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Introducdo: As metaloproteinases da matriz (MMPs) tém sido estudadas como
marcadores de malignidade e na avaliacdo prognodstica de diversos tipos de
carcinomas diferenciados da tireoide, mas ndo nos subtipos histolégicos da variante
folicular do carcinoma papilifero (VFCP): ndo encapsulado, encapsulado invasivo e
encapsulado nao invasivo (NIFTP). Objetivos: Comparar os subtipos da VFCP
guanto a expressdo proteica das MMP-1 e MMP-2, relacionando-a com o
progndstico. Métodos: Foi realizado estudo caso-controle, no qual foram avaliados
74 casos operados devido a VFCP, os quais foram classificados em trés grupos, de
acordo com a revisdo do material histologico tumoral: ndo encapsulado,
encapsulado invasivo e NIFTP. Os grupos foram comparados quanto a expressao
imunoistoquimica das MMP-1 e MMP-2 no tecido tumoral, bem como quanto a
dados clinico-laboratoriais,  histolégicos, terapéuticos e evolutivos. A
imunoexpressédo proteica das MMPs foi entdo avaliada em relacdo a parametros
referentes ao progndéstico dos casos (status na Ultima avaliacdo e tempo de
sobrevida livre de doenca estrutural). Foram utilizados os testes de Mann-Whitney,
Kruskal-Wallis, exato de Fisher, qui-quadrado de tendéncia e mapas perceptuais de
anadlise de correspondéncia multipla, além das curvas de Kaplan-Meier. Foi
considerado o Odds ratio para as dimensdes de efeito, com um intervalo de
confianca (IC) de 95%. O nivel de significancia adotado foi de 5%. Resultados: O
grupo NIFTP apresentou maiores percentuais de casos sem imunoexpressao para
MMP-1, em relacdo aos demais grupos, tanto individualmente (45,8%X9,4%X11,1%;
p=0,023), como quando agrupados como NAO-NIFTP (45,8%X9,8%; p=0,039). Na
comparacdo entre os grupos NIFTP unifocal, NIFTP multifocal e NAO-NIFTP, o
NIFTP unifocal apresentou menor percentual de casos positivos para MMP-1
(72,2%X100,0%X95,1%; p=0,031). NIFTP se correlacionou com a imunoexpressao
negativa e intensa para MMP-1, e moderada para MMP-2, enquanto que o subtipo
encapsulado invasivo se correlacionou com a imunoexpressdo moderada para
MMP-1, e negativa e intensa para MMP-2. Na comparac&o NIFTP com NAO-NIFTP,
os resultados foram semelhantes. Nao foram observadas outras associacdes entre
as MMPs e o prognéstico dos casos. Conclusfes: Os subtipos encapsulado
invasivo e ndo encapsulado apresentaram maiores percentuais de casos com

Imunoexpressao positiva para MMP-1 em relacdo ao NIFTP. NIFTP e encapsulado
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invasivo apresentaram padrdes opostos de correlagdo quanto a expressdo de MMP-
1 e MMP-2. NIFTP multifocal e os tumores NAO-NIFTP apresentaram maior
positividade para MMP-1 do que o NIFTP unifocal. Nao foram observadas relagtes
entre 0s subtipos da VFCP, a imunoexpressdao das MMPs estudadas e o

prognaostico.

Descritores: Biomarcadores Tumorais; Carcinoma Papilar, Variante Folicular;
Metaloproteinase 1 da Matriz; Metaloproteinase 2 da Matriz; Neoplasias da Glandula

Tireoide; Prognostico.
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Introduction: Matrix metalloproteinases (MMPs) have been studied as markers of
malignancy and in the prognostic evaluation of many types of different thyroid
carcinoma, but not in the histological subtypes of the follicular variant of papillary
thyroid carcinoma (FV-PTC): non-encapsulated, invasive encapsulated and
encapsulated noninvasive (NIFTP). Objectives: To compare FV-PTC’s subtypes
regarding the protein expression of MMP-1 and MMP-2, relating it to the prognosis.
Methods: A case-control study was performed, in which 74 surgery cases of the FV-
PTC were evaluated, these cases were classified in three groups according to the
review of the tumoral histologic material: non-encapsulated, invasive encapsulated
and NIFTP. The groups were then compared in regards to the immunohistochemistry
expression of MMP-1 and MMP-2 in the tumoral tissue, as well as in regards to
clinical-laboratory, histologic, therapeutic and evolutionary data. The MMPs’ protein
immunoexpression was then evaluated in regards to the parameters referring to the
prognosis of the cases (status in the last evaluation and survival time free of
structural diseases.) The tests used were: Mann-Whitney, Kruskal-Wallis, Fisher's
exact, Pearson's chi-squared and perceptual mappings of multiple correspondence
analysis, as well as Kaplan-Meier curves. The Odds ratio was considered for the
effect size, with a confidence interval (Cl) of 95%. The significance level used was
5%. Results: The NIFTP group presented higher percentages of cases without
immunoexpression for the MMP-1, when compared to the other groups, individually
(45.8%X9.4%X11.1%; p=0.023,) and also when grouped as NON-NIFTP
(45.8%X9.8%; p=0.039). In the comparison of the groups unifocal NIFTP, multifocal
NIFTP and NON-NIFTP, unifocal NIFTP presented a lower percentage of MMP-1
positive cases (72.2%X100.0%X95.1%; p=0.031). NIFTP correlated with negative
and intense immunoexpression for MMP-1, and moderate for the MMP-2, while the
invasive encapsulated subtype correlated with moderate immunoexpression for the
MMP-1, and negative and intense for the MMP-2. The comparison between NIFTP
and NON-NIFTP showed similar results. Other associations between the MMPs and
the cases’ prognosis were not observed. Conclusion: The invasive encapsulated
and non-encapsulated subtypes presented a higher percentage of cases with
positive immunoexpression towards MMP-1 than the NIFTP. NIFTP and the invasive

encapsulated indicated opposite correlation patterns regarding the MMP-1 and MMP-
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2 expression. Multifocal NIFTP and the NON-NIFTP tumors presented higher
positivity towards MMP-1 than the unifocal NIFTP. Relationships between FV-PTC’s
subtypes, the studied MMP’s immunoexpression and the prognosis were not

observed.

Keywords: Biomarkers, Tumor; Carcinoma, Papillary, Follicular; Matrix

Metalloproteinase 1; Matrix Metalloproteinase 2; Thyroid Neoplasms; Prognosis.
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A incidéncia de cancer de tireoide aumentou nas ultimas décadas. (1) Os
carcinomas (Ca) que acometem a glandula podem ser classificados como
diferenciados (CDT), medulares (CMT) e anaplasicos. Os CDT, divididos entre os
carcinomas papilifero (CP) e folicular (CF), sdo os mais frequentes e correspondem
a mais de 90% de todos os canceres de tireoide. (2) O CP representa de 50 a 80%
dos casos, (3) e apresenta diversas variantes, das quais a forma classica € a mais
comum (70 a 80%), seguida da variante folicular (VFCP), cuja incidéncia aumentou
em quatro vezes nas ultimas trés décadas, havendo, inclusive, relatos de maior
prevaléncia do que a variante classica. (4)

Considerada inicialmente como um subtipo mais agressivo de CDT,
semelhante ao CF, a VFCP passou a ser associada, posteriormente, a melhor
prognostico. (5) Diante dessa mudanca de conceito, abordagens terapéuticas menos
agressivas passaram a ser utilizadas em muitos casos, optando-se por
tireoidectomias parciais em oposicao as totais (TT), ndo indicacdo de dose ablativa
de iodo radioativo e metas de manutencdo para o hormonio estimulador da tireoide
(TSH) mais elevadas. (2) Com essas medidas mais conservadoras, 0s principais
marcadores séricos utilizados para seguimento, a tireoglobulina e o anticorpo anti-
tireoglobulina (Anti-Tg), podem permanecer positivos com a permanéncia de tecido
tireoidiano remanescente. Dessa forma, o estabelecimento de novos parametros
para esses marcadores séricos para seguimento desses casos tem se mostrado
necessario, particularmente, para a deteccao de persisténcia e recorréncia tumorais.
Além disso, novos marcadores tumorais para as neoplasias tireoidianas tém sido
buscados.

A VFCP é entidade complexa, dividida em trés subtipos histol6gicos, com
agressividades aparentemente diferentes: ndo encapsulado, encapsulado invasivo e
encapsulado nao invasivo. Considerando-se 0os comportamentos distintos que esses
subtipos poderiam apresentar, Nikiforov et al. propuseram, em 2016, uma nova
denominagao para o encapsulado ndo invasivo, a variante menos agressiva e mais
estudada: NIFTP (noninvasive follicular thyroid neoplasm with papillary-like nuclear
features). (6) O NIFTP mostrou-se, molecularmente, mais préximo das neoplasias
tireoidianas foliculares do que das papiliferas e, segundo aqueles autores,

provavelmente representaria uma forma benigna ou precursora do subtipo
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encapsulado invasivo, a exemplo do que ocorreria na evolucdo do adenoma folicular
(AF) para o CF. (6) Por outro lado, existem relatos de NIFTP associado a
metéstases linfonodais (7) ou mutacdes BRAFV600E em alguns pacientes. (8)
Assim, esse assunto ainda é controverso, e as etapas envolvidas no suposto
processo de evolucdo tumoral do NIFTP para o encapsulado invasivo, (6) bem como
as diferencas evolutivas entre os trés subtipos da VFCP, ainda ndo foram totalmente
elucidadas.

O diagnéstico diferencial pré-operatério dos subtipos da VFCP é
improvavel. Frequentemente, esses tumores, quando submetidos a puncéo
aspirativa por agulha fina (PAAF), resultam em diagndsticos citologicos classes Il ou
IV de Bethesda. Por poder corresponder a lesdes de diferentes naturezas e carrear
riscos de malignidade muito variaveis (6-40%), essas categorias diagnosticas, em
geral, resultam em condutas heterogéneas que vao desde a solicitagdo de nova
PAAF, realizacdo de testes complexos envolvendo analises moleculares, até
cirurgia. (9,10)

O diagnéstico histolégico final da VFCP, por sua vez, representa um
consideravel desafio. Apesar de, assim como no caso do CP classico (CPC), esse
diagnostico ser baseado nas caracteristicas nucleares das células epiteliais
tireoidianas, na VFCP essas caracteristicas sdo associadas a presenca de
arquitetura folicular em determinada extensdo do material. J& o diagnostico dos
diferentes subtipos histolégicos da VFCP é ainda mais desafiador. O encapsulado
invasivo se assemelha ao CF em alguns aspectos histologicos, como capsula
espessa e presenca de invasdo vascular e da capsula tumoral. JA o subtipo
infiltrativo ou ndo encapsulado da VFCP é semelhante, do ponto de vista molecular,
ao CPC. (11) Os tumores classificados como NIFTP, por sua vez, possuem
caracteristicas citolégicas encontradas no CP, sem preditores de agressividade
como invasao capsular ou invasdo angiolinfatica, conforme o quadro 1. (12) Essa
entidade se constitui no diagndstico patolégico mais controverso dentre 0os tumores
da tireoide nas ultimas décadas. (11) De fato, as lesfes foliculares encapsuladas
frequentemente exibem caracteristicas nucleares limitrofes, com variabilidade
interobservador consideravel, mesmo entre especialistas em tireoide, (13)

apresentando ainda comportamento incerto.
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Quadro 1. Critérios diagndsticos para definicdo de Non-invasive follicular thyroid neoplasm
with papillary-like nuclear features (NIFTP), conforme a WHO, 2017. (12)

1- Tumor encapsulado ou com evidente demarcacao.

2- Padrao folicular de crescimento com todas as seguintes caracteristicas:
2.1- Menos de 1% de formacdes papiliferas.
2.2- Auséncia de corpos psamomatosos.

2.3- Menos de 30% de areas solidas, trabeculares ou insulares.

3- Caracteristicas nucleares tipicas de carcinoma papilifero (escore nuclear 2 ou 3)*

4- Auséncia de invasao angiolinfatica ou invasao capsular.

5- Auséncia de necrose tumoral.

6- Auséncia de atividade mitotica (menos de trés mitoses por dez campos de grande

aumento).

*Escore nuclear: (1) Tamanho e formato (aumento de tamanho nuclear, sobreposicdo, alongamento e
aglomeracao celular). (2) Irregularidades de membrana nuclear (contornos irregulares, “grooves” nucleares,
dobras nucleares, pseudoinclusdes). (3) Caracteristicas de cromatina (nlcleos de padrdo vitreo, clareamento

nuclear com marginacéo). Cada item vale um ponto no escore, cuja soma final varia de zero a trés.

Além das dificuldades diagnosticas com a histologia, as comparacdes
entre os trés subtipos da VFCP quanto a aspectos gerais e moleculares tém
resultado em achados controversos. Alguns estudos néo tém observado diferencas
nos perfis moleculares ou clinico-patolégicos entre eles. Por outro lado, menor
frequéncia de metastases linfonodais e mutacbes BRAF tém sido observadas no
NIFTP, em relacdo aos tumores NAO-NIFTP (encapsulado invasivo e n&o
encapsulado), enquanto que mutacdes do gene RAS tém sido frequentemente
identificadas nas formas encapsuladas e raramente na ndo encapsulada. (14)
Apesar dos estudos relatados, NIFTP e NAO-NIFTP nZo tém sido comparados
guanto ao prognoéstico em longo prazo e, particularmente, quanto a persisténcia,
recorréncia, resposta a terapia e tempo de sobrevida livre de doenca estrutural

Aparentemente, apés a classificacao relativamente recente dos subtipos

da VFCP, diversas pesquisas tém focado, especificamente, no NIFTP, com particular
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atencdo em suas caracteristicas e comportamento indolente. Alguns
guestionamentos vém sendo levantados quanto a diferentes padrdes apresentados
por essas lesdes, principalmente em relagdo ao tamanho tumoral, presenca de
multifocalidade e de caracteristicas oncociticas, além da prevaléncia em diferentes
areas geograficas. (15) De fato, levando-se em consideracdo a ocorréncia de
metastase linfonodal, por exemplo, embora o risco seja pequeno no NIFTP, ele ndo
€ nulo e diferentes comportamentos tumorais podem ser observados, dependendo
do tamanho da leséo. (16).

Diante da variabilidade morfolégica e evolutiva dos subtipos da VFCP, o
estudo de aspectos relacionados a fisiopatologia do processo carcinogénico desses
tumores parece promissor. No processo de carcinogénese e progressao tumoral em
geral, a capacidade de invasao local € uma caracteristica fundamental. Nesse
sentido, emerge o papel das metaloproteinases da matriz (MMPs), familia de
enzimas proteoliticas capazes de degradar a membrana basal, favorecendo a
invasdo de células malignas para o0 estroma ao redor do tumor primario,
extravasamento para os tecidos adjacentes e ingresso nas circulagdes sanguinea e
linfatica, com formacdo de metastases a distancia. (17) Existem ainda evidéncias
gue apontam para a capacidade em modificar e sustentar um microambiente
facilitador para o crescimento e a disseminacéo da neoplasia. (18)

As MMPs séo produzidas por uma variedade de tipos de células, incluindo
células epiteliais, fibroblastos e células inflamatorias. Sua atividade pode ser
controlada em diferentes niveis: transcricdo, ativagdo proteolitica da forma
zimogénica e inibicdo de sua forma ativa. Embora sejam classificadas de forma
numérica, com base em sua estrutura enzimética e substratos especificos, essa
classificacdo néo reflete a realidade. De fato, apesar de terem sido identificadas
mais de 28 MMPs, as MMP-4, MMP-5 e MMP-6 foram eliminadas devido a terem
sido identificadas duplicacdes. (18)

Apesar de diversas MMPs terem sido relacionadas com mecanismos de
invasédo, disseminacdo metastatica e angiogénese tumoral, (19) as MMP-1 e MMP-2
tém sido as mais frequentemente avaliadas em les6es da glandula tireoide, com
resultados promissores. Maior expressdo de MMP-1 tem sido relatada em lesbes

malignas, tais como o CF, em relagdo a benignas, tais como o AF. (20) Além da
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relacdo entre maior expressao dessa enzima e malignidade, (21) a MMP-1 tém sido
associada a maior agressividade tumoral. (22) Sua presenca no CDT tem sido
correlacionada com invasao laringotraqueal, multifocalidade e metastases regionais
e a distancia. (23) De fato, estudo recente relatou maior expressao de MMP-1 em
casos de CP com metastases, principalmente as localizadas no compartimento
cervical lateral, sendo que os autores a consideraram como preditora destas. (24)
Por outro lado, outros autores tém relatado expressdo da proteina em lesdes
foliculares, tanto benignas quanto malignas (25) e auséncia de correlacdo com
invasdo, metastase e recorréncia. (21) Nao foram encontrados relatos da avaliacéo
da MMP-1 na VFCP.

Com relacdo & MMP-2, sua producdo estaria aumentada tanto no Ca de
tireoide como em condi¢cbes benignas, tais como em tecidos em processo de
remodelagcdo ou reparo. (26) Por outro lado, Cho Mar et al. analisaram sua
expressao, por meio de estudo imunoistoquimico, em CF com diferentes graus de
invasdo, AF e bdcio, tendo observado positividade nas lesGes malignas, mas nao
nas benignas. (25) J4 Maeta et al.,, comparando CP com tecidos ou regides nao
tumorais, identificaram maiores expressao e atividade de MMP-2 no CP. (27)
Também Marecko et al. identificaram maior expressdo da MMP-2 no CP do que em
AF ou em tecido peritumoral, conseguindo diferenciar o tumor maligno dos tecidos
benignos. Ainda, naquele estudo, a MMP-2 foi capaz de distinguir a VFCP do AF.
(28) Além disso, os niveis séricos dessa MMP tém sido utilizados na diferenciacéo
entre lesOes tireoidianas benignas e malignas. (29,30) Pasieka et al. relataram
concentragcfes séricas elevadas de MMP-2 em pacientes com tumores malignos,
guando comparados aqueles com tumores benignos de tireoide. (31)
Aparentemente, a MMP-2 estaria associada mais aos CDT do que as outras
neoplasias tireoidianas. Assim, Korem et al.,, compararando CP, CF, CMT, AF e
bocio multinodular, relataram que a imunoexpressdao da MMP-2, por
imunoistoquimica, foi maior nos CP do que nas outras lesdes estudadas. (32) Além
disso, embora a MMP-2 tenha sido associada a malignidade tireoidiana, sua relacéo
com agressividade tumoral ainda é controversa. Alguns autores observaram
associacao entre a MMP-2 e invasdo tumoral e metastases, tanto no CP como no

CF. (26) Maeta et al. relataram relacado entre maior expressédo da MMP e tumores
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maiores, metastases linfonodais, estagios clinicos mais avancados, invaséo vascular
e intratireoideana e metastases a distancia. (27) Da mesma forma, Tan et al.
observaram que a positividade para MMP-2 se associou com invasao extratiroidiana,
metastase linfonodal e profundidade de invasédo tumoral, (33) enquanto que Marecko
et al. relataram que a expressédo elevada da MMP-2 no CP se associou com
metastase linfonodal. (28) Além disso, MMP-2 foi correlacionada a angiogénese
tumoral. (34) Por outro lado, Korem et al. ndo conseguiram encontrar diferencas de
expressao entre os CP com e sem metastase linfonodal, sugerindo que a MMP-2
nao seria util como marcador progndstico. (32) Nao foram encontrados relatos sobre
a avaliacdo da MMP-2 nos subtipos histolégicos da VFCP.

Resumindo, as MMP-1 e 2 tém sido estudadas em diversos tipos de CDT,
mostrando ou nao relagdo com o diagnéstico e 0 progndéstico desses tumores.
Contudo, até o momento, ndo foram encontrados relatos sobre sua utilizacdo na
avaliacdo comparativa dos trés subtipos histolégicos da VFCP: ndo encapsulado,
encapsulado invasivo e NIFTP. Como o diagndstico histoldégico desses subtipos
ainda é controverso e pairam dldvidas quanto ao seu comportamento bioldgico, as
MMPs poderiam representar ferramentas Uteis para auxiliar na compreensao sobre a

biologia desses tumores.
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13. CONCLUSAO
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Neste estudo, comparando a imunoexpressdo de MMP-1 e MMP-2 nos
subtipos da VFCP, concluimos que o encapsulado invasivo e 0 ndo encapsulado
apresentaram maiores percentuais de casos com imunoexpressao positiva para
MMP-1 em relacdo ao NIFTP. NIFTP multifocal e os tumores NAO-NIFTP
(encapsulado invasivo e ndo encapsulado) apresentaram maior positividade para
MMP-1 do que o NIFTP unifocal. Concluimos ainda que os subtipos NIFTP e
encapsulado invasivo apresentaram padres opostos de correlacdo quanto a
expressdo de MMP-1 e MMP-2. Nao foram observadas relacdes entre os subtipos

da VFCP, a imunoexpressao das MMPs estudadas e o progndstico.
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