difference between groups with
p values of 0.000011 (Level 6), 0.000011 (Level 8), 0.00010
(Level 10), and 0.00010 (Level 12).

Multiple comparison of ranks using Tukey HSD showed
for all levels a statistically significant difference between fluo-
rescence emission of parathyroid, thyroid, and fat (»p <
0.000001).

Figure 4 shows the boxplot for the means of fluorescence.
There is an obvious difference between the detected fluores-
cence of the tissues.

Subgroup analysis could not demonstrate a correlation be-
tween age and intensity of fluorescence for any the tested
tissues.

We also could not find a correlation between the intensity
of fluorescence of thyroid and the pathological exam.

Near Infrared Autofluorescence Research

of experiments

@

@ O,

In vitro assay

Thyroid (n=20)
PTG (n=6)
Fat (n=6)

>>
p<0.001

Thyroid resection
specimen (n=20)

pHPT surgery
(n=5)
>>

2 of 2 residual PTG were found 5on 5 PTG adenoma
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Fig. 4 Boxplot representation of mean fluorescence

Postoperative Study

In 20 cases of thyroid surgery, we examined the excised spec-
imens for the presence of inadvertent removed parathyroid
glands (Fig. 2b).

After, the specimen was submitted to the usual pathological
examination.

In 2 cases, we could identify residual parathyroid tissue
embedded in the thyroid specimen, with significant higher
fluorescence rates, confirmed by pathological examination.

In both cases, we decided not to transplant the tissues since
its volume was small. Both had uneventful recovery from
surgery, without postoperative hypocalcemia.

Parathyroid Surgery
In five cases of non-concordance echography/scintigraphy,
the identification of the hyperfunctioning gland was provided

by detecting its fluorescence (Fig. 5). The decrease in intraop-
erative PTH, fulfilling Miami’s criteria, confirmed that gland

@ Springer
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Light Amplification 12

as responsible for the hyperparathyroidism. Histological diag-
nosis of all the excised glands was parathyroid adenoma.

Independent studies on parathyroid and thyroid surgery are
currently being carried out, aiming to clarify if the systematic
identification of parathyroid glands leads to a decrease in
cases of postsurgical hypoparathyroidism.

Fig. 5 Intraoperative image during parathyroid surgery (T, thyroid; P,
parathyroid)
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Discussion/Conclusion

Intraoperative identification of the parathyroid glands with the
aid of autofluorescence is a promising technique, with increased
usefulness for less experienced surgeons in thyroid and parathy-
roid surgery, and in cases where lymph node removal is required.

The device presented in this work, characterized by low-
cost and easy reproducibility, provides a quick and precise
mean for identifying the glands.

Our in vitro studies showed the tissue discriminatory ca-
pacity of the device, and the experience gathered from hyper-
parathyroidism surgery [16] allowed the confirmation of its
usefulness for this intervention, improving the confidence of
the surgeon in detecting parathyroid glands and potentially
shortening the leaming curve of less experienced surgeons.

In thyroid surgery, the identification of parathyroid glands
is essential for their preservation, which may not have impact
on reducing postoperative hypocalcemia, since the mandatory
manipulation of the thyroid gland can lead to changes in para-
thyroid glands’ secretion (which shares the blood supply with
the thyroid), regardless of in situ maintenance [17].

This issue will only be definitively settled by multicentric
studies involving large numbers of patients and surgeries per-
formed by surgeons with different levels of experience as
current studies have different conclusions [18-20].

The present device can also be very useful for in-table
examination of the excised thyroid specimens for the presence
of parathyroid tissue, allowing their immediate autotransplant.
That capacity could in the future replace frozen section exams
for that purpose, avoiding its costs. However, the ability of the
method for identification of the rare true intrathyroid parathy-
roid glands needs further investigation.

The low-cost and easy to use features of this system may
contribute to a broad adoption of the technique thus enabling
its improvement and definitive validation.

It may also be useful in hospitals with scarce resources,
namely, in developing countries allowing access to an other-
wise inaccessible surgical tool.

Compliance with Ethical Standards

Conflict of Interest The authors declare that they have no conflict of
interest

References

1. Akerstrom G, Malmaeus J, Bergstrom R (1984) Surgical anatomy
of human parathyroid glands. Surgery 95(1):14-21

2. Fancy T, Gallagher D 3rd, Homig JD (2010) Surgical anatomy of the
thyroid and parathyroid glands. Otolaryngol Clin N Am 43(2):221-227 vii

3. Policeni BA, Smoker WR, Reede DL (2012) Anatomy and embry-
ology of the thyroid and parathyroid glands. Semin Ultrasound CT
MR 33(2):104-114

83

4. Lappas D, Noussios G, Anagnostis P, Adamidou F, Chatzigeorgiou
A, Skandalakis P (2012) Location, number and morphology of
parathyroid glands: results from a large anatomical series. Anat
Sci Int 87(3):160-164

5. Takeuchi S, Shimizu K, Shimizu K Jr, Akasu H, Okamura R (2014)
Identification of pathological and normal parathyroid tissue by fluo-
rescent labeling with 5-aminolevulinic acid during endocrine neck
surgery. Journal of Nippon Medical School = Nippon Ika Daigaku
zasshi 81(2):84-93

6. Rubello D, Casara D, Pelizzo MR (2003) Optimization of
peroperative procedures. Nucl Med Commun 24(2):133-140

7. Maguire CA, Sharma A, Alarcon L, Ffolkes L, Kurzepa M, Ostlere
L, Samarasinghe V, Singh M (2017) Histological features of meth-
ylene blue-induced phototoxicity administered in the context of
parathyroid surgery. Am J Dermatopathol 39(8):e110-e115

8. Seo ST, Chang JW, Jin J, Lim YC, Rha KS, Koo BS (2015)
Transient and permanent hypocalcemia after total thyroidectomy:
early predictive factors and long-term follow-up results. Surgery
158(6):1492-1499

9. SosaJA, Bowman HM, Tielsch JM, Powe NR, Gordon TA, Udelsman
R (1998) The importance of surgeon experience for clinical and eco-
nomic outcomes from thyroidectomy. Ann Surg 228(3):320-330

10. Paras C, Keller M, White L, Phay J, Mahadevan-Jansen A (2011)
Near-infrared autofluorescence for the detection of parathyroid
glands. J Biomed Opt 16(6):067012

11.  McWade MA, Mahadevan-Jansen A, Jansen ED, Galloway RL Jr,
WH MD, Broome JT (2016) Development of an Intraoperative
Tool to Detect Parathyroid Gland Autofluorescence. Vanderbilt
University, Nashville

12. Ladurner R, Sommerey S, Al Arabi N, Hallfeldt KK, Stepp H,
Gallwas JK (2017) Intraoperative near-infrared autofluorescence
imaging of parathyroid glands. Surg Endosc 31(8):3140-3145

13.  Kim SW, Lee HS, Ahn Y-C, Park CW, Jeon SW, Kim CH, Ko JB,
Oak C, Kim Y, Lee KD (2018) Near-infrared autofluorescence
image-guided parathyroid gland mapping in thyroidectomy. J] Am
Coll Surg 226(2):165-172

14.  Serra C, Silveira L (2019) Near-infrared irradiation of the thyroid
area: effects on weight development and thyroid and parathyroid
secretory patterns. Lasers Med Sci

15. LiuY, Bauer AQ, Akers WJ, Sudlow G, Liang K, Shen D, Berezin
MY, Culver JP, Achilefu S (2011) Hands-free, wireless goggles for
near-infrared fluorescence and real-time image-guided surgery.
Surgery 149(5):689-698

16. Serra C, Silveira L, Canudo A, Lemos MC (2019) Parathyroid
identification by autofluorescence - preliminary report on five cases
of surgery for primary hyperparathyroidism. BMC Surg 19(1):120

17. Chang YK, Lang BHH (2017) To identify or not to identify para-
thyroid glands during total thyroidectomy. Gland Surg 6(Suppl 1):
S20-s29

18. DiMarco A, Chotalia R, Bloxham R, McIntyre C, Tolley N, Palazzo
FF (2019) Does fluoroscopy prevent inadvertent parathyroidecto-
my in thyroid surgery? Ann R Coll Surg Engl 101(7):508-513

19. Benmiloud F, Rebaudet S, Varoquaux A, Penaranda G, Bannier M,
Denizot A (2018) Impact of autofluorescence-based identification
of parathyroids during total thyroidectomy on postoperative hypo-
calcemia: a before and after controlled study. Surgery 163(1):23-30

20. Ladurner R, Al Arabi N, Guendogar U, Hallfeldt K, Stepp H,
Gallwas J (2018) Near-infrared autofluorescence imaging to detect
parathyroid glands in thyroid surgery. Ann R Coll Surg Engl
100(1):33-36

Publisher's Note Springer Nature remains neutral with regard to jurisdic-
tional claims in published maps and institutional affiliations.

@ Springer



Identificacao intraoperatoéria das glandulas paratiroideias por fluorescéncia de infravermelho proximo

4.4 Artigo Iv: Autofluorescence of parathyroid glands: still

detectable with an affordable device

Publicado em ANZ Journal of Surgery, 2020, Volume 90, N° 7-8, Paginas 1509-1511
Publicado online: 28 de Novembro de 2019

Reproduzido sob autorizacao John Wiley and Sons

84



IMAGES FOR SURGEONS

Identificacao intraoperatéria das glandulas paratiroideias por fluorescéncia de infravermelho préximo

ANZJSurg.com

Autofluorescence of parathyroid glands: still detectable with an

affordable device

Identification of the parathyroid glands is always a challenge for
surgeons during thyroid and parathyroid surgeries and cervical
lymph node dissection. Their colour, size and shape make them dif-
ficult to distinguish from cervical fat, lymph nodes and even some
thyroid nodules.

In 2011, investigators from Vanderbilt University described for
the first time the autofluorescence of parathyroid glands when irradi-
ated by a 785-nm source.' Although thyroid and other cervical tis-
sues emit fluorescence at the same wavelength, their inferior
fluorescence intensity allows them to be differentiated from the
parathyroid.

The existing devices capable of detecting autofluorescence
require expensive technology, ranging from 40 000 to 125 000
euros in our country.”* Therefore, we worked on developing a low-
cost system with easily achievable components, combining the light
source described by Kim er al. with the night vision goggles used
by Liu et al. for sentinel node biopsy and image-guided surgery.*>

Fig. 1. Acquisition and captation systems with
filters (top). Examination of excised specimen
(bottom).

© 2019 Royal Australasian College of Surgeons

The wavelengths of the stimulating light and the auto-
fluorescence emission are similar (780 and 822 nm, respectively);
therefore, the main difficulty was achieving adequate filtering of
light so that the emitting light does not saturate the image, meaning
that the fluorescence cannot be visualized.

After testing the system in vitro with samples provided by the
pathology department of our hospital, we implemented the system
during thyroid and parathyroid resection surgeries.

The system consists of an emission source and an acquisition
device.

The emission source is a 780-nm light-emitting device (LED;
Model M780 L-C1; Thorlabs GmbH, Dachau, Germany) coupled to
a bandpass excitation filter (769 + 41 nm; Model 84 123; Edmund
Optics, Barrington, NJ, USA), powered by a LED driver T-cube
(1200 mA; Thorlabs GmbH, Dachau, Germany).

For image acquisition, we use night vision goggles (iGen Nig-
htviewer 20/20; Night Owl Optics, El Paso, TX, USA) coupled to a

ANZ J Surg (2019)
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bandpass acquisition filter (832 + 28 nm; Model 84 123; Edmund
Optics, Barrington, NJ, USA). The device can be connected to a
personal computer, allowing on-screen visualization of the images
by the entire surgical team.

To examine the surgical field, one member of the team operates
the goggle device (non-sterile) at a minimal focal distance of
40 cm, while another team member directs the LED stimulating
light (protected by a sterile drape) to the field (Fig. 1).

Images of thyroid and parathyroid fragments (of different
patients) recorded in vitro are shown in Figure 2, while use of
device for imaging of the parathyroid during surgery for primary
hyperparathyroidism is shown in Figure 3.

Although it has not been definitely confirmed that identification
of the parathyroid glands using autofluorescence reduces post-

operative rates of hypocalcaemia,®’

this system can be extremely
helpful, especially for less experienced surgeons, who are responsi-
ble for the majority of thyroid surgeries performed worldwide.

Use of the system for in-table inspection of the thyroid specimen
may also be useful as it enables immediate recognition and auto-
transplantation of any inadvertently removed parathyroid gland (Fig. 1).

Fig. 2. Ex vivoimages of parathyroid (P) and thyroid (T)
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Images for surgeons

There are still some limitations that hinder the widespread imple-
mentation of this system, such as the need to turn-off all operative
room lights to capture the autofluorescence and the difficulty in focus-

ing and stabilizing the image with the current device. Thus, research in

this area should be continued. Nevertheless, the affordable price of the
components (less than 3000 euros) and ease of use are strong advan-
tages, enabling its use even when economic resources are scarce.
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Fig. 3. Intra-operative image, showing parathyroid autofluorescence on the right (brighter area). On the left, the same image under natural light.
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Background: Incidental excision of parathyroid glands is a common event during thyroid surgery and in
spite the divergent results that can be obtained from the literature about its clinical significance, all efforts
must be used to their preservation. Due to the autofluorescence emitted by parathyroid glands, authors
began to use a custom device to inspect thyroidectomy specimens for incidentally removed parathyroid
tissue; the results of using this device are presented in this manuscript.

Methods: Specimens of 40 consecutive thyroid surgeries were inspected. Localization of suspect high-
fluorescence spots were recorded for confirmation with a pathological exam. Determinations of calcium and
parathyroid hormone (PTH) were completed prior to surgery and at 24 hours and 15 days after the operation.
Results: Patient age ranged from 36 to 83 years and were predominantly female (82.5%). Calcium values
at 24 hours post-operation varied between 7.1 and 9.5. The PTH values ranged between 3 and 77. Thirteen
patients (32.5%) presented with biochemical hypocalcemia at 24 hours. At 15 days after the operation, only
one patient presented with a calcium value below 8 (PTH: 10.9) with complete normalization 6 months after
the surgery. Pathological examination identified eight parathyroid fragments in seven patients. There was
no correlation between the presence of parathyroid tissue in the specimen and post-operative hypocalcemia
(P=0.254). Eight suspicious areas of augmented fluorescence where detected; seven were coincident with the
pathological examination and one was a false positive. One intrathyroidal gland was not identified, resulting
a sensitivity of 87.5% and specificity 96.2%.

Conclusions: Although no correlation between incidental parathyroidectomy and hypocalcemia was

demonstrated, autofluorescence may be a useful tool for in-table identification of incidentally-removed glands.

Keywords: Autofluorescence; incidental parathyroidectomy; parathyroid; thyroid surgery
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Introduction lymph nodes and fat (1). Since that publication, other

T 2011 Parasiwas the:frst tordesciibe autoAuorescence b authors confirmed the utility of autofluorescence of the
: s s

the parathyroid glands, a property that could be useful for parathyroid during thyroid and parathyroid surgeries (2-4).
their discrimination from other cervical tissues including Parathyroid glands exposed to a near infrared light

AORCID: 0000-0003-3320-3464.
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(700-800 nm) also emit autofluorescence in the
infrared spectra (822 mm). Thyroid glands also emit
autofluorescence but at lower intensity, allowing the
discrimination between the tissues (1).

Although promising, the method only allows
identification of parathyroid glands without providing
information about the functional status of the glands.
Nevertheless, improved capacity for identifying the
parathyroid glands could be the first step for the
preservation of the tissue and thus their function.

The systematic search for parathyroid glands during
thyroid surgery could increase the operative time and in
some cases endanger the glands that are outside the direct
operative field. This identification may force an unnecessary,
extended dissection (5). The autofluorescent nature of the
parathyroid glands could also be useful for identification
of inadvertently removed glands during thyroid surgery or
cervical lymph node dissection, allowing their immediate or
delayed auto-transplant.

Incidental parathyroidectomy is a frequent event during
thyroid surgery, occurring in 6.4% to 31.1% of cases (6).
Those rates have the potential to be decreased with a
meticulous surgical technique, but complete elimination
of inadvertent removal of parathyroid tissue will depend of
the development of a system capable of identifying all the
glands, including rare intrathyroidal tissues. The clinical
significance of the incidental removal of single gland is
not obvious; the traditional idea that the presence of one
well-perfused parathyroid gland may be sufficient for
maintaining calcium homeostasis has not been rebutted (5).

However, surgeons generally treat every parathyroid
gland as if it is the patient’s last, so that all efforts to
minimize their incidental removal are emphasized (7,8).
Due to the high cost of commercially available devices for
detecting autofluorescence, we developed a goggle-based,
easily reproducible system using common gadgets that
we have used in our daily practice (9). In this manuscript,
we present results of using this system for inspection of
the removed thyroid specimen for detecting inadvertently
removed parathyroid glands under conditions that could
allow for subsequent auto-transplant.

We present the following article in accordance with the
STROBE reporting checklist (available at http://dx.doi.
org/10.21037/gs-20-163).

Methods

All procedures were performed in accordance with the

© Gland Surgery. All rights reserved.
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ethical standards of the institutional review board (approval
from Comissio de Etica do Hospital dos SAMS, 002/2018)
and with the 1964 Helsinki declaration and its later
amendments or comparable ethical standards. Informed
consent was obtained from all individual participants
included in the study.

Forty patients (33 females, 7 males) with ages ranging
from 36 to 83 (mean: 59.5, SD: 12.59) years were
submitted for thyroid resection surgery. A total of 34 total
thyroidectomies (seven with a thoracic component), four
lobectomies, and two completion thyroidectomies were
performed by the same surgeon, a general surgeon with
particular interest in endocrine surgery and a practice of 50
thyroidectomies per year on average.

Removed specimens were inspected in a sterile
environment for the presence of inadvertently excised
parathyroid glands using our device composed of an
emission light emitting diode (LED) and an image
acquisition system.

With the room lights turned off, the specimen was
submitted to a 780 nm light beam, emitted by a LED
Thorlabs Model M780L-C1 (Thorlabs GmbH, Dachau,
Germany) with a bandpass excitation filter of 769 (+41) nm
Edmund Optics 84123 (Edmund Optics, Barrington,
NJ, USA), powered by a LED driver T-cube 1,200 mA
(Thorlabs GmbH, Dachau, Germany). Simultaneously, the
irradiated area was visualized through the image acquisition
system composed of a iGEN Night Viewer 20/20 Night
Owl night vision goggle device (Night Owl Optics, El
Paso, TX, USA), with an Edmund Optics 84123 bandpass
acquisition filter of 832 (+28) nm (Edmund Optics,
Barrington, NJ, USA), seeking high fluorescence areas that
could represent parathyroid tissue (Figures 1,2).

Localization of suspect high fluorescent areas was
recorded for confirmation with the results of the regular
pathological exam.

Determinations of serum calcium and parathyroid
hormone (PTH) were performed prior to surgery and were
measured 24 hours and 15 days after surgery. For statistical
analysis of data, IBM SPSS Statistics V.22 (IBM Corp.
Released 2013. IBM SPSS Statistics for Macintosh, Version
22.0. Armonk, NY: IBM Corp) software with Student’s 7-test
and chi-square tests were used. A level of significance of 0.05
was used.

Results

Demographic, pathological, and operative data are shown

Gland Surg 2020 | http://dx.doi.org/10.21037/gs-20-163
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Figure 1 Inspection of thyroidectomy specimen.

Figure 2 Parathyroid fragment (bright spot) on a heterogeneous

thyroid lobe.

in Table 1. Pre-operative values calcium ranged from 8.6
to 10.2 (mean: 9.45, SD: 0.35) mg/dL. Preoperative PTH
ranged from 22.9 to 103.0 (mean: 53.38, SD: 23.63) pg/mL.
If only complete thyroidectomies were considered,
preoperative calcium and PTH means and SD were 9.36
(0.12) mg/dL and 56.55 (24.60) pg/mL respectively.

Values of calcium at 24 hours after surgery varied
between 7.1 and 9.5 (mean: 8.23, SD: 0.51) mg/dL for
the all samples. For total and complete thyroidectomies,
calcium values held a mean and SD 8.23 and 0.52,
respectively. PTH values at 24 hours post-operation varied
between 3 and 77.0 (mean: 33.41, SD: 22.30) pg/mL. Total
thyroidectomies and completion thyroidectomies had a
mean PTH of 33.33 and a SD of 22.83. The incidence
of biochemical hypocalcemia at 24 hours was 32.5% (12
on total or completion thyroidectomies, 1 on lobectomy,
P=0.608).

The study was however underpowered to detect
hypocalcemia (n=0.085).

Post-operative day 15 calcium values were between 7.9
and 10.4 mg/dL (mean: 9.9, SD: 0.50 for all samples and

© Gland Surgery. All rights reserved.
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3
Table 1 Demographic, pathological and operative data
Number of
Variables N\{mber of patients (%) P value
patients (%) with IPS value
Sex
Male 7(17.5) 2(28.5) 0.408 0.415
Female 33 (82.5) 5(15.2)
Surgery
Total/completion 36 (90.0) 7 (18.4) 0.448 0.943
Hemithyroidectomy 4 (10.0) 0
Thoracic goiter
Yes 5(12.5) 0 0.283 0.174
No 35(87.5) 7(20.0)
Malignancy
Yes 7(17.5) 2(28.5) 0.355 0.720
No 33 (82.5) 5(15.2)
Thyroiditis
Yes 6(15.0) 1(16.7)  0.721 0.003
No 34 (85.0) 5(14.7)
24 h hypocalcemia
Yes 13 (32.5) 1(76) 0254 1.283
No 27 (67.5) 6(22.2)

IPS, incidental parathyroid tissue on specimen.

mean: 9.21, SD: 0.09 when excluding lobectomies). At day
15 after surgery, PTH ranged between 7.1 and 156 pg/mL
(mean: 49.149, SD: 33.45). Mean and SD when excluding
lobectomies were 51.97 and 34.05, respectively.

At day 15, one patient had a calcium level below
8.0 mg/dL, with a PTH of 10.9 pg/mL. At day 180 those
values were normal, with a calcium score of 8.9 ng/dL and a
PTH of 24.0 pg/mL.

Pathological examination revealed a malignancy in
seven samples, including six papillary carcinoma and one
medullary carcinoma.

Medium weight of specimens was 55.17 (SD: 32.56)
g for total thyroidectomies and 21.75 (SD: 6.946) g for
lobectomies. In 6 samples (15%) there were features of
lymphocytic thyroiditis.

Pathological examination of the resection specimen
identified parathyroid tissue in eight samples from
seven patients, all of which were submitted for total

Gland Surg 2020 | hup://dx.doi.org/10.21037/gs-20-163
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‘Table 2 Parathyroid glands on sample

Patient Sex Age Diagnosis PtS Pt AF C/P Loc Suspection Hypocalcemia

1 M 79 Multinodular goiter 1 1 P EC No No

2 F 70 Multinodular goiter 1 1 P EC No No

3 M 73 Normal thyroid (totalization) 1 1 P EC No No

4 F 62 Multinodular goiter 2 1 P;C IC; IT No; no No

5 F 66 Papillary carcinoma 1 1 P IC No No

6 F 36 Multinodular goiter 1 1 P IC No No

7 F 38 Multinodular goiter 1 1 P EC Yes Yes

M, male; F, female; Pt S, number of parathyroid glands found on pathological exam; Pt AF, number of parathyroid glands found by
autofluorescence; C, complete gland; P, fragment of gland; Loc, localization regarding thyroid gland; EC, extracapsular; IC, Intracapsular;

IT, intrathyroidal (surrounded by parenquima).

thyroidectomies. One specimen had two intrathyroidal
parathyroid glands.

Only one patient with incidental parathyroidectomy
had 24-hour post-operative hypocalcemia, with PTH
in the normal range, and normalization of calcium on
postoperative day 15. There was no correlation between the
presence of parathyroid tissue in the sample and 24-hour
post-operative hypocalcemia (P=0.254). There was also
no correlation between the presence of parathyroid tissue
and the type of surgery (P=0.344), pathological diagnosis
(P=0.409), presence of lymphocytic thyroiditis (P=0.955), or
substernal goiter (P=0.283).

Across the whole sample there were eight suspicious
areas with a significant increase in fluorescence but only
one was considered suspicious by the surgeon. Subsequent
pathological examination confirmed seven of these tissues
as parathyroid tissue. There was one false positive (colloid
nodule). In spite of maintaining conditions for auto-
transplantation of parathyroid glands, the small volume
of parathyroid tissue detected in the samples prevented
transplantation.

Table 2 summarizes the characteristics of the patients
with incidentally removed parathyroid tissue.

The system failed to identify one of the two
intrathyroidal parathyroid glands present in a patient,
identifying only the most superficial one (intracapsular)
missing the deep situated one, localized 3 mm into the
parenchyma.

Sensitivity and positive predictive value of the assay was
87.5% and specificity and negative predictive value were
97.1%.

© Gland Surgery. All rights reserved.

Discussion

Although intraoperative identification of all the parathyroid
glands would be desirable, some parathyroid glands lay
outside the thyroidectomy dissection field, resulting in a
search that may cause an unnecessary extended dissection
that can harm the blood supply of the glands (5). The
visualization and maintenance of parathyroid glands in situ
also doesn’t provide information about the functional
status of the glands, and post-operative hypocalcemia is
still possible. Utilization of indocyanine green (ICG) can
assess the vascularization of parathyroid glands, but doesn’t
completely predict post-operative hypocalcemia (10).

Visual inspection of the surgical specimen in search
of inadvertently removed parathyroid glands is usually
performed for the majority of the surgeons, allowing for
immediate auto-transplantation.

The utlization of the device described by our study could
identify all the extra-capsular glands and one of the two
intrathyroidal glands. The inability to identify one of the
intrathyroidal glands may be related to its deep anomalous
localization and could represent a limitation of the system.

If compared with the FDA approved devices for
parathyroid identification our system has the advantage of
the low cost (less than 3,200 euros), making it affordable
even for hospitals with scarce financial resources, and is
easier to assemble than other custom-build devices that
need significant technical intervention (11).

We considered the presence of parathyroid tissue in
the thyroid specimen as inadvertent parathyroidectomy,
although it may only represent partial or minimal tissue
removal with maintenance of the remaining gland, as our

Gland Surg 2020 | http://dx.doi.org/10.21037/gs-20-163
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usual extra-capsular thyroidectomy technique is particularly
prone to parathyroid preservation. This may explain the
limited impact we found on postoperative hypocalcemia in
patients with parathyroid tissue in the specimen.

There are divergent results concerning the relation
of incidental parathyroidectomy and occurrence of
hypocalcemia. In a study of 158 patients, Sakorafas ez al.
did not observe this association (12), as McGoldrick
did in a study of 230 cases (13). In this study, the
presence of malignancy was found to increase the risk
of inadvertent parathyroidectomy; we did not observe
this with our smaller sample. Sitges-Serra et /. found
greater rates of post-operative hypocalcemia in the
inadvertent parathyroidectomy group in 170 cases of total
thyroidectomies and central neck dissections for papillary
thyroid carcinoma, suggesting that extended resections are
a risk factor (14). A systematic meta-analysis including 35
studies conducted by Bai et a/. concluded that malignancy,
central neck dissection, and reoperation were significant risk
factors for incidental parathyroidectomy and that incidental
parathyroidectomy increases the risk of post-operative
hypocalcemia after thyroidectomy (15).

Despite our results failing to show any relationship
between the occurrence of incidental parathyroidectomy
and post-operative hypocalcemia, decreasing the necessity
of auto-transplant of incidentally removed glands, there is
an evident advantage in knowing if there is any parathyroid
tissue in thyroidectomy specimen. Presence of more than
one fragment of parathyroid tissue might become an
indication for auto-transplant.

The high sensitivity and specificity rates obtained with
the utilization of autofluorescence showed the utility of the
system that may function as an “optical biopsy” after proper
validation.

For this preliminary study, we could not use the device
for identification of parathyroid glands in situ during
surgery, as the ethical committee approval did not include
that utilization. In spite of not providing information about
the vascularization of the parathyroid glands, an early
awareness of their localization may help the surgeon to
avoid their manipulation and to prevent devascularization.
Thus the integration of intraoperative visualization of
parathyroid glands with auto-fluorescence followed by in
table inspection of the specimen could decrease rates of
post-operative hypocalcemia as shown by the works of Kim
et al. and the randomized controlled trials conducted by Dip
et al. and Benmiloud et al. (16-18).

Further studies with larger sample sizes will help improve

© Gland Surgery. All rights reserved.
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our understanding of this issue.

A relevant limitation of this study is the fact that all
the surgeries were performed by the same surgeon, an
experienced thyroid surgeon although not a high-volume
surgeon, whose experience could be related to the little
volume of the parathyroid fragments found.

As the majority of thyroid surgeries all-over the world
are performed by low-volume surgeons, whom may
benefit more of the assistance of autofluorescence for
the identification of parathyroid glands, a study evolving
surgeons with different levels of expertise would be
useful, evaluating not only the results of postoperative
hypocalcemia but also the effects on the learning curve.

Conclusions

Although in this study we could not demonstrate a
relationship between incidental parathyroidectomy and
postoperative hypocalcemia, the high sensitivity and
specificity rates make autofluorescence of parathyroid
glands an useful tool for identification of incidentally
removed glands during thyroidectomy.
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Abstract

Background: Intra-operative identification of parathyroid glands is often a challenge for surgeons performing
parathyroid or thyroid surgery. Parathyroid glands stimulated by near-infrared light emit autofluorescence, which
allows their discrimination from all other tissues in the region, and this may be of value during thyroid and
parathyroid surgery. In this study, we present the results of the utilization of a low-cost device developed for
the identification of parathyroid glands in surgery for primary hyperparathyroidism.

Case presentation: In 5 patients operated in our hospital with the diagnosis of primary hyperparathyroidism
and non-concordant ultrasonography and Sestamibi scan, we used a 780 nm Light Emitting Diode (LED) to stimulate the

are non concordant.

cervical area. The resulting autofluorescence was visualized with night vision goggles with a 832 nm filter assembled.
In all the five patients, an easily distinguishable nodule was identified and excised, and confirmed as parathyroid
adenoma by histological exam. Intra-operative PTH assay showed significant decrease compared with basal values,
fulfilling the Miami Criteria for surgical success in use in our institution.

Conclusion: The utilization of autofluorescence for intra-operative identification of parathyroid glands may have a clinical
application in surgery for primary hyperparathyroidism, being of special utility when ultrasonography and Sestamibi Scan

Keywords: Autofluorescence , Parathyroid , Surgery , Near infrared

Background
Intra-operative identification of parathyroid glands is often
a challenge for surgeons performing parathyroid or thyroid
surgery. Their small size, shape and color makes them diffi-
cult to differentiate from other cervical tissues such as
lymph nodes, fat and even small thyroid nodules [1, 2].
Since the beginning of parathyroid surgery, the identi-
fication of these glands has depended mainly on the sur-
geons’ visual acuity and experience. Almost all the
available techniques that could help surgeons for this
purpose are dependent of the injection of exogenous
substances with associated toxicity risks [3, 4].
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K BMC

In 2011, Paras et al. [5] reported for the first time the
autofluorescence properties of parathyroid glands when
stimulated with a laser beam of 795 nm, which allowed
their differentiation from other tissues in the area [5]. Sub-
sequently, other authors confirmed this property, with ap-
plications in thyroid and parathyroid surgery [6-9].

The non ionizing nature of near infrared light
(700-2500 nm) and its capacity of penetration in bio-
logical tissues makes it a promising tool for image-
guided surgery [10, 11].

Current devices capable of detecting intraoperative au-
tofluorescence are generally expensive. Therefore, the
authors developed a low-cost device, assembled with
easily obtained components, and report its use in a
group of patients with primary hyperparathyroidism that
had discordant imaging localization tests.

© The Author(s). 2019 Open Access This article is distributed under the terms of the Creative Commons Attribution 4.0
International License (http//creativecommons.org/licenses/by/4.0/), which permits unrestricted use, distribution, and
reproduction in any medium, provided you give appropriate credit to the original author(s) and the source, provide a link to

the Creative Commons license, and indicate if changes were made. The Creative Commons Public Domain Dedication waiver
(http//creativecommons.org/publicdomain/zero/1.0/) applies to the data made available in this article, unless otherwise stated
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Case presentation

This study was conducted from June to October 2018 in
Hospital dos SAMS, Lisbon, Portugal after approval by
the Institutional Ethics Committee.

Following the almost universally accepted practice for
the surgery of primary hyperparathyroidism, in Hospital
dos SAMS we favour the focused lateral approach, based
on the pre-operative localization of the pathological
parathyroid gland by two concordant tests (cervical
ultrasonography and Sestamibi Scan), controlled by in-
traoperative PTH analysis using Miami criteria [12—14].

In case of non concordant tests, a bilateral cervical ex-
ploration is usually performed through a collar incision,
with identification of four glands. If localization tests
point to the same side of the neck, an unilateral explor-
ation with identification of the two glands on that side
could be undertaken.

Five patients (1 male, 4 females, median age 57
years, range 26—72years) with clinical and laboratorial
diagnosis of primary hyperparathyroidism, but with
non-concordant localization tests, were referred for
surgical treatment and were included in the study
(Table 1). Two patients also had indication for homo-
lateral thyroid lobectomy, which was performed in the
same surgical time.

Patients were submitted to a cervical exploration through
a collar incision. After opening the median raphe, we pro-
ceeded with visual inspection of the area, starting by the
side where Sestamibi Scan showed hyperfixation of the ra-
diotracer, or by the side where ultrasonography showed a
suspected nodule if Sestamibi scan was negative.

After visual inspection and with the operative room
lights turned off, the area was stimulated with a 780 nm
light beam, emitted by a LED (Light Emitting Diode)
Thorlabs Model M780 L-C1 (Thorlabs GmbH, Dachau,
Germany) with a bandpass excitation filter of 769 nm
(+/-41nm) Edmund Optics 84,123 (Edmund Optics,
Barringtion, NJ, USA), powered by a LED driver T-cube
1200 mA (Thorlabs GmbH, Dachau, Germany).

Table 1 Characteristics of patients
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Simultaneously the stimulated area was visualized
through an image acquisition system composed by a night
vision goggle device iGen Nightviewer 20/20 nightOwl
(Night Owl Optics, El Paso, Texas, USA) with a bandpass
acquisition filter of 832 nm (+/- 28 nm).

In the last two cases, the acquisition system was con-
nected to a Personal Computer through an USB acquisi-
tion board Video Grabber SVG 2.0 A3 Silvercrest (Targa
GmbH Soest, Germany) using the Cyberlink PowerDir-
ector 12 software (Cyberlink, New Taipei City, Taiwan),
which allowed the recording of images and their analysis
with Image | software (National Institutes of Health, Be-
thesda, Maryland, USA).

After visual identification of the parathyroid glands,
confirmed with autofluorescence, the decision of which
gland to excise was made by the surgeon based on the
appearance and size of the identified glands.

The excised glands were immediately sent for frozen
section examination. Venous blood samples were col-
lected for Parathyroid hormone (PTH) determination at
four different times: 1- after anaesthetic induction (base-
line) 2- Pre-excision 3 — five minutes after excision 4 —
ten minutes after excision.

The procedure was completed when Miami Criteria
[14] were fulfilled. Determinations of serum calcium and
PTH were done before hospital discharge (24 h after sur-
gery) and 15 days after surgery in all patients.

In all five patients it was possible to identify the two
autofluorescent parathyroid glands that had been previ-
ously visually identified (Table 2).

Operative times varied between 25 and 65 min (aver-
age 48 min).

Quantification of fluorescence intensity by Image ]
software undertaken in the two last patients showed a
marked difference between thyroid and parathyroid au-
tofluorescence, with parathyroid intensity being almost 2
times higher (Fig. 1).

Obtained values of intensity (arbitrary units) and ratios
are presented on Table 3.

Patient Sex Age (years) Diagnosis Non Concordance
1 F 51 Primary Hyperparathyroidism Sestamibi -Hyperfixation on PIIl right
Ultrasound - PIIl left
2 F 72 Primary Hyperparathyroidism Sestamibi - negative
Ultrasound- PIll right
3 F 68 Primary Hyperparathyroidism Sestamibi - negative
Nodule on right lobe of thyroid Ultrasound- intrathyroid nodularity
4 F 69 Primary Hyperparathyroidism Sestamibi- PIV left
Nodule on right lobe of thyroid Ultrasound- PIV right
5 M 26 Primary Hyperparathyroidism Sestamibi- Pl right

Ultrasound - negative

iations: Plll inferior p y

id, PIV superior p
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Table 2 Surgery data
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Patient Surgery Pt identified/sought Duration of surgery (minutes) Pathological diagnosis

1 Excision of right inferior parathyroid 2/2 45 Oxyphilic cells adenoma

2 Excision of right superior parathyroid 2/2 50 Principal cells adenoma

3 Excision of right superior parathyroid 2/2 65 Principal cells adenoma
Right thyroid lobectomy

4 Excision of right superior parathyroid 2/2 45 Oxyphilic cells adenoma
Right thyroid lobectomy

5 Excision of right superior parathyroid 2/2 35 Principal cells adenoma

Abbreviation: Pt parathyroid glands

No statistical comparison was done due to the small
sample size.

Visually there was no relevant difference between the
perceived intensity of fluorescence of normal and patho-
logical parathyroid glands.

Frozen section examination of the excised glands
showed in all five cases the presence of a parathyroid ad-
enoma, which was further confirmed by conventional
pathological examination.

No parathyroid tissue was found within the lobectomy
specimens.

Determinations of intra-operative PTH were per-
formed in four patients (Table 4), showing a decrease of
the PTH levels fulfilling Miami Criteria in use in Hos-
pital dos SAMS [14].

In one patient these determinations were not per-
formed due to technical problems with the analysis
system. Results of calcium and PTH (pre-operative,
intra-operative, 24h and 15days) are presented in
Table 4.

During the six month follow-up period there were no
cases of persistent hyperparathyroidism.

Fig. 1 Autofluorescence of thyroid (T) and parathyroid (Pt) captured
at exploration of the superior pole of thyroid (right side). We can see
that thyroid gland also emits autofluorescence but with considerably
less intensity than parathyroid

Discussion and conclusions

Autofluorescence of parathyroid glands, when submitted
to a near infrared light, allows their discrimination from
other cervical tissues and may be useful in an operative
setting.

Although the initial work of Paras et al. [5] had been
directed to surgery of the thyroid gland, the autofluores-
cence of pathological parathyroid glands, namely aden-
omas and hyperplasia allows its utilization in surgery of
hyperparathyroidism, helping in the localization of the
glands [15].

The results of the surgery for primary hyperparathyr-
oidism have always been highly dependent of surgeons’
experience [16].

As this surgery is less frequent than thyroid surgery, ex-
perience is not easily acquired outside reference centres.
In addition, there are not many useful intra-operative
tools for helping less experienced surgeons [17]. Further-
more, pre-operative localization tools are sometimes dis-
cordant, and in these cases, a bilateral neck exploration
may be necessary to identify the affected glands [17].

In our series of five consecutive patients with non-
concordant cervical ultrasonography and sestamibi scan,
the utilization of the developed device facilitated the
identification of the parathyroid glands although it could
not differentiate normal from pathological glands, as
there was no visually significant difference in fluores-
cence intensity. Nevertheless, the confidence of the sur-
geon in the identification of parathyroid glands was
greatly improved with its use.

Table 3 Quantification of autofluorescence with Image J
software

Patient 4 Patient 5
AF parathyroid adenoma 228 243
AF normal parathyroid 225 248
AF thyroid 110 125
Ratio AF adenoma/ Normal Pt 1013 0.980
Ratio AF Adenoma/Thyroid 2072 1.944
Ratio AF Normal Pt/ Thyroid 2045 1.984

Abbreviations: AF autofluorescence, Pt parathyroid gland
Units: arbitrary units (imageJ software)
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Table 4 Calcium and PTH determinations

Patient  Pre-op Pre-opPTH loPTHmax loPTHmin  Variation lo PTH  Calcium 24h  PTH24h  Calcium 15days  PTH 15days

Calcium

1 12 267 388 318 -90% 84 89 90 32

2 114 102 171 19 -88% 85 26 99 44

3 106 139 * * * 86 50 9.7 91

4 108 142 14 189 -83% 94 3 85 52

5 11.8 209 100 4 -96% 89 3 88 86

bb : Pre-op pre-op parathyroid h io intra-op *Intra-op: PTH not d (failure of the i )

Units: Calcium: mg/dl, PTH: pg/ml
Normal values: Calcium 8,5-10,4 mg/dl PTH 11-65 pg/ml

The small size of our sample doesn’t allow conclusions
about the intensity of autofluorescence of normal and
abnormal parathyroid glands, an issue that needs further
evaluation.

Whereas the results of Falco et al. [9] showed higher
intensity of autofluorescence of parathyroid adenomas
than normal parathyroid glands, the results of Kose et al.
[18] showed higher intensity of autofluorescence of nor-
mal glands. Ladurner et al. [7] and Squires et al. [19]
didn’t find significant difference between normal and ab-
normal glands.

Larger studies with equivalent methodologies will be
necessary to completely clarify the problem.

We also did not observe relevant differences in fluor-
escence intensity between adenomas with predominance
of either principal cells or oxiphylic cells.

As the differences of fluorescence intensity between
normal and pathological glands are non-significant, it
seems unlikely that this measurement could be useful
for the discrimination of affected glands.

The decision about which gland to excise remained
dependent of the surgeons evaluation supported by fro-
zen section examination and intraoperative PTH
determinations.

However, this device could be useful for less experi-
enced surgeons, with less visual training on identifying
parathyroid glands.

As the current device used in this work is still in the
process of improvement, it has some important limita-
tions, namely the low image quality and the need to
switch off the operative lights when in use.

Although near infrared light has some capacity of pene-
tration into tissues (less than 5mm), some dissection
might still be necessary for parathyroid identification.

The ability of this technique for the identification of
the rare true intrathyroid parathyroid glands remains
uncertain [7].

Regardless of these limitations, our results suggest that
the utilization of autofluorescence could be of great value
for helping surgeons operating patients with primary
hyperparathyroidism and even contribute to shorten the
operative time.

The identification of parathyroid glands with autofluo-
rescence could minimize the lesser experience of the
surgeon performing parathyroid surgery, possibly redu-
cing the need of a substantial visual training and im-
proving the confidence of the surgeon and the speed of
the procedure, namely in cases of non concordant ultra-
sonography and sestamibi scans, for which it is necessary
to identify more than one gland.

Although these results need validation with studies en-
rolling a greater number of patients, the potential bene-
fits in surgical practice, the ease of assemblage and use
of our device, and the fact that it costs only a fraction of
the devices recently launched in the market, may ultim-
ately allow a more widespread use of this technique.

Abbreviations
LED: Light emitting Diode; PTH: Parathyroid hormone
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Background: Intraoperative identification of parathyroid glands which remains largely dependent on the sur-
geon’s expertise, is a major challenge in endocrine surgery and the most efficient way to reduce postoperative
hypocalcemia and its important morbidity.

Since the description on autofluorescence of parathyroid glands by Paras et al. in 2011, other works had confirmed
the utility of this property in the identification of the glands but its efficacy in reducing hypocalcemia is not
completely stated.

In this study we evaluate the utilization of a low-cost device in total thyroidectomy.

Methods: In a before and after controlled study we compared patients sub d to total thy y by the
same surgeon in two periods: From January 2017 to February 2018 (visual identification of parathyroid glands)
and from February 2018 to December 2019 (with utilization of the near infrared system).

Main outcomes included postoperative hypocalcemia and hypoparathyroidism, parathyroid identification and
incidental resection.

Results: Patients in the study group displayed significantly lower postoperative hypoparathyroidism (p = 0.044).
In spite of the reduction observed in study group absolute values of calcium and number of hypocalcemic pa-
tients didn’t achieve statistical significance. There were no patients with permanent hypocalcemia in study group
comparing with 3 in the control group.

Number of parathyroid glands identified was significantly higher in study group (p < 0.001).

Near infrared autofluorescence device was able to identify accurately inadvertently removed parathyroid glands,
with a sensivity of 100% and a specificity of 87.5%.

Conclusions: Event though we couldn’t d; rate significant imp int ient postoperative hypocal-
cemia, the reduction of permanent hypocalcemia and the improvement in surgeon’s ability and confidence in
the identification of parathyroid glands could make near infrared autofluorescence an useful tool in surgery of
thyroid gland.

1. Introduction

occurs transitorily in 20-65% of patients and permanently in 1-7.9%
[6-12].

Intraoperative identification of parathyroid glands remains a chal-
lenge to surgeons during thyroid and parathyroid surgeries even in this
era of technological advances as it still depends mainly on the surgeon’s
visual acuity and expertise [1,2].

Parathyroids small size, shape and color made them easily con-
founded with lymphatic nodes or fat nodules [3-5].

The systematic identification and preservation of well vascularized
parathyroid glands is the only way of reducing postoperative hypocal-
cemia, one of the most fearsome complications of thyroid surgery, that

Paras et al. in 2011 described autofluorescence of parathyroid
glands, a property that could allow their discrimination from other cer-
vical tissues [13].

Those initial works were followed by studies from other groups con-
firming the utility of autofluorescence for intraoperative identification
of parathyroid glands [14-19] and motivated us to try to visualize these
glands with an affordable device using easily achievable components
[17,20].
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Fig. 2. Intraoperative image showing autofluorescence of thyroid (T) and
parathyroid gland (Pt).

The system is composed by a light source - 780 nm LED (Light emis-
sion diode) and an image acquisition device - night vision goggle - both
coupled with bandpass filter lens [21] (Fig. 1).

After testing the system in vitro, with samples provided by the patho-
logical department of our hospital we started its utilization in an oper-
ative setting on thyroid and parathyroid surgery.

Although the accuracy of autofluorescence to identify parathyroid
glands is well established the repercussions of that identification in re-
ducing hypocalcemia still needs to be proved [22-28].

In this study we compare the outcomes of patients submitted to total
thyroidectomies before and after the utilization of the system, regarding
postoperative hypocalcemia and hypoparathyroidism.

2. Material and methods

The present study was approved by the Ethics Committee of our hos-
pital.

From January 2017 to December 2019, 105 patients were submitted
to total thyroidectomies by the same surgeons, in the institution.

After March 2018 near infrared autofluorescence was used system-
atically in all but 4 total thyroidectomies, in which the system wasn’t
available for technical reasons.

After initial mobilization of the thyroid lobe and visual inspection of
the region the operative room lights were turned off and the operative
field inspected though the device for the presence of parathyroid glands
(Fig. 2). The localization of the suspected glands was compared with the
results of the visual inspection.

The system is composed by a light source - 780 nm LED (Light
emission diode) Thorlabs model M780L3-C1 (Thorlabs GmbH, Dachau,
Deutschland) with a 769 nm +/- 41 nm bandpass excitation filter (Ed-
mond Optics 84,123 - Edmund Optics - Barrington, NJ, USA), powered
by a 1200 mA LED driver T-cube (Thorlabs GmbH, Dachau, Germany)
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Fig. 1. Light source (785 nm LED) with power supply,
night vision goggles and bandpass filters.

and an image acquisition device - night vision goggle iGen nightviewer
20/20 nightOwl (Night Owl optics, El Paso, Texas USA) - which uses a
CCD Sony ICX254AL image detector, with a 832 nm bandpass emission
filter coupled.

After resection the thyroid specimen was carefully inspected with
the device, for the presence of incidentally removed parathyroid tissue.
The localization of the suspect fluorescent areas was annotated for con-
frontation with pathological exam.

In all patients determinations of calcium and Parathyroid hormone
(PTH) were done 24 h and 15 days after surgery.

In our practice all patients with 24-h calcium levels below 8.0 start
calcium supplementation with or without calcitriol supplementation:
patients with calcium bellow 7.5 or symptomatic start intravenous sup-
plementation of calcium gluconate and oral calcitriol and are discharged
asymptomatic (usually next day) with oral calcium and calcitriol sup-
plementation. Patients with calcium levels between 7.5 and 8.0 start
oral supplementation. If PTH values are also below normal range oral
calcitriol is added.

Patients with hypocalcemia at day 15 were periodically evaluated by
their assistant endocrinologist and determinations of calcium and PTH
at day 180 were considered in this work.

Statistical analysis of data was done with the software SPSS 25 for
Macintosh (IBM corp Armonk US) using t-student, chi-square and fisher
exact’s tests. A p-value of 0,05 was considered significant.

3. Results

Overall 105 patients were enrolled in this study, 45 with utilization
of the described system (study group) and 60 without (control group).

There were no significant variations on preoperative characteristics
of the two groups regarding sex ratio, age, preoperative calcium, preop-
erative PTH or initial diagnosis (Table 1).

As usual in thyroid surgery there was a strong predominance of fe-
male sex.

Mean weight of specimens of study group was higher than control
groups with a little significance. (P = 0.048).

Pathological exam of the excised specimens is shown in Table 2, with
predominance of nodular hyperplasia (nodular goiter).

There were no statistically significant variations between the groups
regarding malignancy, thyroiditis or thoracic goiter.

In control group the mean of parathyroid glands visually identified
by the surgeon with high level of confidence was 2.33 (sd 0.968). In the
study group the mean of glands identified was 3.47 (sd 0.625), which
represents a significant difference between groups (p < 0.001).

One patient in control group developed a neck hematoma 3 h be-
ing reoperated 3 h after the initial surgery. Post-operative period was
uneventful after, with calcium and PTH in normal range.

In the whole sample 2 patients (1 in control and 1 in study group)
had transient lesions of recurrent laryngeal nerve. One patient in the
study group had a permanent recurrent laryngeal nerve lesion.
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Table 1
Characteristics of the patients, preop ial values and di is, postoper-

ative diagnosis and weight of the sample.

AF-N = 60 AF+N =45 P value
Preoperative Sex ratio: M/F 0.20 0.36
Age (mean +SD) 614 + 155 61.6 = 12.1 0.942
Calcium mean (+SD) 9.37 + 0.46 9.48 + 043 0.294
PTH mean (+ SD) 54.01 = 8.03 58.17 + 8,36 0.840
Initial diagnosis 0.462
Cancer 3 (5%) 1(2.2%)
Suspicion of malignancy 8 (12.3%) 2 (4.4%)
AUS/FLUS 5 (8.3%) 3(6.7%)
MNG 37 (61.7%) 31 (68.9%)
Toxic 2(33%) 4(8.9%)
Graves 0 1(2.2%)
Folicular Tumor 5 (8.3%) 3 (6.7%)
Postoperative ~ Weight 52.46 + 57.71 58.98 + 33.07 0.048
Final diagnosis
Benign 40 (66.7%) 37 (82.2%) 0.081
Malignant 20 (33.3%) 8 (17.8%)

Abbreviations: M male F female PTH parathyroid hormone SD Standard deviation
AUS/FLUS Atypia of undetermined significance/ Follicular lesion of undetermined sig-
nificance MNG multinodular goiter

Units: Calcium: mg/dl, PTH: pg/ml Age: years Weight +: grams

Normal values: Calcium 8,5-10,4 mg/dl PTH 11-65 pg/ml.

Table 2 Table 4a
Pathological diagnosis. Comparison of Calcium levels between groups.
AF-n =60 AF+n=45 Calcium  AF-(n=60) AF+(n=45) p-value
Nodular hyperplasia 37 (61.7%) 36 (80%) >8.0 42 (70%) 33 (73.3%) 0.468
Papillary Carcinoma 18 (30.0%) 6 (13.3%) 7.7-79 11 (183%) 8 (17.8%) 0.568
Follicular Carcinoma 2(3.3%) 1(22%) 7.4-76  5(83%) 3 (6.7%) 0.526
Lymphocytic Thyroiditis 2 (3.3%) 0 7.1-74 2 (3.3%) 1(2.2%) 0.606
Follicular Adenoma 0 1(22%) — . " "
Medullary Carcinoma 0 1(22%) A : AF ence Units: Calcium:
Normal Thyroid 1(1.7%) 0 mg/dl.
p = 0072
Table 4b

Comparison of PTH levels between groups.
Values of calcium 24 h after surgery varied between 7.1 and 9.0

(mean 8.172 Sd 0.424) for the control group and between 7.1 and 10.4 PTH AF-(n=60) AF+(n=45) p-value
(mean 8.336 Sd 0.603) in the study group (Table 3) >11 39 (65.0%) 37 (82.2%) 0.077
In spite the lower mean values observed in control group the differ- 4-11  8(133%) 4(8.9%) 0350
ence between groups wasn’t statistically significant (p = 0.325). <4 13 (21.7%) 4(8.9%) 0.073
We couldn’t also demonstrate significant differences between groups Abb AF autofluc Units: PTH:
when comparing different grades of hypocalcemia (Table 4a) neither pg/ml.

when comparing different levels of PTH (Table 4b) although the num-
ber of patients with PTH below normal range were inferior when aut-
ofluorescence was used (8 patients — 17.8% versus 21 patients — 35% -

p =0.077)
Mean drop off of calcium and PTH values although slightly greater
in control group didn’t achieve significant relevance.

Determinations of PTH 24 h after surgery showed a statistically sig-
nificant difference favoring the study group — mean 31.047 (Sd 21.158)
versus 23.325 (Sd 20.040) - p = 0.044.

Table 3
Post operative determinations of calcium and PTH — mean (standard deviation).
AF- (n = 60) AF+ (n = 45) p-value
Calcium24h  8.172 (0.424) 8.336 (0.603) 0325
PTH 24 h 23.325 (20.040) 31.047 (21.158)  0.044
Calcium 15 d 9.050 (0.689) 9.147 (0.482) 0913
PTH 15 d 36.891 (24.165)  49.331 (32.238)  0.043
Calcium 180d  9.104 (0.392) 9.173 (0.400) 0.781
PTH 180 d 36.327 (24.003)  50.100 (18.351)  0.406
Drop off 24 h  Calcium 1.170 (0.555) 1.050 (0.738) 0.444
PTH 33.121 (26.460) 19.052 (22.775)  0.102

Abbreviations: PTH parathyroid hormone AF autofluorescence h hours d days

Units: Calcium: mg/dl PTH: pg/ml

Normal values: Calcium 8.5-10.4 mg/dl PTH 11-65 pg/ml.
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Table 5
Comparison of hypocalcemic events by associated features between groups.
N Hy A i p-value
AF- AF+ AF- AF+

Malignancy 28 6 (30%) 2(25%)  14(70%) 6 (75%) 0.589
Thyroiditis 14 3 (37.5%) 2(33%)  5(625%) 4 (67%) 0.657
Thoracic 16 1(143%) 2(222% 6(857%) 7(77.8%) 0.600
Abbreviations: AF fl

Determinations of calcium at postoperative day 15 and calcium and
PTH six month after surgeries also had no significant differences be-
tween groups.

At postoperative day 15, mean PTH values were significantly higher
in study group — mean 49.332 (Sd 32.238) versus 36.891 (Sd 24.165) -
P =0.043.

In study group 11 patients (24.4%) presented 24-h post-operative
hypocalcemia, condition that occurred in 18 patients (30%) of the con-
trol group (p = 0.343).

We couldn’t find differences between the groups concerning hypocal-
cemia when individual factors (presence of thyroiditis, thoracic goiter
or malignancy) were analyzed (Table 5).

Twenty-four hours after surgery 8 patients in study group had PTH
levels below normal range, condition that occurred in 21 patients in the
control group (p = 0.047).

At post-operative day 15 in spite of calcium and vitamin D supple-
mentation, 3 patients in the control group still had hypocalcemia (cal-
cium 7.6, 7.2 and 6.4; PTH 19.5, 11.0, 7.9) whereas only 1 patient in
study group had calcium values below normal range (7.9, PTH 10.9).

Six months after surgery three patients in control group had per-
manent hypoparathyroidism, remaining with therapeutics. In the study
group no patient needed calcium supplementation for more than 15 days
after surgery.

Pathological examination of the thyroid specimens detected parathy-
roid fragments in 7 patients of the study group (15.6%) and in 15 pa-
tients in control group (25%). This difference has no statistical signifi-
cance (p = 0.175) and also there was no correlation between the pres-
ence of parathyroid fragments in the sample and the occurrence of tem-
porary or permanent hypocalcemia (p = 0.399). The number of frag-
ments found also had no correlation with the occurrence of hypocal-
cemia (p = 0.272).

The specimens of the study group were also inspected for the pres-
ence of parathyroid tissue by autofluorescence, with high concordance
with the pathological exam: all the seven fragments were correctly iden-
tified, with only a false positive case (colloid nodule). This represents
a sensivity of 100% and specificity of 97.8% and a positive predictive
value of 87.5% and a negative predictive value of 100%.

4. Discussion

Utilization of near infrared autofluorescence for intraoperative iden-
tification of parathyroid glands may have a strong impact on thyroid
and parathyroid surgeries, providing surgeons with a helpful tool, that
could minimize the impacts of post-operative hypocalcemia.

In our study there was a significant increase on the number of
parathyroid glands identified with the utilization of the device compar-
ing with the visual perception of the surgeon, results comparable with
the results of Falco et al. [22] and Squires et al. [29].

All these results have however a strong bias since no biopsy of the
perceived parathyroid glands was done. This bias is recurrent in all the
works in the area, as ethical reasons strongly forbid the pathological
examination of healthy tissues.

Event thought the utilization of near infrared autofluorescence in-
creased the confidence of the surgeon in the identification of parathy-
roid glands and potentially could decrease the learning curve for that
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identification in less experimented surgeons, allowing low-volume sur-
geons which worldwide assure most of thyroid surgery to improve their
results [30,31].

In our sample we couldn’t find statistically significant difference in
24-h post-operative calcium values or in the drop-off of calcium values
although the better results achieved in the study group.

There was however a statistically significant improvement in the val-
ues of PTH at 24 h.

This results are consistent with the results of Di Marco et al. [32],
Dip et al. [33] and Ladurner et al. [34].

Until now only Benmiloud et al. [35,36] showed a statistically sig-
nificant improvement in postoperative hypocalcemia. The utilization of
a broad definition of hypocalcemia by this author may in part explain
those results as the temporal window considered (24 or 48 h) could led
to different values.

Although there was a reduction of the percentage of patients with 24-
h hypocalcemia in the study groups, that also couldn’t achieve statistical
significance.

The absence of permanent hypocalcemia cases in the study group,
consistent with other reports [33,35] is perhaps the most important find-
ing of this work, even if a statistically significant result is difficult to
achieve because of the large sample it would be necessary to assure the
power of the study, and is an important motivation for continuation of
the research.

The potentiality of near infrared autofluorescence in the inspec-
tion of the excised specimens for the presence of incidentally removed
parathyroid glands was already stated by other authors [23,37,38] and
was confirmed in this work, with high sensivity and specificity.

Also, the percentage of patients with incidentally removed fragments
of parathyroid was inferior in the study group which can indicate the
value of the system to guide the dissection.

In our work we couldn’t however demonstrate clinical advantage,
since there was no correlation between the presence of parathyroid tis-
sue in the sample and the occurrence of postoperative hypocalcemia.
As we considered the presence of any amount of parathyroid tissue de-
tected in pathological examination, that small amount of tissue may be
equivalent to a biopsy, leaving in place most of the gland, situation also
reported by De Leeuw et al. [15], explaining the absence of repercussion
on calcium values.

The consolidation of the technique might allow it to replace frozen
section examination of doubtful parathyroid glands incidentally re-
moved, reducing the increased operative time and costs associated with
this exam [39,40].

In this study we didn’t include any case of central neck compartment
dissection, as our annual casuistic is scarce for that procedure in which
we believe the utilization on autofluorescence could decrease the rates
of hypocalcemia allowing better preservation of parathyroid glands and
their easier discrimination from lymph nodes.

As reported by De Leeuw et al. [15] we also had a false positive
colloid nodule.

Colloid nodules, brown fat and even lymphatic nodes had been as-
sociated with few cases of false positivity [40] and that awareness must
always be present and taken in consideration namely in surgery for ma-
lignancy.

5. Conclusions

Although in this work we couldn’t demonstrate significant statis-
tical improvement in postoperative transitory hypocalcemia, near in-
frared autofluorescence may become an useful tool for identification of
parathyroid glands in thyroid surgery, increasing surgeons’ confidence,
contributing to the preservation of the glands in situ and allowing an
easy “optical biopsy” of suspect parathyroid tissue, that could over-
whelm its main limitation: the absence of information about the irri-
gation status of the glands.
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4.8 Artigo VIII: Persistence of autofluorescence of
parathyroid glands submitted to heat, freeze and
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that could have clinical impact forintraoperative identification of the glands. Persistence

of Autofluorescence after cryopreservation and fixation in formalin was reported by KEYWORDS

other authors suggesting the robustness of the event. Information about persistence Autofluorescence; Parathyroid;
of Autofluorescence after heating, with the consequent protein denaturation is less ~ Near infrared

documented in literature. In this work we analyze the intensity of Autofluorescence of

five parathyroid samples submitted to heat, freeze and fixation in formalin. There was

no significant difference on the intensity of Autofluorescence of parathyroid glands

submitted to neither condition with p-values of 0.82 (heating), 0.075 (freezing) and

0.314 (fixation). Those results exclude the necessity of a chemical reaction as well as the

need of the integrity of the secondary and tertiary protein structure for the occurrence

of auto luorescence of parathyroid glands. The persistence of Autofluorescence after

fixation in formalin facilitates further research in the area, avoiding the need for fresh

samples, difficult to obtain and maintain.

ABSTRACT

Introduction discrimination from parathyroid. Fat and lymph
nodes don’t emit fluorescence [1]. Autofluorescence
of parathyroid glands is a curious phenomenon as
there were no known intrinsic fluorophores emitting
atthis wavelength [4,5]. The responsible fluorophore
must exist in both parathyroid and thyroid, but in
higher concentration on parathyroid, and be absent
in other cervical tissue still remains unknown. Even
though unknowing the source of Autofluorescence
was not an obstacle to its clinical utilization, that
knowledge could expand the applications of the
phenomenon.Previousworksstated thatparathyroid
Autofluorescence remains even after fixation of the
tissue in formalin so excluding the need of a chemical
reaction in vivo for the occurrence [6,7]. The
persistence of Autofluorescence of a cryopreserved
parathyroid was also reported by Moore et al. in
a single case report [8]. These data suggest that
Autofluorescence is a robust occurrence, persisting
even after exposition to adverse conditions. The

Autofluorescence of parathyroid glands when
submitted to a 785 nm laser was described for the
first time in 2011 by a group of investigators from
Vanderbilt University emerging as a potential tool
for helping surgeons on the identification of those
glands [1]. Parathyroid glands (usually four) are
localized in close proximity with the thyroid and
their small size (5 mm to 7 mm) and color makes
them difficult to distinguish from other cervical
tissues like fat nodules, lymph nodes or even small
thyroid nodules [2,3]. As the available tools for
intraoperative identification of parathyroid glands
are limited it still depends mainly of the experience
and visual acuity of the surgeon. The initial study of
Paras et al. demonstrated that after stimulation with
a laser source of 785 nm parathyroid glands emit
fluorescence with a peak on the 822 nm wavelength.
Thyroid glands also emit fluorescence at the same
wavelength, but its lower intensity allows an easy
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possibility of Autofluorescence being caused by
an enzymatic reaction may be excluded by its
persistence after submission to a heat source. Heat
causes protein denaturation disrupting hydrogen
bonds and non-polar hydrophobic interactions
thus affecting secondary and tertiary structures.
The denaturation process is not strong enough to
break peptic bonds so doesn’t affect the primary
structure (amino acid sequence) [9-14]. The
persistence of Autofluorescence after freezing could
have application for verification of cryopreserved
tissue amenable to auto transplantation in cases of
secondary hyperparathyroidism submitted to para
thyroidectomy.

Formalin fixation is used for tissue preservation
helping to maintain cellular architecture and
composition of cells and allowing subsequent
processing. Fixation also preserves the proteins,
carbohydrate and other bio-active molecules in
their spatial relationship to the cell, so that they
can be studied [15,16]. In this work we analyze
the persistence of Autofluorescence in fresh
parathyroid samples submitted to heat, frozen and
fixation with formalin. Being a preliminary work,
the main objective was to confirm the persistence of
Autofluorescence after extreme conditions without
using the usual techniques for cryopreservation of
tissues.

Methods

Five fresh samples of parathyroid adenomas were
divided in 3 fragments (fragments A, B, C). After
division all samples were observed through a night
vision goggles coupled with 822 nm band pass filter
while irradiated with a 780 nm LED with a 780 nm
band pass filter and submitted to Heat (A), freeze
(B) or fixation with 10% formalin (C). The system
was coupled with a laptop personal computer
through a USB video recording board and image
software was used to record the images. Recorded
Images were analyzed with Image ] software U. S.
National Institutes of Health, Bethesda, Maryland,
USA). Statistical analysis of data was made with
IBM SPSS Statistics V.25 (IBM Corp. Released 2017.
IBM Statistics for MacIntosh, Version 22.0. Armonk,
NY: IBM Corp). For data with a normal distribution
evaluated with Kolmogorov-Smirnov and Shapiro
Wilk tests a parametric test was used (Student’s
t test and ANOVA). When normality was violated
non-parametric tests were used (Kruskall Wallis

and Friedman). A level of significance of 0.05 was
considered significant.

Heating

Fragments of group A were submitted to
a temperature of 80° for 30 minutes through a
Bio-Optica WB-100 I (Bio-Optica Sp, Milan, Italy)
water bath and immediately observed with the
near infrared device. 24 hours and 48 hours after
heating tissues were observed again.

Freezing

Fragments of group B were frozen at 50° in an
ultra-low temperature freezer Herafreeze HFU
(Thermo Fisher Scientifics, Waltham, MA, USA) and
observed with the device. They were defrosted
after 30 days and observed. 24 hours after
defrosting another observation was done.

Fixation

Fragments of group C were emerged in a solution
of 10% neutral buffered formalin and observed
after 48 hours and 180 days.

Results
Heating

Intensity of fluorescence (arbitrary
values) measured by Image software are shown in
(Table 1).

As normality conditions were not achieved (p<0.05
on Kolmogorov-Smirnov and Shapiro-wilk tests) for
values collected 24 hours after heating Friedman
test was used. There were no significant differences
between groups (Friedman Test value 1.125)
p=0.818.

Freezing

Intensity of fluorescence (arbitrary values)
measured by image ] software are shown in (Table
2).

The normal distribution of data allowed the
utilization of a parametric test (ANOVA for repeated
measures).

No significant difference was obtained
between groups (F=2.959) P=0.075

Arch Clin Exp Surg © 2020 ¢ Vol 9 ¢ Issue 1
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Fixation

Intensity of fluorescence (arbitrary values) measured
by image ] software are shown in (Table 3). Data had a
normal distribution allowing utilization of ANOVA
test for repeated measures. There was also no
significant difference between groups (F=1.345)
p=0.314. No Post Hoc comparisons were done were
done since there were no differences between groups.

Before | After 24 48
heating | heating |hours hours
1 247 249 247 249
2 246 253 247 247
3 246 245 249 247
4 | 247 246 248 | 246
5 249 247 249 249
Mean 247,6 248 248.2 247.6
(sd) (1.34) (3.16) (1.10) (1.34)

Table 1. Intensity of Autofluorescence of Heated
Parathyroid Glands

After '8

Before After

freezing  freezing | Defrost | Hours
1 247 213 247 247
2 246 ‘ 243 246 247
3 247 249 249 245
4 246 238 245 245
5 248 237 248 248
Mean 246.8 236.0 247.0 246.0
(Sd) (0.84) (13.71) (1.58) (1.34)

Table 2. Intensity of Autofluorescence of Frozen
Parathyroid Glands

Before 48 Hours 180 days
fixation after

1 247 246 245

2 246 246 247

3 247 247 | 248

4 248 243 246

5 248 247 245

Mean (sd) |246.2 245.8 246.2
(0.84) (1.64) (1.30)

Table 3. Intensity of Autofluorescence of
Parathyroid glands Fixed in Formalin

www.ejmaces.com

Discussion

The results of this work reinforce the robustness of
parathyroid glands Autofluorescence. In fact, persistence
of Autofluorescence after exposition to extreme
conditions excludes the need for any kind of chemical
reaction for its occurrence as it would have been affected
by the heat. The phenomenon is also independent of the
maintenance of the aeroespacial arrangement of the
proteins since modification of the secondary and tertiary
structure doesn’t affect it. Those results confirmed that
the probable responsibility initially assigned to the
Calcium Sensing receptors or to Vitamin D receptors can
almostbe excluded [4]. The values obtained after freezing
and defrosting also confirmed the results of Moore et
al. that described the persistence of Autofluorescence
in a case of cryopreserved gland [8]. Even though we
hadn’t used the methodology of cryopreservation, the
preservation of Autofluorescence for a long period
of time was well documented. The small size of and
the nature of sample, composed only of parathyroid
adenoma fragments, don’t analyzing normal parathyroid
tissue, unavailable for ethical reasons, is a strong bias of
this study in spite of being almost consensual that the
intensity of Autofluorescence of normal parathyroid
is higher than the Autofluorescence of abnormal
tissue [17]. The persistence of Autofluorescence after
cryopreservation opens a field of research on the relation
of the intensity of the fluorescence and the viability of the
transplanted glands that could have clinical application.
That research is however very difficult to build since few
surgical centers all over the world have significant auto
transplantation casuistic. Our study could also confirm
the initial observation of Kim et al. of the persistence
of Autofluorescence after fixation in formalin [7]. That
observation, although without clinical impact, could
be important for the development of new devices
decreasing the dependence of fresh parathyroid tissue
that is always difficult to obtain and maintain allowing
research with conserved tissues, easier to achieve, with
the same accuracy.
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4.9 Artigo IX: Spectroscopic analysis of parathyroid and
thyroid tissues by Ground-State diffuse reflectance and

Laser Induced Luminescence: A preliminary report.
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Abstract

Intraoperative discrimination of thyroid and parathyroid tissues is fundamental in thyroid surgery. Recent fluorescence
studies have shown stronger NIR emission in parathyroid tissue than in thyroid tissue, presenting a potential avenue for
the development of a tool for surgical assistance. However, the fluorophore responsible for this emission has not yet been
identified. In this work, spectroscopic analysis was performed to ascertain the origin of the emission peaks in parathyroid
tissue. Ground-state diffuse reflectance (GSDR) absorption spectroscopy and laser-induced luminescence (LIL) emission
spectroscopy were performed in parathyroid, thyroid, and fatty tissue samples and the resulting spectra were compared
with the peaks of known fluorophores to identify the origin of each peak. The spectra of the different tissue types were also
compared in order to evaluate the wavelength which presents the highest parathyroid emission relative to the emission of the
surrounding tissues, representing the ideal wavelength for parathyroid detection. An emission peak in these conditions was
observed for both thyroid and parathyroid tissue at 711 nm, with a higher intensity in parathyroid sample, making it suit-
able for detection applications. These results show a potential avenue for the development of a system allowing parathyroid
detection in a surgical setting.

Keywords Parathyroid - Thyroid - Autofluorescence - Ground-state diffuse reflectance - Laser induced luminescence

Introduction makes difficult their discrimination from lymph nodes
and cervical fat, and highly dependent on the surgeon’s

Intraoperative identification of parathyroid glands during  experience [1].
thyroid or parathyroid surgery is always a complex task for In 2011 investigators from Vanderbilt University [2]
surgeons, as the small size, color and shape of these glands ~ described autofluorescence of parathyroid glands with maxi-
mum emission at 822 nm when submitted to a 795 nm laser
05X Carlos Serra beam. Even though thyroid gland also emits fluorescence
caaserra@me.com at the same wavelength, its lower intensity allows their dis-
crimination from parathyroid. That revelation was received
with expectations by endocrine surgeons since it could be
used for the development of devices for intraoperative utili-
zation. Other authors confirmed the initial findings of Paras

! Hospital Dos Sams, 1849-017 Lisboa, Portugal

~

Faculdade de Ciéncias da Saide, Universidade da Beira
Interior, 6200-506 Covilha, Portugal

3 Instituto de Engenharia de Sistemas e Computadores — et al., and several devices were described [1, 3-7].
Microsistemas e Nanotecnologias (INESC MN) , Lisboa, ’ .. . X CoT
Portugal The origin of parathyroid glands near infrared autofluo-

rescence at 822 nm is still unknown. No natural fluorophores
are known at that wavelength. The responsible fluorophore
must exist in thyroid and parathyroid, with higher concentra-
tion in parathyroid and be absent in other cervical tissues.

. Some possible responsible fluorophores that fit the condi-
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% R Lo tions, such as the Calcium Sensing receptors and the Vita-
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In this work, thyroid and parathyroid tissues were ana-
lyzed by ground-state diffuse reflectance (GSDR) absorption
spectroscopy and laser-induced luminescence (LIL) emis-
sion spectroscopy, in order to obtain experimental informa-
tion leading to the responsible fluorophore. The absorption
and emission spectra of parathyroid and thyroid tissue were
also compared to identify other wavelengths that can allow
better discrimination between tissues.

Materials and Methods

Thyroid, parathyroid and fat tissue samples were acquired
from clinical patients during surgeries for multinodular
goiter (thyroid) and parathyroid adenoma (parathyroid and
fat). Tissues were conserved in formaldehyde to prevent tis-
sue degradation.

GSDR and LIL spectra were acquired at the Surface Pho-
tochemistry Laboratory, from the Surface Photochemistry
Group from BSIRG, at Instituto Superior Técnico.

Ground-state absorption spectra of solid opaque samples
can experimentally be obtained using a procedure similar to
the one used to perform absorption spectra from transparent
samples. In the latter case one has to use Beer Lambert’s law
to determine absorbance as a function of wavelength and in
the case of the solid samples the reflectance (R) should be
determined as a function of the wavelength, following an
initial calibration of the apparatus with an ideal diffuser.
Typically, Spectralon, pure barium sulphate or magnesium
oxide can be used as ideal diffusers since these compounds
exhibit R~0.98 in the wavelength range from 200 to 900 nm.

The ground state diffuse reflectance technique allows the
determination of the solid samples reflectance as a function
of the wavelength. The Kubelka and Munk theory estab-
lished that, for an ideal diffuser and optically thick samples,
(all those where a further increase in thickness does change
the reflectance of the sample), R is related to K and S (K is
the absorption coefficient, and S the dispersion coefficient)
by the remission function, F(R).

F(R)=(1—=R)*+/(2R) = K/S.
and.
K(A)=2eg9(A)sC.

In the last equation £ is the naperian coefficient for
absorption and C is the concentration of the absorbing
species and the factor two takes into account the average
increase of distance travelled by the excitation light inside
the ideal diffuser. The remission function varies linearly with
the number of absorbing chromophores in the solid sample,
which are considered as being uniformly distributed.

@ Springer

GSDR was performed using a homemade setup contain-
ing a 250 W W-Hal lamp as monitoring lamp. A fixed mono-
chromator (Oriel, FICS 77,441) coupled to an ICCD detector
(Andor, i-Star 720) with time gate capabilities, in accumula-
tion mode, was used to detect the reflectance signals. The
signals were collected by a collimating beam probe coupled
to an optical fibre (fused silica) in this way assuring the
connection to the monochromator entrance. The reflectance
R is obtained for each sample and the remission function is
calculated using the Kubelka—-Munk equation for optically
thick samples, F(R) = (1—R)*/2R.

Further details of the use of this absorption spectroscopic
technique can be found in [9-12] The absorption spectra of
parathyroid, thyroid and fatty tissue from human subjects
have been acquired in the range between 200 and 800 nm
with the use of this technique.

LIL studies were performed using again the i-Star 720
ICCD (with a minimum temporal gate of 2.2 ns), with
1024 x 128 pixels in a maximum spectral range of 200 to
about 900 nm and also with a Andor i-Dus in the near infra-
red (NIR) spectral range (700 to 1700 nm). Cut-off filters at
695 nm and 850 nm were used to attenuate the signal from
the excitation wavelength. Laser sources with wavelengths
of 650 nm and 785 nm were used to excite the sample. The
acquisition setups are fully described in [9-12].

Results

Figure 1 shows the absorption spectra of 3 parathyroid
samples acquired using GSDR between 200 and 800 nm.
The main absorption peaks are visible at 220 nm, 275 nm,
411 nm, 545 nm and 580 nm. All three samples show peaks
in the same wavelengths, with the only significant difference

025
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Parathyroid 2

0.20 —— Parathyroid 3

0.15+

0.104

Remission Function
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T T T T T
200 300 400 500 600 700 800
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Fig.1 Absorption spectrum of parathyroid samples acquired using
GSDR
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Fig.2 Absorption spectra of different tissues acquired using GSDR. (a) Thyroid: (b) Fatty tissue

being the relative amplitude of each peak between different
samples. Spectra of thyroid, and fatty tissue samples have
also been acquired between 200 and 800 nm (Fig. 2).

Clearly, the absorption spectrum of the 3 parathyroid
samples also evidence absorption of the fatty tissue (max-
imum absorption at 411 nm). The main point to stress is
the absorption tail that exists in the 600 nm to 850 nm
spectral range which is clearly absent in the thyroid and
fatty tissue samples, where a cut-off of exists at about
600 nm. This important absorption that reaches the NIR
spectral range is assigned by us as a characteristic absorp-
tion of the parathyroid tissue.

The emission spectra of thyroid and parathyroid tis-
sue were also acquired with an excitation wavelength of
650 nm and a cut-off filter at 695 nm, in order to identify
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Fig 3 Emission spectra of thyroid and parathyroid samples with exci-
tation at 650 nm. The peak at 650 nm corresponds to the incident
laser, which was not fully attenuated by the cut-off filter at 695 nm

other fluorescent peaks that can provide a better contrast
between the two types of tissue. By choosing an excita-
tion of 650 nm, located after the cut-off of the thyroid
or fatty tissue, we excite predominantly the parathyroid
tissue, aiming to observe the specific emission spectra
of this tissue. All these spectra are represented in Fig. 3.
Both thyroid and parathyroid spectra show a single peak
at 711 nm. Taking into the account the average of the 3
thyroid acquisitions and the 3 parathyroid acquisitions,
the peak intensity was found to be 2.77 +£0.21 times
higher in the parathyroid samples than in thyroid sam-
ples. This significantly higher emission in parathyroid
tissue can be potentially used in a surgical setting for
tissue discrimination.

800
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NIR Emission
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T
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Fig 4 NIR emission spectrum of parathyroid samples acquired by
LIL. Excitation at 785 nm with a cut-off filter at 850 nm
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The NIR emission of the parathyroid sample was also
acquired using the i-Dus detector, now with an excita-
tion wavelength of 785 nm and a cut-off filter of 850 nm
(spectrum presented in Fig. 4). A long tail in the NIR
spectral region could now be observed, due the high
sensitivity of this detector in the NIR range. This tail is
obviously not detected with the use of the i-Star ICCD,
because this one only operates until about 850 nm.

Discussion

Parathyroid shows absorption peaks at 220 nm, 275 nm,
411 nm, 545 nm and 580 nm (Fig. 1). In literature, peaks at
545 nm and 580 nm have only been observed in malignant
tissue [13].

The absorption peak at 275 nm has been theorized to
originate due to the presence of collagen, elastin and tryp-
tophan [14, 15].

The absorption band between 400 and 600 nm, pre-
sent in all tissue types, has been attributed to the presence
of hemoglobin in the analysed tissue [16], with the most
intense peak at 411 nm also being in the emission range
of several chromophores, such as protoporphyrin and FAD
(flavin adenine dinucleotide) [13], which are present in all
types of analysed tissue.

The NIR emission of parathyroid tissue (Fig. 4) with
excitation at 785 nm is dominated by a peak at 910 nm,
which is simply due to the used cut-off filter. References
to a very intense peak at around 825 nm are found in lit-
erature [1-3], which also may be may accounted for the
acquired peak after attenuation by the cut-off filters under
use. The emission peak observed by us at 711 nm is pre-
sent in both thyroid and parathyroid tissue. However, a
significant higher intensity was observed in the case of
the parathyroid tissue, hinting that a single chromophore
present in both types of tissue with a higher concentration
in parathyroid tissue is responsible for this peak [1], as
Fig. 3 clearly shows.

With excitation at 650 nm (Fig. 3), a single peak is
observed in the emission spectra of both thyroid and para-
thyroid tissue (at 711 nm), which has previously been attrib-
uted to the presence of protoporphyrin [15]. The signifi-
cantly higher intensity of this peak in the parathyroid tissue
presents a potential avenue for a future technique for optical
distinction between the different types of tissue in surgery.

Conclusions

The origin of the NIR emission of parathyroid tissue
reported in literature has not been identified fully, although
experimental data point to a protoporphyrin luminescence.
The experiments performed using both LIL and GSDR

@ Springer

in the considered ranges have not been sufficient to fully
determine the chromophore responsible for increased
emission in parathyroid tissue when compared to thyroid
samples. The presence of collagen, elastin and tryptophan
in higher concentrations in parathyroid tissue may also be
an evidence of the contribution of these chromophores to
the higher emission intensity in parathyroid.

An emission peak at 711 nm was obtained when using
an excitation wavelength of 650 nm, with a stronger inten-
sity for parathyroid tissue than thyroid tissue. These results
provide an alternative wavelength to be used for surgical
guidance with excitation in the visible range. If adapted
to a surgical setting, this would allow the surgeon to visu-
alize and aim the excitation light source during surgery
with only the operator’s vision, with complex imaging
equipment being required only for the visualization of the
induced fluorescence and not to visualize the excitation
beam.
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Capitulo 5

Discussao

Numa era de grandes avancos tecnoldgicos, em que quase diariamente sao apresentados
novos dispositivos que tendem a tornar mais seguras a atividade médica em geral e a
cirurgia em particular, a identificacao intraoperatéria das glandulas paratiroideias continua
a depender quase exclusivamente da acuidade visual e da experiéncia do cirurgiao.

Com efeito, apesar de existirem meios complementares de diagnoéstico de utilizacao
alargada, aplicaveis a patologia tiroideia e paratiroideia, nao sao, de modo geral, passiveis
de utilizacao intraoperatoria ou dependem da injecao de substancias extrinsecas, algumas
das quais associadas a reacOes adversas nao negligenciaveis [108, 109, 143, 144].

A identificacdo intraoperatoria das glandulas paratiroideias tem sido apontada desde ha
longo tempo como fundamental para a sua preservagdo, minimizando o risco de
hipoparatiroidismo pds-operatoério e da consequente hipocalcemia, importante causa de
morbilidade apos tiroidectomia total e de litigio médico-legal. O hipoparatiroidismo
também esta associado a um significativo aumento da mortalidade [3, 30, 145, 146].

A disparidade dos valores reportados na literatura, variando entre 20 e 65 % para a
hipocalcemia transitoria (definida como hipocalcemia até aos seis meses pés-operatorios) e
entre 1 e 7,9 % para a hipocalcemia permanente (definida como a que persiste mais de seis
meses apos cirurgia), reflete a falta de uniformidade no modo e tempo de recolha dos dados
[3, 4, 6, 8, 147].

O viés de publicacdao pode fazer com que a realidade seja ainda mais grave, ja que quase
todos os estudos sdo provenientes de centros com casuisticas elevadas, em que
reconhecidamente, as taxas de complicacoes sao inferiores, nao refletindo todo o universo
cirargico [10, 11].

Apesar da associagao entre maior taxa de complicacoes e menor casuistica, razoes de ordem
pratica fazem com que a maioria das cirurgias da tiroide e paratiroide, continuem nos
nossos dias a ser praticadas por cirurgioes com casuisticas reduzidas (nos Estados Unidos
da América, cerca de 50 % das tiroidectomias totais sao efetuadas por cirurgides que operam
menos de trés por ano) [101, 148, 149].

A descricao da autofluorescéncia das glandulas paratiroideias em 2011, por um grupo de
Investigadores da Universidade de Vanderbilt foi acolhida com entusiasmo pela
comunidade cirargica, pela mais-valia potencial que poderia representar para a

identificacdo intraoperatoéria das mesmas [12].
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A- Avaliacdo dos efeitos da estimulacdo luminosa no desenvolvimento ponderal,
secrecao hormonal, estrutura e ultraestrutura.

A utilizagdo de estimulacao luminosa para desencadear a autofluorescéncia colocou-nos
perante a divida da sua inocuidade. Apesar da radiacdao infravermelho préximo nao ter
efeitos ionizantes nocivos para os tecidos, a especificidade funcional dos tecidos secretores
poderia levar a que a exposicdo a uma fonte de luz, mesmo que de baixa intensidade,
promovesse alteracoes no padrao de secrecdo, cuja magnitude era importante esclarecer.
Ao avaliarmos, em modelo animal, a influéncia da estimulacao infravermelho préximo no
padrao de secrecao tiroideia e paratiroideia tivemos oportunidade de estudar também a sua
acao na variacao ponderal, de que nao existiam referéncias na literatura.
Os resultados obtidos neste trabalho ndo mostraram alteracdes estatisticamente
significativas na variacao de peso dos animais.
A avaliacdo da fungdo paratiroideia, que estava inicialmente previsto ser efetuada por
doseamentos de PTH nos varios tempos do estudo, teve de ser efetuada de forma indireta
pelos doseamentos de calcio, pois todas as determinacoes de PTH mostraram valores abaixo
do limiar de detecao do sistema utilizado.
As alteracoes detetadas nos valores de célcio aos 30 dias nao se mantiveram aos 60 dias,
assumindo-se escassa a influéncia da estimulacao luminosa nos niveis de calcio.
Também a repercussao na funcao tiroideia foi limitada, sendo os resultados concordantes
com a maioria dos trabalhos publicados [150-155].
A principal limitacdo deste estudo estara na baixa poténcia do mesmo. O célculo da
dimensao da amostra, essencial para a aprovacao do projeto pela DGAV, baseou-se na
informacao fornecida com o kit de reagentes para determinacao de PTH, que se revelou
inadequado ao modelo utilizado, ndo sendo possivel, por imperativos legais, utilizar mais
animais.
Os resultados obtidos parecem, contudo, ser suficientemente robustos para confirmar a
inocuidade da utilizacdo da autofluorescéncia nas condi¢coes que permitem a identificacao
das paratiroides no padrao de desenvolvimento ponderal e de secrecao hormonal, sendo
este o primeiro trabalho desenvolvido neste campo.
Este trabalho foi completado pela comparacao dos padroes estruturais e ultraestruturais de
paratiroides irradiadas e nao irradiadas, utilizando o mesmo modelo animal.
A avaliacao por histologia convencional com coloracao de hematoxilina-eosina nao mostrou
alteracOes no padrao estrutural das glandulas paratiroideias ou da glandula tiroideia do
rato, situacao expectavel face a pequena quantidade de energia usada para a estimulacao
luminosa.
Também a avaliacao ultraestrutural por microscopia eletronica nao revelou diferencas entre

as glandulas paratiroideias irradiadas e nao irradiadas, nomeadamente, em relacdo as
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caracteristicas nucleares, mitocondrias, reticulo endoplasmatico rugoso e granulos de

secrecao.

B- Dispositivo para identificacdo intraoperatéoria por autofluorescéncia de
infravermelho préximo das glandulas paratiroideias

O estudo inicial de Paras e cols utilizava para detecao das paratiroides um sistema baseado
em contagens espectrais, nao permitindo a visualizacao intraoperatoria das glandulas [12].
Sendo a visualizacdo em tempo real das estruturas uma mais-valia para a atividade
cirargica, varios grupos iniciaram estudos com vista a utilizacao da autofluorescéncia para
obtencao de uma imagem intraoperatoria, baseados na adaptacao de sistemas previamente
existentes, concebidos para outras cirurgias ou concebendo novos dispositivos [142, 156-
158].
Sendo a autofluorescéncia das paratiroides um fenémeno 6tico, a grande dificuldade para a
obtencao de uma imagem esti na pequena margem existente entre o comprimento de onda
utilizado para excitacio (785 nm) e o comprimento de onda da autofluorescéncia captada
(822 nm), que obriga a utilizacao de filtros de banda muito estreita, pois de outra forma a
luz incidente saturaria a imagem, impedindo a visualizacao da luz emitida.
A nossa investigacao inicial replicou os trabalhos de Kim e cols, com a utilizacdo de uma
camara fotografica digital, modificada através remocao do filtro de infravermelho que
equipa este tipo de camaras e posterior acoplagem de filtro de emissao [142].
Esta solucdo, embora eficaz in vitro ndo nos permitiu a obtencao de imagens
intraoperatorias satisfatorias, pela dificuldade na focagem, necessidade de utilizacao de um
tripé para estabilizagdo da imagem e impossibilidade de variacao da distancia focal.
Outro inconveniente deste sistema esta na inexisténcia de maquinas fotograficas sem filtro
de infravermelhos incorporado disponiveis comercialmente, sendo necessaria a remocao
manual do filtro, operacao morosa e efetuada apenas em centros especializados, com custo
elevado que acarreta riscos de dano permanente na maquina e pode ter repercussao nas
suas capacidades de focagem e aquisicao de imagem.
Face as dificuldades encontradas, optamos pela utilizacao de um sistema de visao noturna
(goggles) a que acoplamos um filtro de emissao de 832 nm (+/- 28 nm), que s6 permite a
visualizacao de luz entre 804 e 860 nm [159].
Este sistema, por ineréncia das funcbes para que foi concebido, ndo tem filtro de
infravermelho incorporado, ndo sendo necessario alterar a sua estrutura original, sendo a
acoplagem do filtro efetuada a frente da objetiva.
Sendo um dispositivo de grande amplitude focal, a focagem para pequenas distancias
continuou a ser um dos principais inconvenientes do sistema, sendo, contudo, a sua

portabilidade uma vantagem apreciavel.
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Os testes iniciais efetuados in vitro confirmaram a boa capacidade discriminativa do
dispositivo na distincao entre tiroide, paratiroide e gordura cervical.

A auséncia de amostras de tecido paratiroideu normal é o principal viés deste estudo, pois
imperativos éticos tornam impossivel a obtencao de amostras frescas de paratiroide.
Apontando os dados presentes na literatura para uma intensidade de autofluorescéncia
maior em paratiroides normais face as paratiroides patologicas, fica reforcada a capacidade
discriminativa do sistema [138, 160].

Durante o decurso deste projeto surgiram no mercado dois dispositivos para identificacao
intraoperatoria das paratiroides: Fluobeam (Fluoroptics, Grenoble, Franca) e PT-eye
(Medtronic, Minneapolis, MN, Estados Unidos da América), resultando o primeiro, da
adaptacdo de um dispositivo ja existente para a detecdo de fluorescéncia por verde de
indocianina, e o segundo, do aperfeicoamento do sistema utilizado pelos investigadores da
Universidade de Vanderbilt.

Enquanto o sistema Fluobeam permite a visualizacao direta das paratiroides, o sistema PT-
eye proporciona apenas uma informacao quantitativa de contagens de fluorescéncia [160].
Ambos os dispositivos tém precos muito elevados, dificilmente comportaveis por hospitais
e cirurgioes com baixo volume de cirurgias da tiroide e paratiroide, potencialmente os

maiores beneficiarios da sua utilizacao.

Apesar da habitual diminuicao do preco ocorrida apds o lancamento, ambos os dispositivos
custam atualmente mais de 40.000 $, a que acrescem no caso do PT-eye os custos da fibra
oOtica de uso tinico (cerca de 400 $).

O sistema por nos desenvolvido tem um preco que nao ultrapassa os 3000 €, o que o torna
mais acessivel a generalidade dos hospitais.

Sendo de utilizacdo mais dificil que os sistemas comercialmente disponiveis e
eventualmente de eficicia ligeiramente menor, situacdo que s6 um futuro estudo
comparativo poderd documentar, o seu custo muito menor poderd compensar estes

inconvenientes.

C- Aplicacao da autofluorescéncia em cirurgias da tiroide e paratiroide.
As aplicacOes da autofluorescéncia das paratiroides em cirurgia tiroideia e paratiroideia sao
fundamentalmente trés [117, 160, 161]:
e Auxilio na identificacdo de glandulas paratiroideias inadvertidamente removidas
durante a cirurgia de ressecao da tiroide;
e Auxilio naidentificacao intraoperatoria das glandulas paratiroideias, em cirurgia do

hiperparatiroidismo, para a sua excisao;
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e Auxilio na identificacdo intraoperatoria das glandulas paratiroideias em cirurgia de

ressecao da tiroide para a sua preservacao in situ.

Os trabalhos desenvolvidos neste projeto tiveram em vista a validacao destas aplicacoes,
para a generalizacdo da sua utilizacdo clinica, permitindo assim a melhoria da qualidade do
ato cirargico.

O estudo efetuado com a utilizacdo da autofluorescéncia para inspecao das pecas
operatorias de tiroidectomia e identificacdo de glandulas paratiroideias incidentalmente
removidas, tendo na sua esséncia confirmado a utilidade do método, levantou algumas
questoes, que deverao ser objeto de reflexao e eventuais estudos complementares.

Com efeito, se a especificidade e sensibilidade do método sao significativamente elevados,
nao existiu correlacdo entre a presenca de fragmentos de tecido paratiroideu na peca
operatoria e a ocorréncia de hipocalcemia p6s-operatoria.

A explicacao mais 6bvia para esse facto parece-me estar na definicao de paratiroidectomia
incidental utilizada, que considerou como tal a presenca de qualquer quantidade de tecido
paratiroideu na pega operatdria. Sendo na maioria dos casos essa quantidade escassa,
mantendo-se a maior parte da glandula in situ, esse tecido representara pouco mais que o
equivalente a uma pequena biopsia da glandula, sem repercussao funcional, conforme
também sugerido por De Leeuwe e cols [158].

Tal observacao reforca o papel do cirurgido na avaliacdo dos tecidos autofluorescentes e na
definicdo da necessidade de autotransplante dos mesmos, sendo fatores a considerar o
numero de glandulas identificadas in situ durante o ato cirargico e a sua cor (marcador
indireto de vascularizacao), conjugados com o nimero de fragmentos de paratiroide
encontrados na peca operatéria inspecionada, bem como o seu volume relativo [160].
Outra observacdo potencialmente relevante foi a constatacdo da existéncia de casos de
hipocalcemia transitéria em pacientes submetidos a hemitiroidectomias, em que, por
definicdo, duas das glandulas paratiroideias nao foram perturbadas.

A hipoétese de a cada momento a funcdo paratiroideia depender apenas de uma ou duas
paratiroides, estando as outras “adormecidas” tera de ser considerada, podendo abrir um
novo e interessante campo de estudo.

Uma potencial vantagem da aplicacdo da autofluorescéncia, na inspecao das pecas
operatorias, é a possibilidade de substituicio do exame extemporaneo por cortes de
congelacdo, técnica a que muitos cirurgioes recorrem com frequéncia para confirmacao da
natureza de tecidos suspeitos.

O exame extemporaneo, cuja eficicia € inquestiondvel tem associados custos nédo
despreziveis, mobilizando recursos humanos (técnico de anatomia patologica e médico

patologista) e materiais e levando a um aumento significativo do tempo operatorio, bem
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como em muitos casos a uma perturbacao da atividade regular dos Servicos de Anatomia
Patologica.

A utilizacao da autofluorescéncia permite ao proprio cirurgiao o exame imediato da peca
operatoria, obviando os custos acima referidos, realizando uma verdadeira “biopsia 6tica”
em tempo real, com a mesma fiabilidade do exame histologico.

A capacidade de penetragdo tecidular da radiacdo infravermelha proximo que nao
ultrapassa os 5-7 mm ¢ uma das limitacoes da técnica, admitindo-se que algumas
paratiroides intratiroideias possam nao ser detetadas, originando falsos negativos, situacao
dificil de contornar [160, 162].

Sendo as verdadeiras paratiroides intraparenquimatosas muito raras, esta limitacdo nao
devera ter um impacto significativo, pois a generalidade das glandulas paratiroideias
intracapsulares é passivel de identificacdo com a utilizacao da autofluorescéncia.

A ocorréncia de falsos positivos, descrita na literatura associada a nédulos coloides e tecido
adiposo castanho nao constitui um verdadeiro problema, pois ambos apresentam de uma
forma geral um especto tipico que nao passa despercebido a inspecao visual pelo cirurgiao
[160].

A possibilidade de alguns ganglios linfaticos metastaticos poderem emitir
autofluorescéncia, de que existem escassos relatos na literatura, constitui um problema
maior, a justificar investigacao [160].

A utilizacdo da autofluorescéncia em cirurgia do hiperparatiroidismo merece também
algumas consideracoes.

No estudo desenvolvido optei por incluir apenas casos em que os exames de localizacao
efetuados no pré-operatério (cintigrafia com Sestamibi e ecografia cervical) nao foram
concordantes, situacao em que potencialmente a utilidade do método sera mais evidente.
Nos casos de concordancia entre os exames, utilizo habitualmente uma abordagem
focalizada, unilateral, com uma incisao cutanea que nao ultrapassa os 2 cm.

Esta pequena incisao torna dificil a focagem do dispositivo de captacao utilizado, pelo que
nesses casos passei a reservar a sua utilizacdo para a confirmacao da natureza do tecido
excisado, conforme referido anteriormente.

A utilizacdo nos casos de nao concordancia dos exames pré-operatorios, em que se torna
necessario a identificacao de todas as glandulas (ou de duas nos casos em que ambos os
exames apontam para a mesma lateralidade) mostrou-se 1til, apesar de nao ser possivel,
pela técnica, a discriminacao entre glandulas normais e patologicas.

Sendo a amostra muito pequena, nao é possivel confirmar ou infirmar a tendéncia revelada
noutros estudos de menor intensidade das glandulas patologicas face as glandulas normais

[138, 163, 164].
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A utilidade da técnica em cirurgia do hiperparatiroidismo primario revelou-se, no presente
estudo, por um reforco da confianca do cirurgiao na correta identificacao das glandulas.
Face a variabilidade da intensidade da autofluorescéncia encontrada, parece-me pouco
provavel que este parametro venha a ser utilizado como tnico fator na decisao de qual a
glandula ou glandulas a excisar, devendo o cirurgiao basear a sua op¢ao na conjugacao da
sua avaliacdo visual das paratiroides, identificadas com o auxilio da autofluorescéncia, com
os dados de intensidade obtidos.

Nao sendo objeto de estudo neste trabalho, pela escassa casuistica anual reunida no hospital
onde trabalho, a aplicacio da autofluorescéncia a cirurgia do hiperparatiroidismo
secundario carece de investigacdo aprofundada. A possibilidade de uma menor ou nula
emissao de autofluorescéncia pelas paratiroides tem sido sugerida por alguns autores, nao
sendo evidente a razao desta menor emissao, situacdo que o esclarecimento da causa da
autofluorescéncia podera elucidar [165, 166].

Também a utilizacdo no contexto de hiperparatiroidismo primario associado a neoplasia
enddcrina multipla tipo I (MEN 1) justifica esclarecimento, ja que o trabalho de Squires e
cols parece mostrar uma menor intensidade de fluorescéncia das glandulas paratiroideias,
associada a uma maior intensidade da fluorescéncia dos tecidos adjacentes, que pode
diminuir a utilidade da técnica nestas situacoes. A pequena dimensao da amostra do estudo
(seis pacientes) torna necessaria a realizacao de estudos mais robustos para tomada de
conclusoes definitivas [167].

Apesar de nao existir consenso absoluto sobre a necessidade de identificacio de todas as
glandulas paratiroideias durante a cirurgia da tiroide, pois tal pode implicar, em certos
casos, uma dissecao exaustiva que pode por em risco quer a viabilidade destas glandulas,
quer a integridade do nervo laringeo recorrente e do ramo externo do nervo laringeo
superior, a grande maioria dos estudos associa a identificacdo sistematica das paratiroides
com a diminuicao dos casos de hipocalcemia pos-operatoria [146, 168-172].

O estudo efetuado em cirurgia de ressecao da tiroide apresentou como principal viés o facto
de todas as cirurgias serem efetuadas pelo mesmo cirurgido, confirmando, contudo,
algumas das vantagens da técnica apontadas por outros autores [173-176].

Sendo a experiéncia do cirurgidao o fator mais importante na identificacao das glandulas
paratiroideias, ndo deixa de ser relevante a diferenca no nuimero de paratiroides
identificadas com alto grau de certeza pelo cirurgido e o numero de paratiroides
identificadas com o auxilio da autofluorescéncia.

Fica implicito neste estudo, bem como no conjunto da literatura publicada sobre o tema,
poder a utilizacdo da autofluorescéncia contribuir para a diminuicdo da curva de

aprendizagem e do treino visual, necessarios a identificacao intraoperatoria das glandulas
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paratiroideias, sendo necessaria a consubstanciacao desta hipotese por estudos prospetivos

envolvendo cirurgides com diversos niveis de experiéncia.

Ressalvo aqui outro viés deste estudo, comum a todos os estudos na area efetuados até ao
momento: a auséncia de comprovacao histologica da natureza dos tecidos identificados
quer visualmente quer por autofluorescéncia, ja que imperativos éticos nao permitem a
realizacao sistematica de biopsias desses tecidos, pois tal representaria um risco inaceitavel
para o paciente.

Existindo dados na literatura provenientes de estudos realizados em cadaver que apontam
para valores de concordancia entre os 60 e os 70 % entre as paratiroides identificadas
visualmente e as detetadas em exame histologico esse viés podera ter uma dimensao
significativa [26].

Sendo o principal objetivo da aplicacdo da autofluorescéncia a cirurgia de ressecao da
tiroide a diminuicdo das taxas de hipocalcemia, os resultados deste trabalho, embora
promissores nao esclarecem completamente a questao, pois se no grupo de estudo nao se
verificaram casos de hipocalcemia persistente, a pequena dimensao da amostra nao permite
a obtencao de valores estatisticamente significativos. O desenho de um estudo com poténcia
suficiente para esclarecer a questao sera impossivel a um centro isolado, necessitando de
cooperacao multi-institucional internacional.

Parece-me, contudo, inequivoco que, a melhoria da acuidade na identificacdo das
paratiroides proporcionada pela utilizacdo da autofluorescéncia, minimiza o risco de
hipocalcemia permanente, confirmando os resultados de Benmiloud e Dip [177-179].

A possibilidade dessa detecao ocorrer numa fase precoce da disse¢ao cervical, conforme o
conceito de “mapeamento” desenvolvido por Kim e cols, poderd ajudar a diminuir o
manuseamento das paratiroides, orientando a dissecdo com vista a preservacao da
vascularizacao das glandulas, cuja avaliacao continua a depender do cirurgiao [174].

Nao é consensual, contudo, esta possibilidade, pois dependera da capacidade de penetracao
da luz infravermelha nos tecidos, variavel conforme os sistemas utilizados. Ladurner e cols
consideram ser sempre necessario algum grau de dissecdo para a identificacdo das
paratiroides, sendo que a posicao habitual destas glandulas obrigara para a sua visualizacao
a mobilizac¢ao do lobo tiroideu, situacao que so6 por si podera ser causadora de perturbacao

[175].
A diminuicao da taxa de hipocalcemia transitoria, nao demonstrada estatisticamente neste

trabalho, situacdo comum a varias outras publicacGes, levanta a questao da verdadeira

dimensao deste problema, que pode ser decomposto em varios pontos:
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- Na generalidade dos trabalhos nao foi feita uma distin¢ao entre hipocalcemia bioquimica
e hipocalcemia clinica, sendo que esta é afetada por uma grande subjetividade e
suscetibilidade individual, pouco compativeis com o rigor cientifico, ndo sendo raras as
situacoes de hipocalcemia sintomatica com valores laboratoriais dentro dos parametros da
normalidade. Por outro lado, imperativos éticos fazem com que muitas vezes seja iniciada
reposicao de calcio profilatica baseada nos valores de calcemia, antes da presenca de
sintomas [177, 179].

- Também a definicdo de hipocalcemia utilizada pode condicionar os resultados obtidos.
Nao parece coincidéncia o facto de no tnico trabalho publicado em que existiu uma
diminuicao estatisticamente significativa da hipocalcemia transitoria, tenha sido utilizada
como definicao de hipocalcemia a presenca de um valor de calcio sérico menor que 8 mg/dl
as 24 ou 48 horas. Esta definicdo, correta do ponto de vista clinico, gera num trabalho
cientifico um potencial viés, ja que o comparador nao é o mesmo [178].

- A ocorréncia de episddios de hipocalcemia em cirurgias em que nao existe manipulacao
cervical de um dos lados (hemitiroidectomias, lobectomias unilaterais), suscetivel de
perturbar o funcionamento dessas paratiroides, que originou a hipdtese acima formulada
de existirem a cada momento “paratiroides adormecidas”, podera levar a pensar que a
aboli¢ao dos casos de hipocalcemia transitoria é um objetivo quase impossivel de alcangar,
pois mesmo o manuseamento cuidadoso das paratiroides previamente identificadas, com
inequivoca manutencao da sua viabilidade, pode gerar uma perturbacao no funcionamento
da ou das paratiroides ativas nesse momento, levando a um episédio de hipocalcemia cuja
duracdo depende da entrada em funcionamento das glandulas que foram perturbadas ou
das glandulas “adormecidas”.

A possibilidade de ocorréncia de falsos positivos ou falsos negativos tem de estar sempre
presente quando da utilizacdo da autofluorescéncia para identificagdo das glandulas
paratiroideias, reforcando a sua condicao de método auxiliar da decisao, que continuara a
ser clinica.

Foram reportados na literatura falsos positivos associados a presenca de nédulos coloides
da tiroide, metastases ganglionares e tecido adiposo castanho [113, 158, 160].

O aspeto visual dos nodulos coloides, bem como a sua localizacdo, permitem,
habitualmente, uma diferenciagio relativamente facil das paratiroides, ndo constituindo
assim verdadeiro problema na maioria dos casos. Também o tecido adiposo castanho, ao
contrario do tecido adiposo “branco” apresenta autofluorescéncia, podendo originar falsos
positivos.

A raridade da presenca de tecido adiposo castanho em adultos, bem como a escassa
quantidade do mesmo em localizacdo cervical e a possibilidade da sua diferenciacao por

exposicao a luz branca diminuem a importancia deste facto.
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Os escassos relatos de falsos positivos associados a metéstases ganglionares configuram um
problema que podera ter implicac6es mais profundas, ja que esta em causa a manutencao
in situ de tecido metastatico com possiveis consequéncias nefastas na progressao da doenca.
Alguns fatores parecem minimizar este problema: por um lado o namero de relatos de falsos
positivos associados a ganglios metastaticos é muito pequeno, carecendo de melhor
esclarecimento; por outro lado algumas caracteristicas morfologicas associadas a infiltracao
metastatica podem ajudar a decisao do cirurgiao, que pode passar pelo recurso ao exame
extemporaneo do tecido suspeito ou mesmo a sua excisao, desde que salvaguardada a
manutencao in situ das restantes glandulas paratiroideias normalmente vascularizadas.
Num estudo nao publicado apresentado por Lorenz e cols no 2" Symposium on Parathyroid
Fluorescence (Lausanne, Suica, Fevereiro de 2020) os autores mostraram a
inexisténcia/reducdo da autofluorescéncia das paratiroides numa amostra de seis criancas
submetidas a tiroidectomia total profilatica, no contexto de neoplasia endécrina multipla
tipo IT A.

Nao sendo a tiroidectomia habitual nas criancas fora deste contexto, fica por esclarecer se a
diminuicdo da fluorescéncia encontrada esti associada a caracteristicas proprias da
sindrome ou a maturacao incompleta das células paratiroideias na infancia, remetendo para
a questao da causa da fluorescéncia, ainda desconhecida.

- Durante a realizacao deste estudo ganhou popularidade a utilizacdo do corante verde de
indocianina, injetado por via endovenosa, para avaliacdo da perfusdo das glandulas
paratiroideias, condicao nao avaliavel pela autofluorescéncia [114, 115, 180-182].

Sendo o verde de indocianina injetado por via endovenosa, a sua presenca em circulacao vai
permitir a realizacdo de uma angiografia das paratiroides, que devem ter sido previamente
identificadas pelo cirurgido, podendo para esta identificacio ser utilizada a
autofluorescéncia [117, 182, 183].

A emissdo de fluorescéncia pelo verde de indocianina ocorre também na banda do
infravermelho proximo, pelo que apos a sua injecao deixa de ser possivel a captacdo de
autofluorescéncia, logo a utilizacdo das duas técnicas, sendo possivel, implica uma
programacao cuidadosa [117, 183].

A semelhanca do que acontece com a autofluorescéncia, também a vascularizacio da
glandula tiroideia vai originar que a mesma seja corada, situacado que embora ocorra
tardiamente em relacao a paratiroide leva a que exista uma janela estreita para a avaliacao
da perfusao desta [117, 183].

Estudos efetuados por Galvez-Pastor e cols parecem mostrar que a semelhanca do que
ocorre com a autofluorescéncia, em que a identificacdo das glandulas paratiroideias nao

garante a abolicdo dos casos de hipocalcemia transitéria, também a utilizacdo do verde de
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indocianina e a avaliacao da perfusao nao é suficiente para os evitar por completo, apesar
de constituir um importante fator preditivo de hipocalcemia [118, 184].

Vérios autores compararam os dois métodos, sem mostrarem uma evidente superioridade
de um deles, nao invalidando a mais-valia da complementaridade dos mesmos [176, 182,
183].

A autofluorescéncia parece detetar precocemente as paratiroides face ao verde de
indocianina, situacdo que poderd constituir uma vantagem, pois podera diminuir a
manipulacao tecidular e o compromisso vascular [182].

A utilizacdo complementar dos dois métodos carece de uma programacao operatoria
cuidadosa, com identificacao das glandulas paratiroideias por autofluorescéncia, seguida da
injecdo do verde de indocianina para avaliacdo da perfusdo, pois ocorrendo o pico de
emissao do verde de indocianina aos 832 nm, apds essa injecao, deixa de ser possivel a
utilizacao da autofluorescéncia [183].

Nao conseguindo casuistica suficiente que me permitisse assegurar resultados
significativos, exclui deste trabalho a avaliacdo da utilizacdo da autofluorescéncia das
paratiroides em esvaziamentos cervicais, situacao em que esta técnica podera ser de grande
utilidade, ja que a ela se associam taxas mais elevadas de hipocalcemia pés-operatoria [102].
Na literatura também ndao se encontram trabalhos relevantes sobre o assunto, tornando
imperativa a realizacao de estudos prospetivos randomizados para a confirmacao da efetiva
melhoria nas taxas de hipocalcemia transitoria e (fundamentalmente) definitiva.

Deixo para o fim aquele que podera ser eventualmente o maior viés deste trabalho, que é
comum a todas as publicacoes sobre o tema: a experiéncia do cirurgiao.

Conforme anteriormente referido, a detecao intraoperatoéria das glandulas paratiroideias é
altamente dependente da experiéncia do cirurgiao, que esta associada ao seu volume
operatorio anual.

Tendo eu, a semelhanca dos autores de outros trabalhos existentes, elevada casuistica em
cirurgia tiroideia e paratiroideia, poderei nao usufruir completamente dos beneficios da
técnica, ao contrario do que aconteceria com cirurgioes menos experientes cuja diferenca

nos resultados poderia ser mais notoria.

D- Contribuicao para o esclarecimento da origem da fluorescéncia das paratiroides
O fenomeno descrito por Paras - autofluorescéncia das paratiroides expostas a um
comprimento de onda de 785 nm - continua a despertar o interesse dos investigadores, ja
que ainda nao foi possivel descobrir a sua causa [12, 160].
Apesar do presente estudo ter natureza essencialmente pratica, procurando ajudar a
resolver o problema concreto constituido pela identificacao intraoperatoria das glandulas

paratiroideias, tentei também dar um pequeno contributo para o esclarecimento da causa
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da fluorescéncia, através da confirmacao da robustez do fenémeno, submetendo as
glandulas paratiroideias a condicOes extremas, aquecimento, congelacdo e fixacdo em
formol, assim como através de analises espetroscopicas por Ground State Difuse reflectance
e Laser induced luminescence.

Os resultados obtidos, confirmam os poucos estudos existentes na literatura sobre o tema e
ajudam a excluir a necessidade da existéncia de uma reacao enzimatica para a geracao da
autofluorescéncia [158, 160, 174, 185].

Nao foi possivel, contudo, nos estudos efetuados identificar o fluor6foro responsavel. Fica
latente a possibilidade de estarem implicados o aminoacido triptofano, bem como elastina
e colagénio.

Para além da confirmagdo do “pico” de fluorescéncia aos 822 nm, identifiquei, por
espetroscopia, outros picos de emissao, dos quais o mais importante aos 711 nm, apos
estimulacdo aos 650 nm.

A importancia deste pico e as suas potencialidades na discriminacao entre tecido tiroideu e
paratiroideu carece de confirmacao por novos estudos.

Alocalizacao da estimulacao na banda do visivel pode permitir a utilizacao de fontes de luz
menos dispendiosas, nao dispensando, no entanto, a utilizacao de filtros apropriados.
Também o desfasamento existente entre este pico e o pico de emissdo do verde de

indocianina podera permitir a utilizagdo simultanea e integracdo dos dois métodos.
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Capitulo 6

Conclusoes e perspetivas futuras

A utilizacao da autofluorescéncia das glandulas paratiroideias para a sua identificacao
intraoperatoria tem vindo a ganhar gradualmente maior importancia, a medida que novos
trabalhos tém demonstrado a sua utilidade no auxilio ao cirurgido e no aumento da
seguranca cirargica.

A investigacdo desenvolvida neste projeto contribuiu para a demonstracao da inocuidade
da radiacao de infravermelho proximo, aplicada nas condi¢oes que permitem a identificacao
intraoperatoria das glandulas paratiroideias, ao confirmar a auséncia de alteracdes
significativas no padrao de secrecdo hormonal, bem como de modifica¢des na estrutura e
ultraestrutura das glandulas, cumprido o ponto 1 dos objetivos do estudo.

Também ficou inequivoca a demonstracio da possibilidade de captacio da
autofluorescéncia das paratiroides com recurso a tecnologia de baixo custo e facil
acessibilidade (ponto 2), que, naturalmente, é passivel de aperfeicoamento.

A comercializacao de dispositivos de baixo custo baseados no trabalho desenvolvido neste
projeto, podera contribuir para que o acesso a esta tecnologia se generalize e a mesma fique
ao alcance de cirurgioes operando fora dos grandes centros, maiores beneficiarios
potenciais desta tecnologia.

A utilidade do sistema para a inspecao imediata das pecas operatorias foi demonstrada de
forma convincente (ponto 3), pois a rapidez e fiabilidade da “biopsia 6tica” aliadas a
diminuicdo de custos, face ao exame histologico extemporaneo, sdo fatores a ter em
consideracao.

A utilidade da autofluorescéncia das paratiroides na cirurgia do hiperparatiroidismo
primario, ficou apenas parcialmente demonstrada neste trabalho, carecendo de
confirmacdo por estudos mais robustos (ponto 4), apesar do aumento de confianca que
proporciona ao cirurgido ser uma mais-valia inquestionavel, dificil de objetivar
cientificamente.

A vantagem da técnica na diminuicdo do hipoparatiroidismo po6s-operatorio permanente
também foi confirmada, o que ndo aconteceu de forma inequivoca com o
hipoparatiroidismo transitério (ponto 5), justificando a realiza¢do de mais estudos.

Ambos os objectivos secundarios foram atingidos, com a confirmacdo da robustez do
fendmeno pela persisténcia da autofluorescéncia das paratiroides submetidas a
aquecimento, congelacgao e fixagdo em formalina (questao 1), bem como com a identificagao

de outros picos de fluorescéncia passiveis de utilizagao clinica (questao 2).
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Algumas questdoes mantém-se em aberto, justificando a continuacdo da pesquisa na area,
em varias linhas de investigacao:
- Nao existindo ainda certezas sobre a natureza do fluoréforo responsavel, o conhecimento
deste podera ser de grande utilidade para o desenvolvimento de novos dispositivos, bem
como para a sua possivel utilizacao noutras areas da cirurgia.
Esta linha de investigacao devera continuar a ser desenvolvida pela Engenharia Biomédica,
sendo, possivelmente, a mais dificil de implementar face aos elevados custos.
- A confirmacao do conceito de “paratiroide adormecida” justifica a investigacao de qual ou
quais paratiroides funcionam a cada momento, bem como dos estimulos para o seu
“despertar”.
- A validacao da utilidade clinica da autofluorescéncia das paratiroides para a sua
identificacdo intraoperatoria obriga a realizagdo de estudos robustos, em vérias areas até
agora insuficientemente investigadas:
. Avaliacao dos resultados da utilizagao da autofluorescéncia por cirurgioes de varios
niveis de experiéncia.
. Avaliacdo dos resultados da utilizacdo da autofluorescéncia em esvaziamentos
cervicais (compartimento central e lateral)
. Avaliacdo da utilizacao da autofluorescéncia em cirurgia da tiroide e paratiroide em
criancas.
. Confirmacao definitiva das diferencas de intensidade de fluorescéncia entre
paratiroides normais e patoldgicas, para possivel definicao de padrao discriminativo
entre ambas.
. Avaliacdo do impacto da utilizacdo da técnica na reducdo da hipocalcemia
transitoria, através da realizacdo de estudos prospetivos aleatérios multicéntricos,
com critérios homogéneos de inclusao.
- Exploragao das potencialidades do pico de autofluorescéncia identificado aos 711 nm, bem
como a sua possivel compatibilizacao com a utilizacao do verde de indocianina.
- Desenvolvimento de novos dispositivos com recurso a utilizacao de filtros 6ticos mais
seletivos, possibilitando uma maior penetracao nos tecidos do feixe de luz infravermelha e
melhor capacidade de detecio da autofluorescéncia emitida pelas paratiroides,
possibilitando a detecdo destas glandulas antes do inicio da dissecao lateral do lobo tiroideu
e a identificagdo de glandulas paratiroideias intratiroideias profundas.
A utilidade da autofluorescéncia para a identificacao intraoperatoéria das paratiroides ficou
assim bem estabelecida, e, mesmo considerando que a investigacao sobre o tema esta longe
de se poder dar por concluida, é inegavel que constitui um pequeno passo no sentido do

aumento da seguranca cirargica, principio que norteia a atividade de qualquer cirurgiao.
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Capitulo 7
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intr. ia das para-
tiroides por auto-fluorescéncia em cirurgia do
hiperparatiroidismo primario

Objeti do: A ificagao intra-operatoria
das glandulas paratiroides é sempre um desafio para os
cirurgides envolvidos na cirurgia tiroideia e paratiroideia.
Em 2011 Paras e Cols mostraram que as paratiroides
submetidas a fonte de luz infra-vermelho préximo
emitem auto-fluorescéncia, permitindo a sua distingao
dos restantes tecidos cervicais. Desde entdo alguns
estudos vieram confirmar a utilidade da técnica. Neste

trabalho apresentamos os resultados da utilizagao de
um dispositivo de baixo custo, por nés desenvolvido,
na identificagao das glandulas paratiroides em cirurgia
do hiperparatiroidismo primario Material e Métodos:
Em cinco doentes com hiperparatiroidismo primario
operados no nosso hospital , apresentando ecografia
cervical e cintigrafia com Sestamibi ndo concordantes
foi ultilizada fonte LED 780 nm para desencadear auto-
-fluorescéncia, visualizada com dispositivo de visao
nocturna com filtro de 810 nm acoplado. Resultados:
Nos cinco doentes foi identificado e excisado nédulo
de maior fluorescéncia, sendo a natureza do mesmo
confirmada em exame extemporaneo. Em todos os
casos foi identificada a outra glandula homolateral.
Doseamentos de PTH intra-operatéria mostraram em
todos os casos descida significativas face aos valores
basais, cumprindo os critérios de Miami. Discussao:
A utilizagao da auto-fiL éncia para i i a

das glandulas paratiroideias tem aplicagao clinica na
cirurgia do hiperparatiroidismo, sendo a sua utilidade
acrescida em situagdes de nao concordancia cintigra-
fia-ecografia
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Identificagao por autofluorescéncia de glandulas paratiroideias incidentalmente excisadas

em cirurgia da tiroideia
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RESUMO: Introdugéo: A exciséo incidental de glandulas paratiroi-
deias € comum durante a cirurgia tiroideia, ndo sendo
o seu significado clinico 6bvio , o que ndo invalida a
necessidade de se desenvolverem todos os esforgos
para a preservagdo das glandulas in situ. Os autores
apresentam aqui os resultados da utilizagdo de um
dispositivo por eles desenvolvido na detecg&o por auto-
fluorescéncia de glandulas incidentalmente excisadas.
Material e Mé Em40 i
as pegas rias foram insp -
das A localizagéo das areas fluorescentes suspeitas foi
confrontada com o exame anatomo-patolégico. Deter-
minagdes de calcio e PTH foram efectuadas as 24 horas
,15 dias e 180 dias. Resultados: Foram detectadas 8
areas fluorescentes suspeitas, sendo 7 coincidentes
com o tecido paratiroideu identificado no exame histolo-
gico e 1 falso positivo. Uma paratiroide intratiroideia néo
foi identificada, resultando valores de sensibilidade de
87,5% e especificidade (96,2%). 13 pacientes (32,5%)
apresentaram hipocalcémia &s 24 horas. Ao 15° dia
apenas um paciente mantinha hipocalcémia com nor-
malizagao aos 180 dias. Exame anatomo-patolégico
identificou 8 fragmentos de paratiroide (em 7 doentes),
no existindo correlagdo entre a presenca deste tecido
ea éncia de émia (p=0,254). Di a
Apesar de n&o termos demonstrado correlagéo entre a

i ia incidental e a é a auto-
fluorescéncia pode ter utilidade para a detecgdo de
glandulas i
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Parathyroid identification by autofluorescence — preliminary report on five cases of
surgery for primary hyperparathyroidism
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PARATHYROID IDENTIFICATION BY AUTOFLUORESCENCE
PRELIMINARY.REPORT: OB/SURGERY.FOR PRIMARY.HYPERPARATHYROIDISM

Serra, Carlos 1.; Bentes, Nuno s; Silveira, Luis »; Canudo, Antonio 1.
1. Hospital dos SAMS, Lisboa, Portugal 2. Faculdade de Ciéncias da Saide da Universidade da Beira Interior, Covilhd, Portugal

developed in the identification of parathyroid glands in surgery for primary hyperparathyroidism.

Methods
In 5 patients operated in our hospital with the diagnosis of primary hyperparathyroidism and non concordant
ultrasonography and MIBI-Scan we used a 780 nm LED (figure 1) to irradiate the cervical area. The resulting
auto-fluorescence was visualized with night vision goggles with a 810 nm filter assembled (figure 2).

Figure 1- LED 780 nm with 769 nm bandpass filter Figure 2 - Night vision goggles with a 810 nm filter
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Results
In all five patients it was
possible to identify the
two autofluorescent

parathyroid glands sought.
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Conclusion

The utilization of autofluorescence for intra-operative identification of parathyroid glands has clinical
application in surgery for primary hyperparathyroidism, being of special utility when ultrasonography and
sestamibi scan are non concordant.

- Paras C, Keller M, White L, Phay J, A (2011) Near-infrared for the detection of . J Biomed Opt 16 (6):067012.

- KIm SW, Lee HS, Ahn Y-C, Park CW, Jeon SW, Kim CH, Ko JB, Ok C, KIm Y, Lee KD (2018) Near-Infrared Autofluorescence Image-Guided Parathyroid Gland Mapping in Thyroidectomy. Journal of the American College of Surgeons
26 (2):165172

- Liu Y, Bauer AQ, Akers WJ, Sudlow G, Liang K, Shen D, Berezin MY, Culver JP, Achilefu § (2011) Hands-free, wireless gogales for near-infrared fluorescence and real-time image-guided surgery. Surgery 149(5):689-698.

- Falco J, Dip F, Quadri P, de La Fuente M, Rosenthal R (2016) Cutting edge in thyrold surgery: autofluorescence of parathyrold glands. Journal of the American College of Surgeons 223 (2):374-380
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IDENTIFICATION OF INADVERTENTLY REMOVED PARATHYROID GLANDS DURING
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plant the excised gland.
emitted by p id glands, that persists even with d
for incidentally removed p: oid tissue,

Methods

Specimens of 40 consecutive thyroid surgeries were immediately inspected with the utilization of a device composed by a 780 nm LED and night-vision
goggles, with bandpass filters assembled. Localization of suspect high-fluorescence spots were recorded for confrontation with pathological exam.
Determinations of calcium and PTH were done before surgery and 24 hours and 15 days after.

“Table 1 Demographic, pathological and operative data
Number of
Numberof Test
Variables N patients (%) P value
patients (%) value
with IPS
Sex
Male 7(17.5) 2(28.5 0408 0415
Female 33@25  5(15.2)
Surgery
Figure 1- Inspection of the sample Figure 2 - Parathyroid fragment (bright spot) Total/completion 36 (90.0) 7(18.4) 0448 0.943
on a heterogeneous thyroid lobe Hemithyroidectomy 4 (10.0) ]
Thoracic goiter
Res'ults ) _ Yes 5(12.5) o 0283 0.174
Patients ages ranged from 36 to 83 years, with predominance of female sex (82,5%). No 35 @7.5) 720.0)
24 hours postoperative calcium varied between 7,1 and 9,5 . 24 hours postoperative a
PTH varied between 3 and 77,0 . asanancy
13 patients (32,5 %) pi d biochemical h ia at 24 hours. Yes 7(17.5) 2(285) 0355 0.720
At postoperative day 15, just one patient presented calcium below 8 (PTH 10,9) with No 33 (82.5) 5(15.2)
complete normalization 6 months after surgery. Thyroiditis
Pathological examination identified 8 parathyroid fragments (7 patients). Yes 6(15.0) 1(16.7) 0721 0.003
There was no cf)rrelatlon betw.een the presence of parathyroid tissue in the specimen - 34 (85.0) 5(14.7)
and postoperative hypocalcemia (p=0,254).
il Py o 24 h hypocalcemia
8 suspicious areas of augmented fluorescence where detected, 7 coincident with the
pathological examination and 1 false positive (Colloid nodule). One intrathyroid gland A 13 (32.5) 106 Q=54 i2ss
[ . . . No 27 (67.5) 6 (22.2)
was not identified, thus resulting a sensivity of 87,5% and specificity 96,2%. (67.5) e22)
IPS, inci id tissue on sp
Table 2 Parathyroid glands on sample
Patient Sex Age Diagnosis PtsS Pt AF c/P Loc
1 ™M 79 Muiltinodular goiter 1 1 P EC No No
2 F 70 Muiltinodular goiter 1 1 P EC No No
3 M 73 Normal thyroid (totalization) 1 1 o EC No No
a F 62 Multinodular goiter 2 1 P C 1c; I No; no No
5 | 66 Papillary carcinoma 1 1 > Ic No No
6 F 36 Muiltinodular goiter 1 1 P Ic No No
7 F 38 Multinodular goiter 1 1 - EC Yes Yes
M, male; F, female; Pt S, number of parathyroid glands found on pathological exam; Pt AF, number of paramyroud glands found by
autofi scence; C, P gland; P, frag of gland; Loc, localization regarding thyroid gland; EC, 5 1C, Ir 3
IT, intrathyroidal (surrounded by parenquima).
Conclusion
Ithough we couldn’t d correlation b incidental p yroidectomy and hypocalcemia, autofluorescence may be an useful tool
for in-table identification of incidentally removed glands.
* Sakorafas GH, Stafyla V, Bramis C, Kotsifopoulos N, Kolettis T, KassavasG World J ¥ -43
+ Vasikiadis |, Charltoudis G, Vasilsiacis D, Kykalos S, Karatzas istcs ofincidental A of surgery
(London, England). 2018:55:167-74
 Paras G, Kolor M, Wit L. Phay 0. Near-ifrared J Biomed Opt. 4 2011:16(6):067012.
- Sera G, Siveiral. . ANZ J Surg. 2019; doi: 10.1111/ans. 15597
* Abbaci M, De Leeuw F, Breuskin |, Casiraghi O, Lakhdar AB, Ghanem W, et al. stematic review. Oral oncology.

10.1016/oraloncology.2018.11.011
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FINS CIENTIFICOS - PEDIDO DE AUTORIZAGAO PARA REALIZAGAO DE
PROJECTO DE EXPERIMENTAGAO ANIMAL

Na sequéncia do pedido efetuado por V. Ex® no sentido de poder ser auterizada a realizagde do projeto
expermental  designado “ldentificagdo intra-operatéria das glandulas paratiroideias por
fluorescéncia de infra-vermelho proximo - Estudo em modelo animal" tendo por investigador
responsével o Doutor Luis Filige Silveira, cabe-me infermar que o mesmo foi avaliado de acordo com ©
Artigo 44° do Decreto-Lei n® 113/2013, de 7 de Agosto, relative a “protegdo dos animais ulilzades para
fins dentificos”

Ma's se informa V. Ex* que estz Direg20o Geral, depois de esclarecidas as dividas que a sua analise nos
levantou, o projeto em apreco recebeu uma avaliagao favoravel e foi autorizado de acordo comon® 1,
do Artigo 42° do mesmo diploma legis'ativo.

Para zlém disso, & dado os procedimenlos a realizar a0s animais serem classificados, em 'ermos de
severdade inflgida aos animais, com as categoria de Ligeiro € Moderado, € primerdial fazer-se, no
decorrer do desenvoivimenio do projeto, uma adequada monitorizagao des sinais ¢e dor, sofrimento ou
angustia dos animais submebdos acs procedimentes, por forma a poder fazer-se uma atualiza¢@o sobre o
nivel de dor, sofrimento ou angustia efetiva a que cs mesmos possam ficar suietos, nomeadamente, de
tipo Severo, 0 que, a acontecer, implicara a submissdo do projeto a uma avaliacdo retrospetiva, de
acordo com 0 ponto 3, do artigo 45°, do documento legislativo acima referido.

Finalmente, resta-me especificar, de acordo com o discriminado no n® 2, do Arligo 46°, do atras referido
Decreto-Ler, ¢ seguinte
« O utilizador que realiza o projeto: Direlor da Escola de Ciéncias da Saude da Universidade da
Bewa Interior,
e A pessoa responsavel pela execugdo global do projeto e pela sua conformidade com a
autorizagdo do mesmo: Doutor Luls Filipe Silveira;
e O estabelecimento onde o projeto vai ser realizado: Biotério de alejamento de pequenos
roedores, da Esco'a de Ciéncias da Sadde da Universidade da Beira Intenor,

Cem os melhores cumgrimentos, Z
4
(f) O Direfor Geral
GRAGA MariANO Femando Bemardo
Por Dafeacda ds Corpe PO
DBENAFM Pubicado no ORS I sénea® XN 2e 3 ..\J;']é‘c:)
:% -
'/-, X SEDE : CAMPO GRANDE, 50 - 1700093 USBOA - TELEF, 21 323 9500 FAX. 27 346 36 18
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Relatério e Parecer do DPO sobre DPIA

Autor: Dr. Carlos Serra
Data da Realizagdo: 21 de Fevereiro de 2019
Data de Envio: 21 de Fevereiro de 2019

Versdo: 1.0

1. Introdugdo

0 presente DPIA foi-nos apresentado pelo Dr. Carlos Serra para realizagao de um estudo/ensaio
clinico tendo como sujeitos pacientes do proprio, que sdo utentes do SAMS.

Juntou o respectivo DPIA e a minuta de consentimento.

Apresenta um risco baixo e um numero de envolvidos muito baixo (menos de 70 pacientes).

2. Consulta Prévia

Nio é necessdria consulta prévia
3. Parecer

Face ao referido no DPIA e & andlise efectuada, ndo sdo necessarias grandes consideragdes, uma
vez que, formalmente, o DPIA respeita as orientagdes do RGPD.

Propomos, para mitigagdo do risco, que, sublinhamos, ja é baixo, o utente fique com copia do
consentimento e que ndo use o co6digo identificador exatamente como ele existe no sistema,
propondo-se que faga alguma manipulagdo sobre ele ou usar uma tabela de pseudonimizacdo.

Nada mais ha a dizer.

Lisboa, 25 de Fevereiro de 2019

L o G

(José Pereira da Costa)
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Lisboa, 13.03.2019

Exmo. Senhor Dr. Carlos Serra,

Em resposta ao pedido efectuado a este Hospital para a realizagfo do Estudo
“Identificagdo intra-operatdria das glandulas parotideas com flucrescéncia
de infravermelho oréximo”, infermamos que a Comissio de Etica dos SAMS,
decidiu aceitar 2 documentacdo entregue em justificacio das questdes
colocadas.

No mesmo sentido informamos que, face a aprovagdo do DPO ~ SBSI, Dr.
José Pereira da Costa cujo relatorio e parecer se anexs, se encontram

reunidas todas as condigbes exigidas, pelo que foi autorizado 2 realizagdo do

Estude solicitado.

Presidente da Comissdo de Etica
Hospal SAMS T —
Rua Chlade de Gabela, 1
1840017 LhDoa 10499 993
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Consentimento para tratamento de dados pessoais
Sr. (Sr.?)

O Dr. Carlos Alberto de Almeida Serra, como responsavel pelo tratamento de dados,
com o email carlos.serra@sams.sbsi.pt propds-me participar num estudo de
investigacao sobre a ldentificacdo intra-operatdria das glandulas paratiroides por
autofluorescéncia de infravermelho préximo.

Fui informado de que sou livre de aceitar ou recusar e isso ndo mudara as nossas
relagdes no que diz respeito a cirurgia e subsequentes consultas de seguimento a
efectuar no Hospital dos SAMS e Centro Clinico SAMS SBSI.
A fim de esclarecer a minha decisdo recebi, e bem compreendi, as informagbes
seguintes relativamente a Protecao de dados:
A investigagdo é destinada a estudar a eficacia da identificagéo intra-
operatdria das glandulas paratiroides com a utilizacdo da autofluorescéncia
nomeadamente na prevengao da hipocalgémia pos-

PROTECAQO DE DADOS incluem:

Fornecer um certo nimero de dados pessoais , clinicos e laboratoriais
presentes em formularios preparados e validados para esse fim. Todos
sao confidenciais e nao estao acessiveis a manipulagao por estranhos.

Os dados recolhidos serdo utilizados com a finalidade de pesquisa médica
clinica ou fundamental e serdo tratados e apresentados de forma totalmente
anonima - Dados do ensaio, associados a um codigo que nao permite a sua
identificacao direta, comunicados pelos investigadores e membros da equipa
de investigagdo aos responsaveis pelo tratamento, para as finalidades
descritas em cumprimento com as disposicdes legais e regulamentares. As
entidades que podem ter acesso aos dados pessoais ndo pseudonimizados
(n&o codificados) sé@o o investigador, as comissdes de ética e as autoridades
reguladoras.

A qualquer momento, € meu direito o acesso aos dados que me digam
respeito, retificacdo dos mesmos o ou direito de retirar o consentimento em
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qualquer altura, devendo este ser efetuado através do Dr. Carlos Alberto de
Almeida Serra

E meu direito apresentar reclamacdo a uma autoridade de controlo.

Entende-se como adequado um prazo de conservagao dos dados de 25 anos
(Regulamento n° 536/2014 de 16 de abril). Em situagbes devidamente
justificadas, este prazo podera ser alargado.

Poderei a todo o momento pedir informagdo complementar ao Dr. Carlos
Alberto de Almeida Serra, e se o desejar, parar a minha participacdo sem
suportar nenhuma responsabilidade.

Conservo todos os meus direitos garantidos na lei.

O meu consentimento nao liberta em nada os investigadores responsaveis
deste trabalho das suas responsabilidades.

Conforme o RGPD o titular dos dados tem os seguintes direitos:
Direito de acesso do titular de dados (art.°15)

O titular dos dados tem o direito de obter do responsavel pelo
tratamento o acesso aos seus dados pessoais.

Direito de retificacao (art.°16)

O titular tem o direito de obter do responsavel pelo tratamento a
retificacao dos dados pessoais inexatos que lhe digam respeito.

Direito ao apagamento dos dados (art.° 17)

O titular tem o direito de obter do responsavel pelo tratamento o
apagamento dos seus dados pessoais.

Direito a limitagao do tratamento (art.°18°)

O titular dos dados tem o direito de obter do responsavel pelo
tratamento a limitagdo do tratamento em certas situagoes.

Direito de portabilidade de dados (art.°20)

O titular dos dados tem o direito de receber os dados pessoais

que Ihe digam respeito e que tenha fornecido a um responsavel
pelo tratamento, num formato estruturado, de uso corrente e de
leitura automatica, e o direito de transmitir esses dados a outro

responsavel pelo tratamento.

Direito de oposigao (art.°21)

O titular dos dados tem o direito, em certas situagdes, de se opor
a qualquer momento, por motivos relacionados com a sua
situagao particular, ao tratamento dos dados pessoais que lhe
digam respeito.
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Aceito participar nesta investigacdo nas condigcdes acima referidas.
Autorizo a recolha, escolha e tratamento dos meus dados, apenas pelo Dr. Carlos
Alberto de Almeida Serra, e eventualmente por um representante das autoridades de
saude.
(Assinatura)

20

Confirmo que, sobre este estudo, tudo foi explicado ao participante acima referido.

O Médico Cirurgiao,

Dr. Carlos Alberto de Almeida Serra
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IDENTIFICACAO INTRAOPERATORIA DAS GLANDULAS PARATIROIDEIAS
POR FLUORESCENCIA DE INFRAVERMELHO PROXIMO

Eu, abaixo-assinado

Fui informado de que o Estudo de Investigacdo acima mencionado se destina a avaliar a
eficicia da dete¢do intra-operatoria das glandulas paratiroideias durante a cirurgia da
tiroideia/ paratiroideia que até ao momento tem dependido da acuidade visual do cirurgido,
pela sua ilumina¢do com uma fonte de luz infra-vermelha préoxima (780 nm).

Sei que este estudo ndo comporta qualquer risco acrescido 4 cirurgia a que serei submetido,
nem serdo efetuados exames ou andlises extra aqueles que a minha situacdo clinica obriga.
Fui informado que a intensidade da fonte luminosa utilizada ndo tem qualquer efeito nocivo
nos tecidos, ndo sendo utilizado qualquer tipo de radiagdo ionizante.
Foi-me garantido que todos os dados relativos a identificagdo dos Participantes neste estudo
sdo confidenciais e que serd mantido o anonimato.

Sei que posso recusar-me a participar ou interromper a qualquer momento a participagdo no
estudo, sem nenhum tipo de penalizagdo por este facto .

Compreendi a informacdo que me foi dada, tive oportunidade de fazer perguntas e as minhas
duvidas foram esclarecidas.

Aceito participar de livre vontade no estudo acima mencionado.

Também autorizo a divulgagdo dos resultados obtidos no meio cientifico, garantindo o
anonimato.

Nome do Participante no estudo
Data Assinatura
Nome do Médico Responsavel - Dr. Carlos Serra

Data Assinatura
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Submission ID: 1084262
Date: 05 Nov 2020 10:51am

Name: Dr Carlos Serra
Institute/company: Hospital do SAMS
Address: Rua Cidade de Gabela 1
Post/Zip Code: 1800-083

City: Lisboa

State/Territory: Lisboa

Country: Portugal

Telephone:

Email: caaserra@me.com

Type of Publication: Journal

Title: Semin Ultrasound CT MR

Auhtors: Policeni

Year: 2012

From page: 104

To page: 114

ISSN: 0887-2171

Volume: 33

Issue: 2

Article title: Anatomy and embriology of the thyroid and parathyroid glands

I would like to use: Illustration(s)

Quantity of material: Figures 10, 13 and 14
| am the author of the Elsevier material: No
Elsevier author is involved in my project: No

In what format will you use the material: Print and Electronic
Translation: Yes, not including English language
Language(s): Portuguese

Proposed use: Reuse in a thesis/dissertation
Material can be extracted: No

Additional Comments [ Information:
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Dear Carlos

We hereby grant you permission to reprint the aforementioned material at no charge in your thesis, in print and
on the University web site subject to the following conditions:

1. If any part of the material to be used (for example, figures) has appeared in our publication
with credit or acknowledgement to another source, permission must also be sought from that source. If
such permission is not obtained then that material may not be included in your publication/copies.

2. Suitable acknowledgment to the source must be made, either as a footnote or in a reference list
at the end of your publication, as follows:

“This article was published in Publication title, Vol number, Author(s), Title of article, Page Nos,
Copyright Elsevier (or appropriate Society name) (Year).”

3. Your thesis may be submitted to your institution in either print or electronic form.
4. Reproduction of this material is confined to the purpose for which permission is hereby given.
5. This permission is granted for non-exclusive world English rights only. For other languages

please reapply separately for each one required. Permission excludes use in an electronic form other
than as specified above. Should you have a specific electronic project in mind please reapply for
permission.

6. Should your thesis be published commercially, please reapply for permission.

This includes permission for UMI to supply single copies, on demand, of the complete thesis.
Should your thesis be published commercially, please reapply for permission.

Kind Regards

Anita

Anita Mercy

Senior Copyrights Coordinator - Copyrights Team

Elsevier | Health Content Operations

(A division of Reed Elsevier India Pvt. Ltd.)

Ascendas International Tech Park, Crest - 12th Floor|Taramani, Chennai 600113 « India
Tel: +91 4442994696

a.vethakkan@elsevier.com
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ELSEVIER LICENSE
TERMS AND CONDITIONS

Jun 13, 2021

This Agreement between Dr. Carlos Serra ("You") and Elsevier ("Elsevier") consists of your
license details and the terms and conditions provided by Elsevier and Copyright Clearance
Center.

License Number 5043300133338

License date Apr 06, 2021

Licensed Content

Publisher Elsevier

Licensed Content
Publication

Surgical Oncology Clinics of North America

Licensed Content Title Surgery for Thyroid Cancer

Licensed Content Author Ziv Gil,Snehal G. Patel

Licensed Content Date Jan 1, 2008

Licensed Content Volume 17

Licensed Content Issue 1

Licensed Content Pages 28

Start Page 93

End Page 120

Type of Use reuse in a thesis/dissertation
Portion figures/tables/illustrations
Number of

figures/tables/illustrations

Format both print and electronic
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Are you the author of this
Elsevier article?

Will you be translating?  No

Identificagdo intra-operatoria das glandulas paratiroides com

Title . . -
fluorescéncia de infravermelho proximo

Institution name Faculdade de Ciéncias da Saude
Expected presentation date Dec 2020
Portions Chapter Surgery for Thyroid Cancer figures 1 and 2

Dr. Carlos Serra
Rua Abade Faria 20

Requestor Location
Lisboa, Lisboa 1900
Portugal
Attn: Dr. Carlos Serra

Publisher Tax ID GB 494 6272 12
Customer VAT ID PT507681134
Total 0.00 EUR
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SPRINGER NATURE LICENSE
TERMS AND CONDITIONS

Jun 13,2021

This Agreement between Dr. Carlos Serra ("You") and Springer Nature ("Springer Nature")
consists of your license details and the terms and conditions provided by Springer Nature
and Copyright Clearance Center.

License Number 5054830172709

License date Apr 23,2021

Licensed Content

Publisher Springer Nature

Licensed Content

Publication Langenbeck's Archives of Surgery

The thyroid gland in works of famous old anatomists and great

Licensed Content Title .
artists

Licensed Content Author Mile Ignjatovi¢

Licensed Content Date  Jul 6, 2010

Type of Use Thesis/Dissertation

Requestor type academic/university or research institute
Format print and electronic

Portion figures/tables/illustrations

Number of

6
figures/tables/illustrations
Will you be translating? no
Circulation/distribution 1 -29

Author of this Springer
Nature content
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Identificagdo intra-operatoria das glandulas paratiroides com

Title L . -
fluorescéncia de infravermelho proximo

Institution name Faculdade de Ciéncias da Saude

Expected presentation

Dec 2020
date

Portions Figure 6

Dr. Carlos Serra
Rua Abade Faria 20

Requestor Location
Lisboa, Lisboa 1900
Portugal
Attn: Dr. Carlos Serra

Customer VAT ID PT507681134

Billing Type Invoice

Dr. Carlos Serra

Rua Abade Faria 20
Billing Address

Lisboa, Portugal 1900

Attn: Dr. Carlos Serra
Total 0.00 EUR
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ELSEVIER LICENSE
TERMS AND CONDITIONS

Jun 13,2021

This Agreement between Dr. Carlos Serra ("You") and Elsevier ("Elsevier") consists of your
license details and the terms and conditions provided by Elsevier and Copyright Clearance

Center.
License Number 5053830469331
License date Apr 21,2021

Licensed Content

Publisher Elsevier

Licensed Content

Publication Surgery

A novel optical approach to intraoperative detection of

Licensed Content Title parathyroid glands

Melanie A. McWade,Constantine Paras,Lisa M. White,John E.
Phay,Anita Mahadevan-Jansen,James T. Broome

Licensed Content Author
Licensed Content Date  Dec 1, 2013
Licensed Content Volume 154

Licensed Content Issue 6

Licensed Content Pages 7

Start Page 1371

End Page 1377

Type of Use reuse in a thesis/dissertation
Portion figures/tables/illustrations
Number of

figures/tables/illustrations 2
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Format both print and electronic

Are you the author of this
Elsevier article?

Will you be translating? No

Identificagdo intra-operatoria das glandulas paratiroides com

Title L . o
fluorescéncia de infravermelho proximo

Institution name Faculdade de Ciéncias da Saude

Expected presentation

date Dec 2020

Portions 1,2

Dr. Carlos Serra
Rua Abade Faria 20

Requestor Location
Lisboa, Lisboa 1900
Portugal
Attn: Dr. Carlos Serra

Publisher Tax ID GB 494 6272 12
Customer VAT ID PT507681134
Total 0.00 USD
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SPRINGER NATURE LICENSE
TERMS AND CONDITIONS

Jun 13, 2021

This Agreement between Dr. Carlos Serra ("You") and Springer Nature ("Springer Nature")
consists of your license details and the terms and conditions provided by Springer Nature
and Copyright Clearance Center.

The publisher has provided special terms related to this request that can be found at the end
of the Publisher’s Terms and Conditions.

License Number 5085450164122

License date Jun 10, 2021

Licensed Content Publisher Springer Nature

Licensed Content Publication Lasers in Medical Science

Near-infrared irradiation of the thyroid area: effects
Licensed Content Title on weight development and thyroid and parathyroid
secretory patterns

Licensed Content Author Carlos Serra et al

Licensed Content Date May 6, 2019

Type of Use I don't see my intended use
Requestor type non-commercial (non-profit)

Is this reuse sponsored by or associated
with a pharmaceutical or a medical no
products company?

Author of this Springer Nature content yes

Dr. Carlos Serra
Rua Abade Faria 20

Requestor Location
Lisboa, Lisboa 1900
Portugal
Attn: Dr. Carlos Serra
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Customer VAT ID PT507681134

Billing Type Invoice

Dr. Carlos Serra
Rua Abade Faria 20

Billing Address

Lisboa, Portugal 1900
Attn: Dr. Carlos Serra

Total 0.00 USD
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SPRINGER NATURE LICENSE
TERMS AND CONDITIONS

Jun 13,2021

This Agreement between Dr. Carlos Serra ("You") and Springer Nature ("Springer Nature")
consists of your license details and the terms and conditions provided by Springer Nature
and Copyright Clearance Center.

The publisher has provided special terms related to this request that can be found at the end
of the Publisher’s Terms and Conditions.

License Number 5085450103220

License date Jun 10, 2021

Licensed Content Publisher Springer Nature
Licensed Content Publication Indian Journal of Surgery

Development of a Low-Cost Portable Device for

Licensed Content Title Identification of Parathyroid Glands Using
Autofluorescence

Licensed Content Author Carlos Serra et al

Licensed Content Date Apr 23,2020

Type of Use I don't see my intended use

Requestor type non-commercial (non-profit)

Is this reuse sponsored by or associated
with a pharmaceutical or a medical no
products company?

Author of this Springer Nature content yes

Dr. Carlos Serra
Rua Abade Faria 20

Requestor Location
Lisboa, Lisboa 1900
Portugal
Attn: Dr. Carlos Serra
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Customer VAT ID PT507681134
Billing Type Invoice

Dr. Carlos Serra
Rua Abade Faria 20

Billing Address

Lisboa, Portugal 1900
Attn: Dr. Carlos Serra

Total 0.00 USD
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JOHN WILEY AND SONS LICENSE
TERMS AND CONDITIONS

Jun 13,2021

This Agreement between Dr. Carlos Serra ("You") and John Wiley and Sons ("John Wiley
and Sons") consists of your license details and the terms and conditions provided by John
Wiley and Sons and Copyright Clearance Center.

License Number 5084721431468

License date Jun 09, 2021

Licensed Content

Publisher John Wiley and Sons

Licensed Content

Publication ANZ Journal of Surgery

Licensed Content  Autofluorescence of parathyroid glands: still detectable with an
Title affordable device

Licensed Content

Author Carlos Serra, Luis Silveira

Licensed Content

Date Nov 28, 2019
Licensed Content

90
Volume
Licensed Content 7.8
Issue
Licensed Content 44
Pages
Type of use Dissertation/Thesis
Requestor type Author of this Wiley article
Format Print and electronic
Portion Full article
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Will you be
yol No
translating?
Title Identificag@o intra-operatoria das glandulas paratiroides com
fluorescéncia de infravermelho proximo
Institution name Faculdade de Ciéncias da Saude
Expected

. Dec 2021
presentation date

Order reference
number

Dr. Carlos Serra
Rua Abade Faria 20

Requestor Location
Lisboa, Lisboa 1900
Portugal
Attn: Dr. Carlos Serra

Publisher Tax ID EU826007151

Customer VAT ID  PT507681134

Total 0.00 USD
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SPRINGER NATURE LICENSE
TERMS AND CONDITIONS

Oct 13, 2021

This Agreement between Dr. Carlos Serra ("You") and Springer Nature ("Springer Nature")
consists of your license details and the terms and conditions provided by Springer Nature
and Copyright Clearance Center.

License Number 5166150395578

License date Oct 11, 2021

Licensed Content

Publisher Springer Nature

Licensed Content

. Journal of Fluorescense
Publication

Spectroscopic Analysis of Parathyroid and Thyroid Tissues by
Licensed Content Title Ground-State diffuse Reflectance and Laser Induced Luminescence:
a Preliminary Report

Licensed Content

Author Carlos Serra et al

Licensed Content Date Jul 20, 2021

Type of Use Thesis/Dissertation
Requestor type academic/university or research institute
Format print and electronic
Portion full article/chapter
Will you be
) no
translating?

Circulation/distribution 1 - 29

Author of this Springer
yes
Nature content
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Identificagdo intra-operatoria das glandulas paratiroides com

Title . ; -
fluorescéncia de infravermelho proximo

Institution name Faculdade de Ciéncias da Saude

Expected presentation

Dec 2021
date

Order reference
number

Dr. Carlos Serra
Rua Abade Faria 20

Requestor Location
Lisboa, Lisboa 1900
Portugal
Attn: Dr. Carlos Serra

Customer VAT ID PT507681134

Total 0.00 USD
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