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RESUMO

Os nbdulos da tireoide apresentam alta prevaléncia na populacdo e resultam da
interacdo entre fatores moleculares e ambientais. A maioria é benigno, sendo 5% relacionado
com malignidade. O carcinoma de tireoide é bastante incidente, principalmente no género
feminino, sendo o quinto cancer mais comum nas mulheres brasileiras. O tipo histoldgico
mais prevalente é o papilifero (85% dos casos) e ocorre em adultos jovens. Diante disto, o
trabalho avaliou o perfil epidemiol6gico e anatomopatolégico de 135 portadores de nddulos
tireoidianos atendidos no Hospital das Clinicas de Pernambuco, através de questionarios e
laudos citologicos. 230 nddulos foram estudados, encontrando-se variagdo de 1 a 4 nddulos
por paciente e didmetro médio de 2,07cm. Apos a classificacdo citoldgica pelo sistema
Bethesda o nimero de nédulos foi reduzido para 120, devido o alto nimero de amostras com
resultado Bethesda I. Destes 120, 90 eram benignos, 12 malignos e 18 indeterminados ou
suspeitos. 92% das pacientes eram do sexo feminino; 70% tinham mais de 45 anos; 60% eram
pardos; e 66% estavam com peso acima da normalidade. Considerando os nodulos malignos,
a maioria ocorreu em individuos com 01 lesdo (58%) e com tamanho entre 1,0-1,9cm
(46,7%); o subtipo carcinoma papilifero foi o mais frequente (91,6%). O diagndstico
convencional do carcinoma de tireoide (CT) ainda apresenta limitacdes que poderiam ser
reduzidas com o auxilio de marcadores e técnicas imunoldgicas. Essa pesquisa avaliou a
expressdo de MMP-9 e TIMP-2 em 230 amostras citoldgicas através de ICQ e a reatividade
de MMP-26 em 100 amostras histologicas atraves de IHQ. Foi observada positividade de
81,81% para TIMP-2 e 100% para MMP-9 no grupo carcinoma e MMP-26 mostrou
imunomarcacao acentuada e difusa nos grupos bécio e carcinoma, sem diferencas especificas
entre as lesdes. Esses resultados demonstraram que a ICQ de MMP-9 e TIMP-2 foi util para
diferenciar benignidade de malignidade em tireoide, no entanto, a IHQ de MMP-26
apresentou falta de especificidade nesta distingdo, embora seja um potencial marcador em
outras neoplasias. Compreender o comportamento dessas proteinas em nodulos tireoidianos
pode corroborar na avaliagdo diagndstica, na elaboracdo de um indicador prognostico ou na
pesquisa de novos alvos terapéuticos, uma vez que estdo diretamente ligadas aos processos

carcinogénicos.

Palavras chave: Metaloproteinase de Matriz. Inibidor tecidual de metaloproteinase. Cancer de

tireoide. Imunohistoquimica. Imunocitoquimica.



ABSTRACT

Thyroid nodules present high prevalence in the population and result from the
interaction between molecular and environmental factors. Most are benign, with 5% being
malignant. Thyroid carcinoma is quite incidental, mainly in the female gender, being the fifth
most common cancer in Brazilian women. The most prevalent histological type is the
papillary (85% of cases) and occurs in young adults. In view of this, the study evaluated the
epidemiological and anatomopathological profile of 135 patients with thyroid nodules treated
at the Hospital das Clinicas de Pernambuco, through questionnaires and cytological reports.
230 nodules were studied, ranging from 1 to 4 nodules per patient and mean diameter of
2.07cm. After the cytological classification by the Bethesda system the number of nodules
was reduced to 120, due to the high number of samples with Bethesda I results. Of these 120,
90 were benign, 12 malignant and 18 indeterminate or suspect. 92% of the patients were
female; 70% were over 45 years old; 60% were brown; and 66% were overweight.
Considering the malignant nodules, the majority occurred in individuals with only 01 lesion
(58%) and with size between 1.0-1.9cm (46.7%); the papillary carcinoma subtype was the
most frequent (91.6%). The conventional diagnosis of thyroid carcinoma (CT) still presents
limitations that could be reduced with the aid of markers and immunological techniques. This
study evaluated the expression of MMP-9 and TIMP-2 in 230 cytological samples by ICQ and
the reactivity of MMP-26 in 100 histological samples by IHC. MMP-9 and MMP-9 were
found to be positive in 81.81% and MMP-26 and MMP-26 showed marked and diffuse
immunostaining in the goiter and carcinoma groups, with no specific differences between the
lesions. These results demonstrated that the ICMP of MMP-9 and TIMP-2 was useful to
differentiate benignity of malignancy in the thyroid, however, the MMP-26 IHC showed lack
of specificity in this distinction, although it is a potential marker in other neoplasms.
Understanding the behavior of these proteins in thyroid nodules can corroborate in the
diagnostic evaluation, in the elaboration of a prognostic indicator or in the research of new

therapeutic targets, since they are directly related to the carcinogenic processes.

Key words: Matrix Metalloproteinase. Tissue inhibitor of metalloproteinase. Thyroid Cancer.

Immunohistochemistry. Immunocytochemistry.
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1 INTRODUCAO

A tireoide € responsavel pela producdo de hormdnios essenciais para a saude
humanaOs nddulos tireoidianos constituem a principal forma de apresentacdo de varias
doengas desta glandula e acometem cerca de 50% dos individuos adultos. A maioria € de
natureza benigna enquanto 5% apresentam malignidade, que na maioria dos casos
corresponde ao carcinoma bem diferenciado. O céncer de tireoide (CT) é o mais comum do
sistema enddcrino, afeta mais frequentemente mulheres entre 25 a 65 anos de idade, ja sendo

a quinta neoplasia maligna mais prevalente nas mulheres brasileiras.

O principal exame para avaliacdo de nddulos tireoidianos é a ultrassonografia (USG),
através da qual é possivel estimar o risco de malignidade por diferentes parametros. A puncao
aspirativa com agulha fina (PAAF) para obtencdo de amostra citoldgica, também ajuda nesta
avaliacdo e na distingdo entre nddulos benignos e malignos, porém, apresenta ainda limitacoes
como o alto nimero de amostras indeterminadas que levam o paciente a repungdo. Portanto,
tem sido crescente a pesquisa por novos métodos ou marcadores para as alteracdes
tireoidianas. O uso de técnicas como a imunocitoquimica e a imunohistoquimica poderiam

auxiliar na reducéo desses percalcos.

Os carcinomas tireoidianos sdo classificados por parametros histologicos nos subtipos:
papilar e folicular (diferenciados), medular (pouco diferenciado) e anaplasico
(indiferenciado). Os diferenciados sd@o geralmente associados a crescimento lento e bom
prognostico. No entanto, alguns casos mostram recorréncia relativamente cedo ou metéastases,
tornando importante a identificacdo das caracteristicas de alto risco. Varios fatores tém sido
significativos no progndéstico, como idade no momento do diagnostico, tamanho do tumor,

invasdo extracapsular e distancia da metéastase.

Entre os possiveis marcadores para esta avaliacdo estdo as metaloproteinases de matriz
(MMPs), enzimas proteoliticas que degradam componentes da matriz extracelular e da
membrana basal, atuando em diversos processos fisioldgicos e patoldgicos, incluindo cancer.
As MMPs estdo envolvidas em diferentes etapas do processo carcinogénico como
invasividade, angiogénese e metastases, portanto, a compreensdo de Seus mecanismos
moleculares e de sua expressao/ativacdo pode auxiliar a desenvolver novas estratégias para o

diagndstico precoce, progndstico e tratamento do cancer de tireoide.
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Atualmente, a remocdo cirdrgica é a principal forma de tratamento para neoplasias
tireoidianas. Este procedimento, além de invasivo e de alto custo, exige que o0s pacientes
fagam terapia de reposi¢do hormonal ao longo da vida. Com base nisso, o objetivo deste
estudo foi avaliar a expressdo das MMPs, bem como de seus inibidores, através de técnicas
ndo cirurgicas como a imunocitoquimica e imunohistoquimica em amostras citologicas e
histologicas de lesdes da tireoide obtidas de pacientes atendidos no HC/UFPE. Além disso, a
pesquisa também objetivou analisar algumas variaveis epidemioldgicas e anatomopatoldgicas
com relacéo aos fatores de risco para cancer de tireoide.



14

2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 A TIREOIDE E OS NODULOS TIREOIDIANOS

A tireoide € uma glandula endécrina localizada na regido cervical anterior, dividida
anatomicamente em dois lobos, direito e esquerdo, conectados a traqueia através de uma fina
regido de tecido, chamada istmo. Apresenta epitélio formado por camada Unica de células
cuboides, denominadas células foliculares, responsaveis pela producdo dos horménios
triiodotironina (T3) e tetraiodotironina (T4). Estas células se organizam em circulos,
formando o foliculo tireoidiano, unidade anatomo-funcional da tireoide, que em seu interior
armazena o coldide, substancia gelatinosa rica em tireoglobulina. As células parafoliculares
correspondem a outro tipo celular da tireoide, também conhecidas por células C, por atuarem
na sintese do hormonio calcitonina (Figura 1) (WHITE; PORTERFIELD, 2013).

Figura 1. Anatomia e Histologia da glandula tireoide.
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Fonte: http://anatpat.unicamp.br (Acesso em dezembro de 2018).

A tireoide pode ser afetada por diferentes alteracdes morfoldgicas, funcionais ou
autoimunes. Alteracdes no tamanho e/ou forma da tireoide sdo conhecidas como nddulos, que
podem se apresentar como uma massa tecidual ou um cisto liquido e caracterizam-se por
aumento do volume glandular, crescimento excessivo e transformacdo estrutural e/ou
funcional de uma ou mais areas do parénquima normal da tireoide, variando desde alguns
milimetros até varios centimetros de diametro (AMERICAN CANCER SOCIETY, 2017). Em
qualquer populacdo, a doenca nodular resulta da interacdo entre fatores moleculares e
ambientais. E um achado bastante comum na praética clinica e podem ser classificados em
relacdo a: quantidade (Unicos ou multiplos); composicdo (cisticos, solidos ou mistos);
producdo de hormoénios (funcionantes ou ndo) e natureza (benignos ou malignos)
(NACHIAPPAN et al., 2014; RODRIGUES; PONTES; ADAN, 2015).


http://anatpat.unicamp.br/

15

CondicBes benignas como nddulos hiperplasicos (adenomatoso ou coldide), tireoidites
(de Hashimoto, granulomatosa e indolor cronica), adenomas e bdcio multinodular (difuso ou
coléide) constituem 95% dos casos. Os outros 5% correspondem aos carcinomas, que
representam cerca de 90% das neoplasias de tireoide e séo de origem epitelial (iniciam-se nas
ceélulas foliculares e parafoliculares). Outros tipos menos comuns de CT, como sarcoma,
linfoma e hemangioendotelioma, possuem origem ndo epitelial (ADAMI; HUNTER;
TRICHOPOULOS, 2008). A classificagdo anatomoclinica dos nddulos tireoidianos pode ser
observada na figura 2.

Figura 2: Esquema da classificagdo anatomoclinica dos nodulos tireoidianos.
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Fonte: o autor (2019).
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2.2 0 CANCER DE TIREOIDE

O cancer de tireoide (CT) é a neoplasia enddcrina mais comum, representando cerca
de 96% dos casos. Sua incidéncia é maior em mulheres do que homens, no entanto, estes
geralmente procuram o0 servico médico em um estagio mais avancado da doenca,
apresentando extensdo extra-tireoidiana, pior prognostico e menor taxa de sobrevivéncia
(BARBUS et al., 2017). Diferentemente da maioria, o0 CT apresenta alto acometimento na
populacdo adulta jovem, abaixo dos 40 anos. De acordo com o Instituto Nacional do Cancer,
no Brasil, foram estimados para o ano de 2019, 1.570 casos novos para 0 sexo masculino e
8.040 para o feminino. Na regido Nordeste, esta neoplasia ¢ a 5% mais incidente em mulheres e
a 132 em homens (INCA, 2018).
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Nos ultimos anos, os casos de CT aumentaram em todo o mundo. Fatores ambientais e
de estilo de vida que alteram a estabilidade genética dos tiréocitos, bem como algumas
comorbidades podem estar influenciando esse aumento dos indices. Alguns fatores de risco
incluem a exposicdo a radiacdo, acdo do estrogénio no organismo, tireoidite de Hashimoto,
dieta e heranca genética (LIU; SU; XIAO, 2017). Entretanto, as taxas de mortalidade
permanecem relativamente estaveis. Um dos motivos reside no maior acesso a servigos e
cuidados de salde por parte da populagdo bem como na melhoria da capacidade de
diagndstico (avangos tecnolégicos de equipamentos, aumento da frequéncia e extensdo de
cirurgias e exames histopatoldgicos, que passaram a usar maior quantidade de espécimes

tornando-se mais completos e ampliando o poder de deteccdo) (BALDINI et al., 2017).

De acordo com os critérios clinicos e histologicos, os carcinomas podem ser
classificados como: diferenciados, que inclui os subtipos papilar e folicular, pobremente
diferenciados, subtipo medular e indiferenciados, subtipo anaplasico (MENG et al., 2012). O
papilar representa aproximadamente 85% dos casos, sdo prevalentes em adultos com menos
de 40 anos e é de duas a quatro vezes mais comuns em mulheres (MENG et al., 2014).
Caracteriza-se por crescimento lento, excelente prognostico e alta taxa de sobrevida, no
entanto, 15% dos casos exibem comportamento agressivo com invaséo local, metastase para

linfonodos cervicais, resisténcia ao tratamento e mortalidade (ZHANG et al., 2013).

O folicular representa cerca de 9% dos casos e tem bom prognéstico, porém com
sobrevida inferior ao papilar. Prevalente em mulheres na faixa etaria de 60 anos e
disseminacdo metastatica frequentemente para 0ssos, cérebro, pulméo e figado. A citologia
ndo permite diferenciacdo entre adenoma e carcinoma folicular, sendo em geral o diagndstico
histolégico cirargico necessario para sua distincdo (COQUIA; CHU; HAMPER, 2014). Ja o
medular representa 1% dos casos. Atualmente, a Unica abordagem para tratamento € ressec¢do
cirurgica do tumor, pois mostra resposta limitada as terapias, tendendo a metastases cervicais
(Wajner et al., 2014). O anaplasico representa 2% dos casos, mais agressivo e caracterizado
por invasdo generalizada e metastase distante, sendo comumente fatal. Geralmente ocorre em

idosos maiores de 60 anos e nao apresenta predilecao por sexo (ZHANG et al., 2013).

Tiroidectomia total seguido de terapia adjuvante com iodo 131 é o tratamento para a
maioria dos pacientes com carcinomas diferenciados, onde o prognostico geralmente é
favoravel. No entanto, o iodo 131 é ineficaz em tipos pouco diferenciados e indiferenciados,

comtribuindo para progndsticos mais negativos nestes pacientes (BALDINI et al., 2017).
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2.3 DIAGNOSTICO DOS NODULOS DE TIREOIDE

A exclusdo da neoplasia se constitui 0 mais importante aspecto da avaliacdo de
nddulos na tireoide. Os fatores que sugerem o diagndstico de CT incluem principalmente:
historia familiar de carcinoma medular ou neoplasia enddcrina multipla, crescimento tumoral
rapido, nddulo solitario, muito firme ou com mais de 4 cm de didmetro, fixacdo em estruturas
adjacentes, linfadenopatia regional, metastases a distancia, idade menor que 20 ou maior que
60 anos, sexo masculino e histéria de irradiacio da cabeca ou pescoco (ROSARIO et al.,
2013).

A USG é o exame de escolha para avaliacdo inicial e é capaz de estimar o risco de
malignidade através de parametros como: composic¢do, ecogenicidade, margens, forma e
evidéncia de calcificacdo nos nddulos (KWAK et al., 2011). Entretanto, essas caracteristicas
de forma isolada ndo permite precisdo na distin¢do entre lesdes benignas e malignas, sendo a
PAAF usada para essa finalidade (CHENG et al., 2013). A PAAF é o principal método
diagnostico pré-operatorio, porém, devido a alta prevaléncia de nodulos tireoidianos na
populacdo, sdo selecionados para puncdo apenas aqueles que apresentam maiores risco de
malignidade. Os nddulos menores que 1 cm sem qualquer outro fator de suspeita, devem ser
acompanhados clinicamente (MAIA, 2007; HORVATH et al., 2009).

A analise citologica pos-puncéo €é realizada com base no sistema Bethesda, criado pelo
“National Cancer Institute” dos Estados Unidos (CIBAS; ALI, 2009), que classifica os

nodulos em seis categorias, padronizando os laudos como pode ser observado na tabela 1:

Tabela 1 - Sistema Bethesda para laudos citopatolégicos de tireoide.

Categoria Diagnostico Risco de Orientacéo Clinica

malignidade (%0)

Amostra ndo diagndstica ou insatisfatéria Repetir PAAF
I Benigno 0-3 Acompanhamento clinico
i Atipia ou lesdo folicular indetermidada 5-15 Repetir PAAF
v Neoplasia folicular ou suspeito 15-30 Lobectomia
\% Suspeito para malignidade 60-75 Lobectomia ou Tireoidectomia
VI Maligno 97-99 Tireoidectomia

Fonte: adaptado de Cibas e Ali (2009).
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Para a amostra citologica ser considerada satisfatoria sdo necessarios pelo menos seis
conjuntos com no minimo 10 células cada. Estdo incluidos na categoria I: conteddo liquido de
cistos, amostras acelulares ou prejudicadas por mau processamento. A categoria Il inclui:
nddulos foliculares benignos, bocio e tireoidites. Ja a categoria VI corresponde aos
carcinomas diferenciados, indiferenciados, metastaticos e linfoma ndo-Hodgkin (CIBAS;
ALLI, 2009; COQUIA; CHU; HAMPER, 2014).

A PAAF possui algumas limitagdes, como alto percentual de achados citoldgicos
indeterminados e falta de precisdo na distingdo entre benignidade ou malignidade de nédulos
categorias Il e IV. A falta de diagnostico definitivo dificulta a conducdo clinica e
frequentemente leva a cirurgias pacientes com nédulos que se mostram benignos a exames
histologicos posteriores (DUARTE, 2012). Contudo, tumores mal diferenciados ou com
caracteristicas conflitantes podem se valer de técnicas complementares de deteccdo como
ensaios imunocitoquimicos (ICQ) e imunohistoquimicos (IHQ) com o uso de biomarcadores
especificos para alteracOes tireoideanas afim de definir ou complementar um diagndéstico
(LIU;LIN, 2015), como mostrado na figura 3:

Figura 3: Fluxo do diagnéstico de nodulos tireoidianos. O uso de técnicas imunoldgicas complementares pode

reduzir o nimero de cirurgias ao conferir maior precisdo no diagndstico.

T
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Fonte: o autor (2019).

2.4 AS METALOPROTEINASES DE MATRIZ (MMPS)

MMPs sdo enzimas proteoliticas ou peptidases que dependem do zinco para a sua
atividade. Sdo secretadas por neutrofilos, mondcitos, macrofagos, fibroblastos e células
tumorais em resposta a diversos estimulos (ARAUJO et al., 2011). Possuem capacidade de
degradar e remodelar os componentes da matriz extracelular (MEC) e desempenham

importante papel em varios processos fisiologicos como: clivagem de receptores celulares,
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liberacdo de indutores apoptéticos, ativagdo ou inativacdo de quimiocinas e citocinas,
atividades celulares de proliferacdo, diferenciagdo, migracdo, angiogénese e defesa do
hospedeiro, remodelacéo tecidual, cicatrizacdo, regulacdo de processos inflamatérios, além de
ser fundamental durante a morfogénese e o desenvolvimento embrionario (MOHD et al.,
2013).

AlteracBes da MEC podem ser um fator critico no desenvolvimento de alguns
processos patologicos, como, diabetes, aterosclerose, artrite, ulceracio e cancer (ARAUJO et
al., 2011). Em especial, o processo de carcinogénese requer varios estagios onde o rearranjo
da MEC e seu microambiente favorece a conversdo do tecido normal em tumoral. As MMPs
sdo as principais mediadoras dessas alteracGes, estando presentes desde etapas iniciais até
estagios tardios do cancer. Ja foi demonstrado por varios estudos que a producdo de MMPs ¢
exacerbada em diferentes tumores humanos se correlacionando com invasdo, angiogénese,
metéstase e mau prognostico (YADAV et al., 2014; CHENG et al., 2017; GUAN et al., 2018).

De acordo com Wajner et al. (2014), a familia das MMPs inclui cerca de 30 proteinas,
divididas e classificadas de acordo com a especificidade ao substrato e estrutura, conforme

pode ser observado na tabela 2:
Tabela 2: classificacdo das MMPs em relacdo aos seus substratos.

Classificagéo Exemplos Substrato
Colagenases MMP-1, 8,13 e 18 Colagenos tipos I, Il e 11, osteoctina, agreguina, serpona, laminina,

macroglobulina- 2

Gelatinases MMP-2 e 9 Fragmentos ja degradados pelas colagenases, colageno tipo IV, V,

VIl e X, elastina, fibronectina, fibrilina, osteoctina

Estromelisinas MMP- 3,10, 11,12 Proteoglicanos, E-caderina, elastina, vitronectina, fibrilina,

fibronectina, laminina e colagenos Ill e IV

Matrilisinas MMP-7 e 26 Elastina, fibrinogénio, fibronectina, laminina, osteoctina, versican,

colageno tipo IV

MMPs tipo MT- MMP-14, 15, Colagenos tipo I, Il e I, fibronectina, gelatinas, laminina,
membrana 16,17,24e25 vitronectina, perlecan, proteoglicanos e ativacdo de outras MMPs
Outras MMPs MMP - 20, 21, 22,  Gelatinas, agreguinas, laminina, casepina e colageno IV
23, 27,28

Fonte: Adaptado de Mohd et al. (2013).

A estrutura basica de uma MMP consiste em: pré-dominio, responsavel por manter a
enzima inativa através da interagdo entre uma cisteina e o ion zinco; o dominio catalitico, que

contém o ion zinco e forma o sitio ativo; e o dominio C-terminal de tipo hemopexina,
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envolvido nas interacbes entre proteinas e determinante da especificidade do substrato. O
dominio hemopexina liga-se ao dominio catalitico através de uma regido de dobradica
flexivel, muito importante para a estabilidade enzimatica. Também é uma regido inibitoria,
onde ocorre a ligagdo de TIMP-1 e 2 (MOHD et al., 2013; KESSENBROCK; PLAKS;
WERB, 2010). Existem ainda outros dominios que podem variar conforme as classes das
MMPs, como mostrado na figura 4:

Figura 4: estrutura funcional basica das MMPs. Matrilisinas contém o peptideo sinalizador, pro-peptideo ou proé-
dominio e o dominio catalitico, onde fica o ion zinco. Colagenases, gelatinases e estromelisinas possuem além

destes, a regido dobradiga e 0 dominio do tipo hemopexina.

Zn

Peptideo Seminio Catalit ) |
sinalizador ominio Catalitico Regidio Dobradica
Dominio Tipo
Pro- o
i Zn  fon Zinco
peptideo Hemopexina

Fonte: Adaptado de Mohd et al. (2013).

As MMps sdo reguladas em 3 niveis, na transcricdo, ativacdo e inibicdo. A transcri¢do
génica de uma MMP pode ser induzida em células tumorais ou estromais por varios agentes,
como horménios, oncogenes, citocinas e fatores de crescimento (YADAV et al., 2014). A
ativacdo enzimatica pode ocorrer intracelularmente ou no espaco extracelular por proteinases
plasmaticas como plasminas, proteinases bacterianas ou outras MMPs. Importante ressaltar
que as MMPs sdo sintetizadas como zimogénios, necessitando de ativacao para sua atividade.
A desregulacdo deste equilibrio pode levar ao dano tecidual, perpetuacdo da resposta
inflamatdria, doencas crénicas e cancer (KESSENBROCK, PLACKS, WERB, 2010).

A inibicdo da atividade proteolitica das MMPs pode ocorrer de forma exdgena através
de medicamentos sintéticos ou naturais, ou endogena, de forma ndo especifica através de
proteinas como inibidor de proteinase al e a macroglobina a2. E de forma especifica através
dos inibidores teciduais de metaloproteinases (TIMPs), que se ligam ao sitio de zinco das
MMPs em uma proporcdo de 1:1, bloqueando sua atividade. Os TIMPs constituem uma

familia de quatro proteinas (TIMP-1,-2,-3,-4). Ja foi relatado que TIMP-1 age
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preferencialmente sobre MMP-9, TIMP-2 sobre MMP-2 e TIMP-4 sobre MMP-26, contudo
ndo ha exclusividade (MOHD et al., 2013).

Além da acdo inibitoria, os TIMPs também apresentam varios efeitos no crescimento
celular, apoptose e diferenciacdo através de um mecanismo MMP-independente. TIMP-2 é
capaz de induzir apoptose e inibir varias fases da angiogénese, logo, sua alta expressdo
impede o crescimento e a progressdo de tumores, invasdo e metastase. A reducdo de TIMP-1 e
2 é observada em diversos tipos de canceres humano, incluindo os carcinomas de tireoide,

particularmente nos mais invasivos e metastaticos (WAJNER et al., 2014).
2.5 RELACAO ENTRE MMPS E TIMPS NO CANCER

A correlagdo entre MMPs e tumores malignos é bem documentada tanto in vitro
quanto in vivo (ZHANG et al., 2011; LEE et al., 2011; KHAMIS et al., 2013). Em geral, os
niveis sdo anormalmente induzidos em células tumorais metastaticas e associados a lesdes
invasivas com mau prognostico clinico. Porém, desempenham também papéis criticos em
estagios iniciais da carcinogénese, como promocao e modulacdo do crescimento tumoral e
angiogénese (NISHI et al., 2013). A MMP-9 tem se mostrado significativamente elevada nos
CT, relacionando-se com uma maior agressividade tumoral e elevado potencial metastatico
(YADAV et al., 2014). Além de apresentar papel crucial na angiogénese por aumentar a
biodisponibilidade de fatores pré-angiogénicos. Sua expressao basal € normalmente baixa,
enquanto que na maioria dos canceres é altamente expressa em resposta a fatores de
crescimento e citocinas (WAJNER et al., 2014).

MMP-26 tem se mostrado um potencial marcador para diversos tumores de origem
epitelial, onde seus niveis elevados se associam a invasividade e metastases. Este fato esta
intimamente ligado a sua capacidade de ativar a pro-MMP-9. Esse mecanismo foi observado
em cancer colorretal (HU et al., 2014), pulmonar (ZHANG et al., 2011), esofagico (AHOKAS
et al., 2006), prostatico (ZHAO et al., 2003) e mamario (ZHAO et al., 2004). TIMP-2 é capaz
de induzir apoptose e inibir angiogénese, logo, sua alta expressao é benéfica para impedir o
avanco tumoral. A reducdo de TIMP-2 ¢é observada em carcinomas papilares e medulares de
tireoide e altos niveis estdo associados a inibicdo do crescimento tumoral, angiogénese,
invasdo e metastase (WAJNER et al.,, 2014). Entretanto, foi identificado um progndstico
negativo nos tumores malignos com elevado TIMP-2, provavelmente devido aos outros

efeitos biologicos dessas proteinas, como a ativacdo de MMP-2 (CHO MAR et al., 2006).
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MMP-26 e TIMP-4 foram co-localizadas em tecidos malignos de mama (ZHAO et al.,
2004), prostata (LEE et al., 2006) e pancreas (BISTER et al., 2007), o que sugere também
uma regulacdo in vivo. Esses estudos mostraram maior expressao de MMP-26 e TIMP-4 em
lesBes pré-invasivas com reducdo nos casos mais invasivos. Uma hipdtese é que TIMP-4
estaria atuando de modo compensatério para inibir a influéncia proinvasiva de MMP-26,
porém, se a inibicdo for ineficaz, ocorre o rompimento da membrana basal e liberagdo das
células cancerigenas, que se tornam menos dependentes da MMP-26, resultando na reducéo
da sua expressao juntamente com seu inibidor (ZHAO et al., 2004; LEE et al., 2006).

Compreender o comportamento dessas proteinas em nddulos tireoidianos pode
corroborar na avaliacdo diagnostica, na elaboracdo de um indicador progndstico ou na
pesquisa de novos alvos terapéuticos, uma vez que sua inibicdo modula os processos da MEC

dificultado os processos carcinogénicos.



23

3 OBJETIVOS

3.1 GERAL:

e Avaliar o padrdo de expressdo das metaloproteinases 9 e 26, bem como, do inibidor
TIMP-2 em lesGes benignas e malignas da tireoide obtidas de pacientes atendidos no
hospital das clinicas de Pernambuco (HC/UFPE).

3.2 ESPECIFICOS:

e Tracar o perfil epidemioldgico (sexo, faixa etéria, cor da pele, indice de massa
corporea, histérico familiar) dos pacientes portadores de lesGes tireoidianas atendidos
no HC/UFPE;

e Estabelecer associagdo entre o perfil epidemioldgico e os resultados das analises

citolégicas dos nddulos obtidos por PAAF;

e Analisar as principais caracteristicas anatomopatologicas dos nodulos obtidos de

bidpsias (nUmero, tamanho e natureza dos nodulos, tratamentos prévios);

e Identificar a expressdao de MMP-9 e TIMP-2 em amostras de PAAF de tireoide atraves
da imunocitoquimica;
e Avaliar a expressdéo de MMP-26 em amostras de biopsias de tireoide atraves da

imunohistoquimica.



24

4 RESULTADOS

4.1 PERFIL EPIDEMIOLOGICO E ANATOMOPATOLOGICO DE PACIENTES
PORTADORES DE NODULOS TIREOIDIANOS ATENDIDOS NO HOSPITAL DAS
CLINICAS DE PERNAMBUCO

Ingrid Tavares de Lima®, Ana Karina Brizeno Ferreira Lopes®, Carla Tacilia Bezerra®, Jilia
Maria Dantas Ferreira®, Jacinto Costa Silva Neto®, Mario Ribeiro de Melo-Janior*.
1 Laboratério de Imunopatologia Keizo Asami, 2 Universidade Federal de Pernambuco
(UFPE), 3 Depto de Histologia e Embriologia (UFPE), 4 Depto de Patologia (UFPE).

RESUMO

De alta prevaléncia na populacdo adulta, sobretudo em mulheres, os nodulos
tireoideanos sdo resultado da interag@o entre suscetibilidade genética e fatores ambientais. A
maioria sdo benignos, sendo 7-15% relacionado a malignidade. Este trabalho avaliou o perfil
epidemiologico e anatomopatolégico de 135 portadores de nddulos tireoidianos atendidos no
Hospital das Clinicas de Pernambuco, através de questionarios e laudos citoldgicos. Na
analise anatomopatologica, 230 nddulos foram estudados, encontrando-se variacdo de 1 a 4
por paciente; e didmetro medio de 2,07cm. Quanto a natureza citologica, dos 120 com
resultado satisfatério, 90 (75%) eram benignos, 12 (10%) malignos e 18 (15%)
indeterminados ou suspeitos. Na avaliacdo epidemioldgica, 92% foram mulheres; 70% tinham
mais de 45 anos; 60% eram pardos; e 66% estavam com peso acima da normalidade.
Considerando os nodulos malignos, a maioria ocorreu em individuos com 01 lesdo (58%) e
com tamanho entre 1,0-1,9cm (46,7%); o subtipo carcinoma papilifero foi 0 mais frequente
(91,6%). Observou-se risco 4 vezes maior para cancer em participantes submetidos a iodo
radioativo, masculinos e com idade superior a 45 anos, sendo estes fatores conhecidos na
literatura. Ndo foi identificado correlacdo de malignidade quanto ao nimero e dimens6es dos
nodulos, cor da pele e peso dos participantes. Esta pesquisa permitiu um conhecimento sobre
a populacdo que é mais acometida por patologias da tireoide no estado de Pernambuco, sendo
atil para determinar quem pode se beneficiar de rastreios populacionais para evitar cancer

agressivo da tireoide.

PALAVRAS CHAVE: Tireoide. Nédulo Tireoidiano. Carcinoma da Tireoide.
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ABSTRACT

High prevalence in the adult population, especially in women, thyroid nodules result
from the interaction between genetic susceptibility and environmental factors. Most are
benign, with 7-15% being malignant. This study evaluated the epidemiological and
anatomopathological profile of 135 patients with thyroid nodules treated at the Hospital das
Clinicas de Pernambuco, through questionnaires and cytological reports. In the
anatomopathological analysis, 230 nodules were studied, ranging from 1 to 4 per patient; and
average diameter of 2.07cm. As to the cytological nature, of the 120 with satisfactory results,
90 (75%) were benign, 12 (10%) malignant and 18 (15%) were undetermined or suspected. In
the epidemiological evaluation, 92% were women; 70% were over 45 years old; 60% were
brown; and 66% were overweight. Considering the malignant nodules, the majority occurred
in individuals with only 01 lesion (58%) and with size between 1.0-1.9cm (46.7%); the
papillary carcinoma subtype was the most frequent (91.6%). There was a 4-fold higher risk
for cancer in participants submitted to radioactive iodine, men and those older than 45 years,
and these factors are known in the literature. No correlation of malignancy was identified
regarding the number and dimensions of the nodules, ethnicity and weight of the participants.
This research allowed a knowledge about the population that is most affected by thyroid
pathologies in the state of Pernambuco, being useful to determine who can benefit from

population screening to avoid aggressive thyroid cancer.

KEYWORDS: Thyroid. Thyroid Nodule. Thyroid Neoplasms.
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INTRODUCAO

A tireoide pode ser afetada por diferentes doengas decorrentes de alteracGes
morfoldgicas, funcionais ou autoimunes. Alteracdes no tamanho e/ou forma da tireoide séo
conhecidas como nddulos, que se caracterizam pelo crescimento excessivo e transformacéao
estrutural e/ou funcional de uma ou mais areas do parénquima normal (MAZETO, 2014). Os
nodulos resultam da interagdo entre suscetibilidade genética e fatores ambientais. E um
achado bastante comum na prética clinica e podem ser classificados em relacdo a: quantidade
(Gnicos ou multiplos); composicdo (cisticos, solidos ou mistos); producdo de hormdnios
(funcionantes ou ndo); natureza (benignos ou malignos) (NACHIAPPAN et al., 2014;
RODRIGUES; PONTES; ADAN, 2015).

As condicOes benignas apresentadas sob a forma nodular constituem 95% dos casos e
compreendem os nodulos hiperplasicos (adenomatosos ou coloides), tireoidites, adenomas e
bocio multinodular (difuso ou coldide). Ja entre as alteracbes malignas, o maior percentual
corresponde aos carcinomas de origem epitelial, ou seja, de células foliculares e
parafoliculares. Eles representam cerca de 90% das neoplasias e 0s tipos histologicos mais
frequentes sdo os diferenciados (papilifero com 75-80% e folicular com 10-20%), seguido dos
pobremente diferenciados (medular com 5-10%) e indiferenciados (anaplasico com 1-2%).
Outros cénceres menos comuns na tireoide, sdo de origem ndo epitelial, como sarcoma e
linfoma (ADAMI; HUNTER; TRICHOPOULOS, 2008).

Tiroidectomia total seguido de terapia adjuvante com iodo 131 é o tratamento
recomendado para a maioria dos pacientes. Em geral, os carcinomas diferenciados apresentam
crescimento lento, melhor progndstico e taxa de sobrevivéncia de 90%. Porém, quanto menor
o nivel de diferenciacdo maior a agressividade. Os progndsticos mais reservados sdo
observados em carcinomas medulares e anaplasicos, que mostram resposta limitada ou nula as
terapias, muitas vezes fatal (ZHANG et al., 2013; WAJNER et al., 2014; BALDINI et al.,
2017).

O cancer de tireoide (CT) exibe uma incidéncia maior em mulheres do que homens,
pois estas apresentam uma maior frequéncia de nddulos tireoideanos, entretanto, a maior
probabilidade de malignidade destes tumores ocorre no género masculino. Diferentemente da
maioria dos canceres, apresenta alto acometimento em adultos jovens, abaixo dos 40 anos
(BARBUS et al., 2017). Fatores ambientais e de estilo de vida que alteram a estabilidade

genética dos tiréocitos, bem como algumas comorbidades podem estar influenciando no
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aumento dos indices mundiais de CT. Alguns fatores de risco incluem: exposi¢édo a radiacao,
acdo estrogénica, tireoidite de Hashimoto, dieta e heranga genética (LIU; SU; XIAO, 2017).

A exclusdo da neoplasia se constitui 0 mais importante aspecto da avaliacdo de nddulos
na tireoide. Os fatores que sugerem o diagndstico de carcinoma tireoidiano incluem
principalmente: histdéria familiar de carcinoma medular, crescimento tumoral rapido, nédulo
solitario, muito firme ou com mais de 4 cm de didmetro, metastases a distancia, idade menor
que 20 ou maior que 60 anos, sexo masculino, historia de irradiacdo da cabeca ou pescoco,
entre outros (MAZETO, 2014).

Nodulos palpaveis ou menores podem ser detectados por ultrassonografia em adultos
assintomaticos, sendo o exame de escolha para avaliacdo inicial, entretanto, ndo permite
precisdo em distinguir nddulos benignos e malignos, sendo a analise citologica a partir da
puncdo aspirativa (PAAF) o principal método para essa distincdo (KWAK et al., 2011;
CHENG et al., 2013). Os laudos citologicos das PAAF classificam os nodulos de acordo com
0 sistema Bethesda em insatisfatdrios, benignos, indeterminados, suspeito de malignidade e
maligno (CIBAS; ALI, 2009). Diante do exposto, este trabalho teve como objetivo avaliar o
perfil epidemioldgico e anatomopatologico de pacientes portadores de nédulos tireoidianos

atendidos no hospital das clinicas de Pernambuco.

METODOLOGIA

Casuistica e aspectos éticos: O estudo foi realizado com pacientes voluntarios que
apresentaram lesdes benignas e malignas da tireoide, atendidos no Hospital das Clinicas (HC)
da Universidade Federal de Pernambuco (UFPE), no periodo entre maio de 2015 a maio 2017.
Foram obtidas nesta pesquisa 230 amostras citologicas de 135 pacientes com lesdao nodular,
Unica ou multipla, encaminhados ao setor de ultrassonografia para realizacdo de PAAF. Este
trabalho foi submetido ao Comité de Etica em Pesquisa da mesma universidade com
aprovacdo de numero CAAE 47863515.0.0000.5208.

Coletas das amostras: Foram analisados o historico médico do paciente, seus exames
de imagem e laboratoriais, e exposicdo a fatores de risco para cancer de tirdide, através da
aplicacdo de um questionario padronizado. As coletas das amostras citologicas por PAAF
foram realizadas por uma médica colaboradora. Do material aspirado foram confeccionados
esfregacos encaminhados ao setor de patologia do hospital, onde posteriormente resgatou-se

os laudos citolégicos, que foram classificados segundo os critérios de Bethesda (tabela 1).
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Tabela 1: Sistema Bethesda de classificagdo.

Categoria Diagnostico Risco de Orientacéo Clinica

malignidade (%)

Amostra ndo diagnostica ou insatisfatoria Repetir PAAF
I Benigno 0-3 Acompanhamento clinico
i Atipia ou lesdo folicular indetermidada 5-15 Repetir PAAF
v Neoplasia folicular ou suspeito 15-30 Lobectomia
\ Suspeito para malignidade 60-75 Lobectomia ou Tireoidectomia
Vi Maligno 97-99 Tireoidectomia

Fonte: Adaptado de Cibas, Ali, 2009.

Analise Estatistica: Foi realizado avaliacdo pelo teste qui-quadrado e razédo de
possibilidade através do software MEDCALC® (Panmun Education, Seoul, Republic of
Korea), para as variaveis categoricas epidemioldgicas. Considerou-se o intervalo de confianca
(IC) de 95% e p-valor < 0.05. As variaveis epidemiologicas usadas foram: sexo (masculino e
feminino), idade (maior ou menor de 45 anos), cor da pele (branco, pardo, negro, indigena e
amarelo), indice de massa corpdrea (elevado — sobrepeso e obesidade e ndo elevado — normal
e baixo peso), historico familiar da doenca, cirurgia prévia de tireoide, medicacéo prévia para
tireoide e tratamento prévio com iodo. As analises foram realizadas pelos sites

https://www.medcalc.org/calc/odds_ratio.php. e http://www.waent.org/Chi-Square-Test.htm.

RESULTADOS

Resultados Anatomopatoldgicos

Numero de nddulos: Dos 135 pacientes participantes do estudo, que se submeteram a
PAAF e responderam aos questionarios, 45 foram excluidos por apresentarem resultados
citologicos insatisfatorios ou inconclusivos (Bethesda 1), com consequente reducdo do
namero de nddulos da pesquisa de 230 para 120 nddulos. Os 90 pacientes restantes
apresentaram pelo menos um nodulo tireoidiano com resultado satisfatorio a puncéo, sendo 68
com 01 nddulo (75,55%), 15 com 02 nddulos (16,66%), 06 com 03 nddulos (6,67%) e 01 com
04 nbdulos (1,11%), totalizando 120 nddulos (tabela 2). Dentre os nodulos malignos
encontrados em nossa pesquisa (n=10), 58% ocorreram em individuos com 01 nédulo e 32%
em pacientes com mais de um nddulo; apenas 01 paciente (10%) apresentou mais de uma

lesdo maligna na glandula, com 03 nddulos.



https://www.medcalc.org/calc/odds_ratio.php
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Tamanho dos nddulos: Os nodulos avaliados foram divididos de acordo com seu
didmetro em 4 grupos: menores de 1,0cm; entre 1,0 cm e 1,9cm; entre 2,0cm e 2,9cm; e igual
ou maior a 3,0cm. Respectivamente, estes grupos apresentaram a seguinte quantidade de
lesbes: 4 (3,33%), 75 (62,5%), 22 (18,33%) e 19 (15,83%), como pode ser visualizado na
tabela 2. O didmetro médio das lesdes foi de 2,07cm, variando de 0,6cm a 7,2cm. Dentre 0s
nddulos com suspeita ou confirmagdo de malignidade, sete (46,7%) apresentaram dimensdes
entre 1,0-1,9cm. Porém, ndo foram considerados significantes estatisticamente (OR=0.410,
1C=0.1342-1.1986, p=0.1019, para nédulos <2,0cm).

Natureza dos nédulos: Dos 120 nddulos analisados, 90 foram benignos (75%) sendo
as seguintes lesdes: bocio nodular (81 casos) e tireoidite crénica (9 casos). 15 nddulos tiveram
diagnostico de atipia ou les@o folicular de significado indeterminado (12,5%). 1 caso de
neoplasia folicular foi confirmado (0,83%) e 2 casos tiveram suspeita de malignidade néo
confirmada (1,66%). 12 casos tiveram diagnostico maligno (10%), onde destes somente um
caso de carcinoma pouco diferenciado do tipo anaplasico foi observado e os 11 restantes
representados por carcinoma papilifero. Nenhum caso de carcinoma medular foi identificado

no estudo. Os resultados estdo resumidos na tabela 2.

Tratamentos prévios: Analisando o historico médico, foi observado que 4 dos 90
pacientes (4,44%) realizaram cirurgia prévia da tireoide (tireoidectomia parcial), e destes, 1
confirmou malignidade (OR=2.7407, 1C=0.2571-29.2199, p=0.4037). 3 pacientes tiveram
passado de tratamento tireoidiano com iodo radioativo, e somente 1 destes foi diagnosticado
com cancer (carcinoma papilifero); os outros 2 eram portadores de tireoidite cronica. Afora
risco quatro vezes maior de cancer observado nestes pacientes, ndo foi possivel estabelecer
resultados estatisticos (OR=4.2778, 1C=0.3519-52.0008, p=0.2541).

Devido a indisponibilidade da maioria dos exames laboratoriais no momento da
PAAF, a avaliacdo da funcdo tireoidiana foi realizada através de levantamento baseado no uso
de medicagdes especificas. 22 pacientes fazem uso de medicacdo para tratamento de
hipotireoidismo com levotiroxina (16,3%); 1 para tratamento de hipertireoidismo (0,74%); e 2
(1,48%) ndo souberam informar qual medicamento utilizava. Com malignidade citologica
confirmada, 04 pacientes recebiam tratamento para tireoide, 03 com reposi¢cdo hormonal
devido hipotireoidismo, e 01 ndo especificou a finalidade; ndo se evidenciou significancia
(OR=1.8095, 1C=0.4642-7.0539, p=0.3929). Os dados podem ser melhor visualizados na
tabela 2.
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Resultados Epidemiolégicos

Género: Dos 90 pacientes da pesquisa, 83 foram do género feminino (92%) e 7 do
masculino (8%) (tabela 3). No grupo dos pacientes com casos malignos (N=10), foram
acometidos dois homens (20%) e oito (80%) mulheres. Entretanto, quando se considera a
proporcao total de analisados, 28,6% dos pacientes masculinos apresentaram cancer, contra
9,6% dos femininos. Apesar de observado um fator de risco de quase quatro vezes mais de
malignidade entre os homens, essa diferenca ndo foi significante estatisticamente
(OR=3.7500, IC 0.0443-1.6045, p=0.1489).

Faixa Etaria: A idade dos participantes do estudo variou entre 15 e 81 anos, com
média de 51,6 anos. Os pacientes foram divididos em 3 grupos: criancas e adolescentes - 1
paciente com idade abaixo de 18 anos (1,11%); adultos - 26 pacientes com idade entre 18 e 45
anos (28,88%); e adultos maiores de 45 anos e idosos - 63 pacientes (70%) (tabela 3). Entre os
diagnosticados com cancer, apenas 1 possuia idade inferior a 45 anos. Foi observado um fator
de risco de 4,3 vezes maior de neoplasia de tireoide quando ultrapassado o limite de 45 anos,
porém sem valores significantes estatisticamente (OR=4.333, IC 0.5210-36.0415, p=0.1749).

Auto declaracdo da cor da pele: a mais prevalente foi a parda, com 54 pacientes
(60%); 1 paciente ndo respondeu ao questionario (1,11%); os demais se intitularam como:
brancos - 25 (27,78%); negros - oito (8,89%) e amarelos - dois (2,22%). Nenhum paciente
indigena participou do estudo (0%) (tabela 3). Dos 10 pacientes com malignidade, sete (70%)
sdo pardos, e os demais brancos. Nenhum paciente negro ou amarelo apresentou cancer. Nao
houve significancia estatistica nesta analise (pardo/branco OR=1.0922, 1C=0.2577-4.6292,
p=0.9047; negro/ndo-negro OR=0.4062, 1C=0.0218-7.5664, p=0.5460).

Indice de massa corpérea: Em relacio ao IMC, os participantes foram
classificados em: baixo peso, peso normal, sobrepeso e obesidade. 77 pacientes souberam
informar seu peso e altura. Destes, 28 estavam com sobrepeso (31,11%); 23 com obesidade
(25,55%); 24 com peso ideal (26,66%); 2 com baixo peso (2,22%) (tabela 3). Ou seja, mais de
66% dos pacientes estavam com IMC acima da faixa na normalidade. No grupo de pacientes
com malignidade houveram sete (70%) pacientes na mesma situacdo (OR=1.9091,
1C=0.3673-9.9240, p=0.4420).
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Historico Familiar: 9 estudados (10%) apresentaram casos anteriores na familia,
porém nao souberam informar o tipo histolégico. Um Unico portador de malignidade (10%)
tinha este historico, apresentando citologia para carcinoma papilifero variante folicular
(OR=1.0, 1C=0.1118-8.9473, p=1.0000).

Tabela 2. Resultados anatomopatolégicos dos nddulos de tireoide de pacientes atendidos no HC. A tabela
mostra; a quantidade de nddulos por paciente (120 nodulos distribuidos em 90 pacientes); o tamanho dos
nodulos puncionados; a distribuicdo dos diagndsticos dos nddulos analisados; os tratamentos realizados
anteriormente a PAAF no total de pacientes (N=90) e no grupo com malignidade confirmada (N=10).

Resultados Anatomopatoldgicos

NUmero de nédulos

1 nédulo 68 pacientes 75,55%
2 nddulos 15 pacientes 16,66%
3 nddulos 06 pacientes 6,67%
4 nodulos 01 paciente 1,11%
Tamanho dos nodulos
<1,0cm 04 pacientes 3,33%
1,0-1,9cm 75 pacientes 62,5%
2,0-2,9 cm 22 pacientes 18,33%
>3,0 cm 19 pacientes 15, 83%
Natureza dos nddulos
Benignos 90 nodulos 75%
Malignos (carcinomas) 12 nodulos 10%
Indeterminados (laudos diversos) 18 nodulos 15%

Tratamentos prévios Todos os casos ~ CasosMalignos

(N=90) (N=10)
Cirurgia 04 pacientes 01 paciente
lodo radioativo 03 pacientes 01 paciente
Medicacéo 25 pacientes 04 pacientes

Total: 120 nédulos

90 pacientes

100%

Fonte: O autor (2019).
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Tabela 3. Resultados epidemioldgicos dos pacientes portadores de nodulos tireoidianos atendidos no HC. A
tabela mostra a distribuicdo dos pacientes com relacdo a género, IMC, auto declaracdo da cor da pele e faixa
etaria de acordo com os dados obtidos através do questionario aplicado durante as coletas.

Resultados Epidemiolégicos

Género
Feminino 83 pacientes 92%
Masculino 07 pacientes 8%
Faixa etaria
Até 18 anos 01 paciente 1,11%
Entre 18 e 45 anos 26 pacientes 28,88%
Acima de 45 anos 63 pacientes 70%
Cor da pele
Brancos 25 pacientes 27,78%
Negros 08 pacientes 8,89%
Pardos 54 pacientes 60%
Amarelos 02 pacientes 2,22%
N&o informou 01 paciente 1,11%
IMC
Baixo peso 02 pacientes 2,22%
Sobrepeso 28 pacientes 31,11%
Peso ideal 24 pacientes 26,66%
Obesidade 23 pacientes 25,55%
N&o informou 13 pacientes 14,44%
Total 90 pacientes 100%

Fonte: O autor (2019).

DISCUSSAO

A relacdo entre nimero de nddulos e prognostico da doenca tireoidiana ainda nao esta
bem estabelecida. Estudo de Castro et al. (2011) mostrou que nédulos menores em ndmero e
tamanho tiveram maior chance de serem malignos. Maia et al. (2011) avaliaram que nodulos
com diametro maior que 2 cm apresentaram maior risco de malignidade enquanto que Rio et
al. (2011) ndo encontraram diferenca significativa em relacdo ao tamanho e nimero dos
nodulos benignos e malignos. A pesquisa de Frates et al. (2006) revelou que ndo houve
diferenca na prevaléncia de CT entre pacientes com nddulos Unicos ou maltiplos e ainda
ressaltaram que, quanto maior o namero de nodulos, diminui a chance do nédulo maior ser
maligno. Esses achados corroboram com nossos resultados que também ndo mostraram maior

ou menor risco de malignidade com relagdo ao nimero e didmetro dos nédulos avaliados.
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As lesdes tireoideanas podem ser classificados citolégicamente de acordo com o
sistema Bethesda em: benignos, indeterminados, neoplasia folicular, suspeito de malignidade
e maligno (CIBAS; ALI, 2009). Esta pesquisa evidenciou 75% de casos benignos e 10% com
confirmagéo de malignidade, concordante com a literatura (GRANT et al., 2015). Os casos
malignos s&o representados, sobretudo, pelos carcinomas diferenciados. Dentre eles, destaca-
se 0 subtipo papilar ou papilifero, presente em 11 dos 12 casos encontrados em nossa
pesquisa. Esse tipo de carcinoma representa 80% dos casos de CT e é caracterizado por
crescimento lento e bom prognostico. No entanto, 10-15% dos casos exibem comportamento
agressivo com invasdo local, metéstase a distancia e mortalidade (MENG et al., 2014).

Espécimes inadequadas advindas de amostras com pouca ou nenhuma celularidade
representativa do nddulo ou que passaram por problemas técnicos de processamento,
inviabilizam o diagndstico. Nesta pesquisa, 110 amostras foram consideradas insatisfatorias
(Bethesda 1), e excluidas da analise. Esse numero é considerado elevado, e poderia ser
justificado devido ao servico de coleta ser realizado em hospital escola, onde medicos em
inicio de capacitacdo realizam a maioria dos exames. Os casos indeterminados, 15 amostras,
representam um dilema clinico devido a dificuldade de classifica-los como benignos ou
malignos, necessitando em geral de PAAF com intervalo de 6 meses para nova avaliagéo.
Assim como, nos casos de neoplasia folicular, encontrado em 1 resultado, pois a citologia é
limitada para verificar critérios determinantes de malignidade, como invasdo de vasos e/ou
capsula, necessitando de investigacédo histoldgica (CIBAS; ALI, 2009; CERUTTI, 2007).

Em termos de medicamentos usados previamente pelos pacientes, a relagdo negativa
com a prescricdo medicamentosa encontrada, ¢ apoiada pela constatacdo de a maioria dos
pacientes com cancer ser eutiroideanos, ou seja, apresentarem funcdes normais da tireoide,
assim como o hipotireoidismo ndo apresentar associacao de elevacdo de risco (HEGEDUS et
al., 2004). Existe vinculo estabelecido entre desordens tireoideanas benignas, como bocio e
adenoma, com CT (ADAMI; HUNTER; TRICHOPOULOS, 2008); principalmente linfoma e
carcinoma papilifero em portadores de Doenca de Hashimoto (PAIVA et al., 2017), ndo
sendo, entretanto, encontrado relevancia na pesquisa, devido o pequeno nimero de pacientes
com estas lesdes. O mesmo foi percebido com relacdo a exposicdo a radiacdo, através do

historico de iodo radioativo, confirmado por trés pacientes.
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Em relacdo aos aspectos epidemioldgicos, como esperado, a maioria dos nddulos foi
observado em mulheres. De acordo com a American Cancer society (2017), a incidéncia de
doencas da tireoide ocorre 4 a 5 vezes mais no género feminino, sendo o risco de desenvolver
disturbios de 1 em cada 8 mulheres. O CT é o oitavo cancer feminino mais comum no mundo
e 0 quinto no Nordeste do Brasil (INCA, 2018). Estudos sugerem que fatores hormonais
podem explicar essa maior incidéncia devido a exposi¢do a contraceptivos, terapia de
reposicdo hormonal e a propria acdo estrogénica sobre o organismo (LIU; SU; XIAO, 2017).
Rajoria et al. (2012) observaram que 0 estrogénio e seus receptores desempenham papel
importante no CT, uma vez que o0s tiredcitos sdo responsivos a esse horménio, podendo

modular a proliferacdo das células cancerigenas.

N&o ha consenso em relagdo ao género masculino ser considerado fator de risco para
CT. Embora haja disparidade de género no CT em relacdo a incidéncia, agressividade e
prognostico sua causa é mal compreendida. Os subtipos histologicos menos agressivos, como
papilar e folicular sdo mais comuns nas mulheres, enquanto 0s mais agressivos, COmo
medular e anaplasico, tém distribuicdo de género semelhante (RAHBARI; ZHANG,;
KEBEBEW, 2010). Um maior risco de carcinoma foi identificado nos homens da pesquisa,
no entanto, essa diferenca ndo foi significativa; achado semelhante foi encontrado por Jin et
al. (2010).

Em relacdo a faixa etaria, nossos resultados convergem parcialmente com outros
estudos que demonstraram maior taxa de ocorréncia de ndédulos nos extremos de idade, isto é,
idade inferior a 30 anos e superior a 50 anos (JIN et al., 2010). Nachiappan et al. (2014)
ressaltam que a chance de um nddulo tireoidiano ser maligno é maior quando ocorre em
individuo de idade inferior aos 15 ou superior aos 45 anos. N&o foi encontrado nenhum
paciente nesta faixa etaria durante a pesquisa. A correlacdo com individuos acima de 45 anos
foi positiva. Nas mulheres, a taxa de incidéncia aumenta acentuadamente entre 40 a 49 anos,
enquanto nos homens o pico ¢é de 60 a 69 anos. Sendo coincidentes aos 85 anos de idade. Esta
maior incidéncia de malignidades em mulheres pré-menopausicas sugere um possivel papel
do estrogénio, como ja foi discutido acima (RAHBARI; ZHANG; KEBEBEW, 2010). A
idade também influencia o subtipo histoldgico. De acordo com Adami, Hunter e Trichopoulos
(2008), o carcinoma papilar tem uma incidéncia maxima em mulheres de 45-55 anos. Mais de
50% dos pacientes em nosso estudo tém idade entre 40-59 anos e dos 11 participantes com

suspeita ou confirmagdo de CT, 6 estdo incluidos neste subgrupo de idade.
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As disparidades raciais sdo reconhecidas em diferentes tipos de cancer, por exemplo:
canceres de colon, pulméo, préstata, gastrico e cabeca e pescogo tem maior prevaléncia e
mortalidade entre as populacGes negras. No entanto, o CT tem sido historicamente mais
incidente em brancos, seguidos por asidticos (MAGRENI et al.,, 2015). Estudo de
Aschebrook-Kilfoy et al. (2013) nos EUA, encontrou menor risco de carcinoma papilifero em
negros quando comparado a brancos. Esta informacgdo apoia 0s nossos resultados que
mostraram apenas 8,89% dos pacientes negros com nddulos de tireoide. A exposicao
diferencial a fatores de risco, genéticos, ambientais e acesso a cuidados médicos podem
explicar a alta variabilidade na incidéncia de CT por area geografica e etnia (PELLEGRITI et
al., 2013).

De acordo com Kitahara et al. (2011), uma forte correlacdo entre obesidade e o risco
de mortalidade por CT foi demonstrada através da analise de cinco estudos prospectivos.
Entretanto, vale ressaltar que como a obesidade é uma sindrome multifatorial, a contribuicao
de cada caracteristica (tipo de adiposidade, distarbio metabolico, resisténcia a insulina) ndo
esta clara. Adami, Hunter e Trichopoulos (2008) observaram em seu estudo uma relacao entre
IMC elevado com o risco de CT, particularmente em mulheres. Estes resultados podem estar
associados ainda com o hipotireoidismo, que pode levar ao ganho de peso. Em nosso estudo,

pelo menos 16% dos pacientes foram diagnosticados com hipotireoidismo.

Ha uma forte relacdo de fatores genéticos com CT. Uma série de sindromes
hereditarias como: a sindrome da neoplasia enddcrina mdaltipla, sindrome de Cowden,
sindrome de Pendren, sindrome de Werner, complexo de Carney, polipose adenomatosa
familiar possuem risco aumentado de desenvolver esta malignidade. Aproximadamente 20%
dos casos de CT estdo associados a um gene autossdmico dominante, sendo a principal
correlacdo com o tipo medular (ADAMI; HUNTER; TRICHOPOULQOS, 2008). Nenhum
paciente avaliado com historia familiar apresentou este subtipo, provavelmente devido ao
pequeno tamanho da amostra, uma vez que o carcinoma medular € mais raro, 0 que poderia

explicar a auséncia desses casos em nossa pesquisa.

CONCLUSAO

Este estudo permitiu um conhecimento sobre a populacdo que é mais acometida por
nddulos benignos e malignos da tireoide no estado de Pernambuco. Os dados desta pesquisa
podem ser utilizados em pesquisas futuras, visando determinar quais pacientes necessitam de

maior atencdo na salde bésica, com consultas direcionadas para especialistas na area, e
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possam se beneficiar de rastreio populacionais, com exames ultrassonogréaficos de rotina, para

evitar o diagndstico tardio do cancer, melhorando a qualidade de vida destes pacientes.
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RESUMO

O diagnostico convencional do carcinoma de tireoide (CT) ainda apresenta limitacdes que
poderiam ser reduzidas com o auxilio de marcadores e técnicas como a imunocitoquimica
(ICQ) e a imunohistoquimica (IHQ). As metaloproteinases de matriz (MMPs) séo
endopeptidases diretamente relacionadas ao processo carcinogénico, tendo sua expressao
exacerbada em células tumorais e interferindo em diferentes etapas da progressdo neoplasica.
Nosso objetivo foi avaliar a expressdo das MMPs (9 e 26) e seu inibidor TIMP-2 em nddulos
tireoidianos para compreender seus mecanismos de atuacdo e viabilidade no suporte ao
diagnostico, prognostico e tratamento do CT. Foram obtidas 230 amostras citoldgicas e 100
amostras histologicas de pacientes com lesdes na tireoide para avaliacdo 1CQ e IHQ,
respectivamente. Na analise citoldgica dos 230 nddulos obtidos, 110 foram insatisfatorios, 90
benignos, 18 indeterminados e 12 apresentaram malignidade. A ICQ foi realizada para
expressdo de MMP-9 e TIMP-2, sendo observado que 52% dos casos controle reagiram para
MMP-9, ja no grupo carcinoma houve positividade de 81,81% para TIMP-2 e 100% para
MMP-9. A andlise dos laudos histopatoldégicos mostrou caracteristicas de agressividade
tumoral no grupo carcinoma, tais como encapsulamento, infiltracdo e metastase linfonodal. A
IHQ foi realizada para avaliar a expressdo de MMP-26 nessas amostras. Houve reatividade
acentuada e difusa nos grupos bocio e carcinoma, sem diferencgas especificas entre as lesdes.
Nossos resultados demonstraram que a ICQ de MMP-9 e TIMP-2 foi util para diferenciar
benignidade de malignidade em tireoide, no entanto, a IHQ de MMP-26 apresentou falta de

especificidade nesta distingdo, embora seja um potencial marcador em outras neoplasias.

PALAVRAS CHAVE: Metaloproteinase de Matriz. Inibidor tecidual de metaloproteinase.

Imunocitoquimica. Imunohistoquimica. Cancer de Tireoide.
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ABSTRACT

The conventional diagnosis of thyroid carcinoma (TC) still presents limitations that
could be reduced with the aid of markers and techniques such as immunocytochemistry (ICC)
and immunohistochemistry (IHC). Matrix metalloproteinases (MMPs) are endopeptidases
directly related to the carcinogenic process, their expression being exacerbated in tumor cells
and interfering in different stages of neoplastic progression. Our objective was to evaluate
expression of MMPs (9 and 26) and its TIMP-2 inhibitor in thyroid nodules in order to
understand their mechanisms of action and viability in supporting diagnosis, prognosis and
treatment. We obtained 230 cytological samples and 100 histological samples from patients
with thyroid lesions for ICC and IHC evaluation, respectively. In the cytological analysis of
the 230 nodules obtained, 110 were unsatisfactory, 90 benign, 18 undetermined and 12
presented malignancy. The ICC was performed for expression of MMP-9 and TIMP-2, and
52% of the control cases reacted to MMP-9, whereas in the carcinoma group there was
positivity of 81.81% for TIMP-2 and 100% for MMP- 9. The analysis of histopathological
reports showed characteristics of tumor aggressiveness in the carcinoma group, such as
encapsulation, infiltration and lymph node metastasis. IHC was performed to evaluate the
expression of MMP-26 in these samples. There was a pronounced and diffuse reactivity in the
goiter and carcinoma groups, with no specific differences between the lesions. Our results
demonstrated that the ICC of MMP-9 and TIMP-2 was useful to differentiate benignity of
thyroid malignancy, however, the MMP-26 IHC showed lack of specificity in this distinction,

although it is a potential marker in other neoplasms.

KEYWORDS: Matrix Metalloproteinase. Tissue inhibitor of metalloproteinase.

Immunocytochemistry. Immunohistochemistry. Thyroid Cancer.
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INTRODUCAO

Os tumores tireoidianos acometem cerca de 50% da populagdo adulta, entretanto, 5% sdo
malignos e a maioria dos casos sdo carcinomas bem diferenciados (BARBUS et al., 2017,
LIU; SU; XIAO, 2017). Sua incidéncia é maior no sexo feminino, sendo o quinto cancer mais
frequente nas mulheres brasileiras (INCA, 2018). O diagnéstico convencional do carcinoma
de tireoide (CT) por ultrassonografia e PAAF apresenta algumas limitagdes, o que leva a
cirurgia alto nimero de pacientes com nddulos que se mostram benignos a exames
posteriores. O wuso de técnicas ndo cirdrgicas como imunocitoquimica (ICQ) e
imunohistoquimica (IHQ), podem definir ou auxiliar no diagndstico e progndstico de tumores
mal diferenciados ou com caracteristicas conflitantes, além de reduzir custos e procedimentos
mais invasivos aos pacientes (NACHIAPPAN et al., 2014; LIU; LIN, 2015).

As metaloproteinases de matriz (MMPs) sdo enzimas que acumulam diversas fungdes
fisiologicas e patoldgicas atraves da degradacdo e remodelamento da matriz extracelular
(MEC). S&o conhecidos cerca de 30 membros da familia MMP, classificados de acordo com
sua estrutura e especificidade de substrato. A expressdo exacerbada € induzida em células
tumorais e estroma circundante, interferindo em diferentes etapas da progressdo tumoral,
como angiogénese, invasdo e regulacdo da resposta imune. Além disso, também atuam na
ativacdo de fatores de crescimento, apoptoticos e angiogénicos, moléculas de adesdo,
citocinas, quimiocinas e receptores (HADLER OLSEN et al., 2013; GALLIERA et al., 2015).

Ja foi demonstrado que MMP-9 apresenta expressao basal baixa, elevando-se no cancer
em resposta a fatores de crescimento e citocinas. A MMP-9 atua degradando o colageno 1V,
principal componente da membrana basal, ao se ligar a receptores de superficie CD44 que se
encontram aumentados nas células cancerigenas (CHIU et al., 2015; JABLONSKA et al.,
2016, CID et al., 2018). Estudos recentes vém revelando diferentes vias de ativacdo desta
enzima no cancer de tireoide papilar (CTP) (LUO et al., 2017; HUANG et al., 2017; GUAN
et al., 2018; JIA et al., 2018), onde a expressdo aumentada de MMP-9 esta relacionada a
crescimento e progressdo tumoral, maior invasividade e metastases. Outras pesquisas também
associaram essa elevacao a mau progndstico tanto em CT (MENG et al., 2014; MARECKO et
al., 2014) quanto em cancer de mama (STANKOVIC et al., 2010; CID et al., 2018), préstata
(SCHEVEIGERT et al. 2013; POUYANFA et al., 2016) e colorretal (BENDARDAF et al.,
2010; SVAGZDYS et al., 2011).
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A MMP-26 é constitutiva no Utero, sendo altamente expressa em tumores de origem
epitelial, havendo evidéncias de seu potencial biomarcador para cancer de mama e prostata
(LEE et al., 2011; CHENG et al., 2017), entretanto, ndo ha estudos sobre sua expressao em
tumores tireoidianos. Os principais substratos de MMP-26 incluem fibrinogénio, fibronectina
e colageno tipo 1V e sua localizagdo ¢ intracelular, diferente da maioria das MMPs que sdo
extracelulares. Apesar disso, pequenas quantidades sdo secretadas onde pode atuar na ativacao
da pr6-MMP-9 (LI et al., 2014). J& foi relatado que esse mecanismo favorece a invasdo e
metastase em cancer colorretal (HU et al., 2014), esofdgico (AHOKAS et al., 2006),
prostatico (ZHAO et al., 2003) e mamario (ZHAO et al., 2004). Por outro lado, evidéncias
recentes sugeriram um efeito benéfico e protetor de MMP-26 em céncer de prostata
(KHAMIS et al., 2013; 2016), o que denota maior necessidade de investigar sua
potencialidade.

A atividade das MMPs pode ser regulada pelos inibidores TIMPs que bloqueiam as
formas ativas da enzima ou interferem na ativacdo dos zimogénios, sendo sua expressdo
regulada por citocinas e fatores de crescimento (YADAYV et al., 2014; JABLONSKA et al.,
2016). Os TIMPs apresentam efeitos no crescimento celular, sendo capazes de induzir
apoptose e inibir angiogénese, por isso, originalmente constatou-se que sua elevacao reduz a
progressao de tumores, invasdo e metastase (GALLIERA et al., 2015). Niveis aumentados de
TIMP-2 promoveu melhor progndstico em cancer de pulmdo (ZHU et al., 2015), ovario
(HALON et al., 2012) e endométrio (HONKAVUORI et al., 2007). Entretanto, outros estudos
associaram seu aumento a maior agressividade tumoral e pobre prognostico em cancer de
tireoide (WAJNER et al., 2014), estbmago (WANG et al., 2017), reto (GROBLEWSKA et
al., 2014) e mama (CID et al., 2018). Esses resultados provavelmente advém de outros efeitos
biologicos dessas enzimas que também atuam de modo MMP-independente (LAWICKI et al.,
2015).

Este estudo tem como objetivo avaliar a expressdo das MMPs (9 e 26) e TIMP-2 em
tumores tireoidianos devido a sua relacdo direta nos processos carcinogénicos e compreender
0S mecanismos de expressdo, ativacdo e inibicdo dessas enzimas as quais podem auxiliar no

desenvolvimento de novas estratégias para o diagnéstico, progndstico e tratamento do CT.
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METODOLOGIA

Foram selecionadas 230 amostras citoldgicas e 100 amostras histolégicas obtidas de
pacientes com lesbes na tireoide atendidos no Hospital das Clinicas da Universidade Federal
de Pernambuco (HC/UFPE) no periodo de 2015 a 2017. Este trabalho foi aprovado pelo
comité de ética da mesma universidade (CAAE 47863515.0.0000.5208) (Anexo C). O
material obtido por PAAF teve parte utilizada para avaliagdo citolégica no hospital e outra
parte armazenada em solucdo preservante (LiquiPREP cytology processing kit — Sirius) e
enviada ao laboratorio para analise 1CQ. Os blocos histolégicos e seus respectivos laudos
foram resgatados no setor de patologia do hospital e encaminhados ao laboratério para IHQ.

Andlise Citoldgica: As PAAF foram analisadas pelos médicos patologistas do HC e os
diagndsticos foram emitidos com base no sistema Bethesda (Cibas, Ali, 2009), que padroniza
os laudos citoldgicos, classificando os nodulos em categorias, onde Bethesda | s&o amostras
ndo diagnosticas; Bethesda Il sdo benignos, Bethesda Ill correspondem a atipia ou leséo
folicular indeterminada, Bethesda IV compreendem neoplasias foliculares, Bethesda V sdo

lesGes suspeitas de malignidade e Bethesda VI sdo nddulos malignos confirmados.

Analise Imunocitoquimica: As laminas foram preparadas de acordo com o fabricante do kit
de citologia em meio liquido (LiquiPREP cytology processing kit — Sirius). As amostras que
estavam em solucdo preservante (LiquiPREP preservative solution) foram centrifugadas e
tiveram o sobrenadante descartado. Ao pellet foi adicionada a solucdo que promove adesao a
lamina (LiquiPREP Cellular Base Solution), e a amostra foi homogeneizada. Aliquotas de
cerca de 20 ul foram colocadas em laminas de vidro silanizadas e processadas para ICQ. O
protocolo usado foi o descrito pelo fabricante do kit de deteccdo reveal (SPD 125, Spring
bioscience): as laminas foram imersas em solucdo decrescente de alcool etilico (100%, 100%
e 70%) e agua destilada durante 5 minutos cada, seguindo para a recuperagdo antigénica com
tampao citrato (10 mM, pH 6,0). Apds o resfriamento até 25°, foi realizado o bloqueio da
peroxidase enddgena e das proteinas inespecificas com as solucdes do kit (Hydrogen Peroxide
Block e Protein Block) e os tecidos foram incubados com os anticorpos primarios anti-MMP-
9 (SC 21733, 1:200) e anti-TIMP-2 (SC 21735, 1:400) em camara Umida, overnight, a 4°C.

Em seguida, o material foi lavado com tampéo fosfato salino (PBS, 100 mM, pH 7,2) e
incubado com o anticorpo secundario e terciario contido no kit (reveal complemente e reveal
HRP). Apods lavagens com PBS, os tecidos seguiram para etapa de revelagdo com

diaminobenzidina (DAB) e contracoloragdo com hematoxilina, imersdo em agua corrente e
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destilada, seguida de solucdo alcodlica crescente (70%, 100% e 100%) por 5 minutos cada.
Ao final, foram imersas em xilol, retiradas, secadas em temperatura ambiente e montadas com
laminulas interfaceadas com resina sintética para analise microscépica. O controle negativo

foi realizado utilizando o mesmo protocolo de reatividade, na auséncia do anticorpo primario.

Anélise Imunohistoquimica: Os blocos contendo parte representativa do tumor
foram submetidos a microtomia e cortes de 5u seguiram para reagdo. As laminas foram
desparafinizadas em xilol, banhadas em solugdo decrescente de alcool etilico (100%, 100% e
70%) e agua deionizada por 5 minutos cada. Apds a recuperacdo antigénica com tampao
citrato (10 mM, pH 6,0) e o bloqueio da peroxidase enddgena e proteinas inespecificas com as
solugdes contidas no kit Envision Flex (Dako Denmark A/S), as amostras foram incubadas
com o anticorpo primario anti-MMP-26 (FNab 05242, Fine Test, nas dilui¢es 1:100, 1:200,
1:300 e 1:500) em camara umida, overnight, a 4°C. Em seguida, o material foi imerso em PBS
(100 mM, pH 7,2) e incubado com o polimero HRP (Horseradish peroxidase). Apos
lavagens, os tecidos foram incubados com o revelador DAB e contracorados com
hematoxilina, imersos em agua corrente e solugdo alcodlica crescente (70%, 100% e 100%)
por 5 minutos cada, imersos em xilol e as laminas foram montadas com laminulas
interfaceadas com resina sintética. O controle negativo foi realizado utilizando o mesmo
protocolo na auséncia do anticorpo primario. Para controle positivo foram utilizadas amostras

conhecidas de adenocarcinoma endometrial.

Obtencdo e Analise de Imagens: As células marcadas foram observadas em
microscopio Zeiss AxioCam e sistema de captura de imagens Zen Blue edition 2011. Utilizou-
se 0 parametro de quantificacdo manual, considerando as células epiteliais do parénquima. A
reacdo foi descrita como negativa para menos de quatro células epiteliais por campo e
positivas quando na analise semiquantitativa de intensidade da reacdo no nucleo e/ou
citoplasma nas células epiteliais. A reatividade foi considerada positiva leve (04 a 09 nucleos
e/ou citoplasmas reativos), positiva moderada (10 a 15 e intensidade superior a leve) e

positiva acentuada (acima de 15 e intensidade superior a moderada).

Analise Estatistica: para ICQ foi realizado teste qui-quadrado e razdo de
possibilidade através do software MEDCALC® (Panmun Education, Seoul, Republic of
Korea), bem como analise de regressdo logistica para a expressao de MMP-9 e TIMP-2.

Considerou-se o intervalo de confianca (IC) de 95% e p-valor < 0.05.
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RESULTADOS

Avaliagéo Citologica

Dos 230 nddulos obtidos durante a coleta das amostras e classificados de acordo com
o0 sistema Bethesda, 110 foram insatisfatorias e excluidas (Categoria 1). 90 foram benignas
(Categoria Il), sendo incluidos neste grupo casos de bocio nodular (81 casos) e tireoidite
linfocitica crénica (9 casos). 15 nodulos tiveram natureza indeterminada (Categoria Ill), 1
caso de neoplasia folicular (Categoria 1V) foi confirmado e 2 casos tiveram suspeita de
malignidade ndo confirmada (Categoria V). A malignidade foi diagnosticada em 12 lesdes
(Categoria V1), sendo 1 caso de carcinoma anaplasico e os 11 restantes carcinoma papilifero,
com ou sem variante folicular e diferenciacdo oncocitica. Nenhum caso de carcinoma medular

foi identificado.
Avaliacdo Imunocitoquimica

Nesta analise foram consideradas apenas células foliculares para configurar uma
expressdo positiva, seja com padrao difuso ou granular. Entretanto, foi observada reatividade
em células estromais (mio/fibroblastos e endoteliais) e inflamatérias, ndo incluidas nos
objetivos. Foram selecionadas 47 das 120 amostras viaveis, que foram divididas em 2 grupos.
Grupo controle contando com 21 amostras de resultado benigno (Categoria Il - bocio nodular)
e grupo caso contendo 26 amostras, sendo 06 com diagnostico de tireoidite linfocitica cronica
(Categoria Il), 9 de atipias ou lesdes foliculares indeterminadas (Categoria I11) e 11
carcinomas (Categoria VI), este Gltimo grupo foi composto apenas de casos de carcinoma
papilifero. De uma maneira geral, com relagdo a expressdo imunocitoquimica de MMP-9 e

TIMP-2, foram obtidos os seguintes resultados (Grafico 1):

Gréfico 1. Resultado da expressdo de MMP-9 e TIMP-2 na imunocitoquimica de acordo com a classificacdo Bethesda

12 11 11
10 J
8
6
4 2 2
2 0 0 0
2 .
Grupo controle Grupo caso - Grupo caso - Grupo caso -
Bethesdall (Bdcio Bethesdall Bethesdalll Bethesda VI (n=11)
N=21) (Tireoidite N=06) (N=09)

B MMP-9 ETIMP-2

Fonte: O autor (2019).
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No grupo controle (categoria 1) nenhuma das 21 amostras apresentou expressao para
TIMP-2 e 11 reagiram para MMP-9 (52%). A intensidade da reagéo pode ser vista na tabela 2.
No grupo caso (categorias Il, 111 e VVI) as amostras de tireoidite crénica (categoria 11) ndo
apresentaram reatividade. 02 amostras de atipia (categoria I11) expressaram TIMP-2 (22,22%)
e MMP-9 (22,22%). Nos carcinomas (categoria VI), 9 reagiram positivamente para TIMP-2
(81,81%) e 11 para MMP-9 (100%) (Figural).

Fig 1 Imunocitoquimica: expressao positiva de MMP-9 (a) e negativa de TIMP-2 (b) em bdcio nodular; auséncia

de expressdo de MMP-9 (c) e TIMP-2 (d) em tireoidite e em atipias MMP-9 (e) e TIMP-2 (f); expressdo de
MMP-9 (g) e TIMP-2 (h) em carcinomas papiliferos de tireoide.

Fonte: O autor (2019).
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Tabela 1: Nota: Avaliagdo imunocitoquimica. PAAF de ndédulo tireoidiano. Intensidade da expressdo dos
anticorpos no grupo controle (Bethesda Il), grupo caso com tireoidite cronica linfocitica (Bethesda 1), grupo
caso com atipia de significado indeterminado (Bethesda I11) e grupo caso com malignidade (Bethesda V1).

Intensidade da Expresséo Negativa  Leve Moderada  Acentuada
Imunocitoquimica

Categoria Il (N=21)

MMP-9 10 03 08 0

TIMP-2 21 0 0 0

Categoria Il (N=06)

MMP-9 06 0 0 0

TIMP-2 06 0 0 0

Categoria 11 (N=09)

MMP-9 07 0 02 0

TIMP-2 07 01 01 0

Categoria VI (N=11)

MMP-9 00 0 10 01

TIMP-2 02 04 05 0

Fonte: O autor (2019).

Os anticorpos para MMP-9 tiveram reatividade predominante nos carcinomas, porém
ndo foi atingido valores significativos na analise em regressdo logistica. Quando utilizado o
teste de razdo de possibilidade, confrontado benignos e malignos, observou-se maior
expressdo nos nodulos cancerigenos (OR=33.0000, 1C=17623-617.9305, p=0.0193); bem
como quando contraposto casos de tireoidite e atipias com carcinomas (OR=40.0370,
1C=2.1821-734.5967, p=0.0129). As maiores diferencas em regressdo logistica ocorreram na
analise de TIMP-2, com valores significativos quando se comparou a expressao entre lesdes
malignas e as demais (p=0.000126), assim como quando se considerou isoladamente a
intensidade da reacdo: + (p=0.002460) e ++ (p=0.000541), ndo se tendo relevancia estatistica
na reacao intensa (+++). Evidencia-se ainda a mesma relacdo contrastando carcinomas com
atipias (p=0.00919), e se relevado a forca de expressdo, com valores significativos para o
padrdo ++ (p=0.0202). Em analise de razdo de possibilidade, defrontando benignidade com
malignidade e confrontando tireoidite e atipias com carcinomas, verificou-se resultados
significantes em ambas as analises (OR=348.3333, 1C=13.0475-9299.5450, p=0.0005 e
OR=153.0000, 1C=12.4288-1883.4542, p=0.0001 respectivamente).
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Avaliagéo Histologica

Os espécimes (n=100) foram divididos em trés grupos: tireoide saudavel (10 casos),
bécio nodular (25 casos) e carcinoma papilar de tireoide (65 casos). A analise dos laudos
histopatoldgicos mostrou que a incidéncia de lesdes tireoidianas foi maior no género feminino
(88% do total de casos), como mostra a tabela 2. No grupo carcinoma observamos
caracteristicas de agressividade tumoral como: presenca de capsula em 09 casos (14%),
infiltracdo linfatica e/ou vascular em 12 casos (18%), metastase linfonodal em 10 casos
(6,5%) e grau de estadiamento TNM, onde a maior parte dos tumores foram classificados
como T3NxMx (13 casos). O grau de estadiamento so foi obtido em 41 dos 65 laudos, uma
vez que esta informacéo esteve ausente em 24 deles (tabela 3).

Tabela 2: Distribuicdo do género por grupo.

Género Feminino Masculino
Tireoide saudavel (n=10) 07 03
Bdcio nodular (n=25) 20 05
Carcinoma Papilar (n=65) 61 04
Total (n=100) 88 12

Fonte: O autor (2019).

Tabela 3: Caracteristicas dos tumores no grupo carcinoma.

Caracteristica Presenca  Auséncia

Cépsula 09 56

Infiltracdo linfatica ou vascular 12 53

Metastase linfonodal 10 55

TNM

TINXMX 04
T1laNxMx 11
T1bNxMXx 03
T2NxMx 07
T3NxMx 13
T3N1Mx 03
Ausente 24
Total 65

Fonte: O autor (2019).
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Avaliagdo Imunohistoquimica

A IHQ demonstrou que ndo houve reacdo de MMP-26 em nenhuma amostra do grupo
de tecidos saudaveis de tireoide enquanto que nos grupos bocio e carcinoma houve expressdo
acentuada e de padrdo difuso em todos os casos. Curiosamente, ndo houve diferenca na
intensidade e padrdo de reatividade entre esses grupos quando utilizada diluicdo de anticorpo
1:100 (Figura 2). Contudo, quando analisadas as diluicdes 1:200, 1:300 e 1:500, as mesmas
amostras revelaram resultados negativos. Apesar disso, as amostras de carcinoma endometrial
usadas como controle mostraram reacdo positiva em todas as concentragfes testadas. O
mesmo foi observado em amostras de carcinoma prostatico, onde se observou variacdes de
reatividade entre lesdes benignas e malignas de prostata (dados ainda ndo publicados).

Fig 2: Fotomicrografias da tireoide. Analise histologica (HE) e imunohistoquimica (MMP-26) nos grupos
estudados. Tireoide saudavel demonstrando arquitetura tecidual padrdo da glandula (a) e auséncia de

positividade na IHQ (b). Tecido com bécio nodular (c) e intensa expressdo de MMP-26 (d). Tecido com
carcinoma papilifero de tireoide (e) e marcada imunopositividade de MMP-26 na IHQ (f).

Fonte: O autor (2019).
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DISCUSSAO

Entre as amostras citoldgicas obtidas por PAAF, foram prevalentes os casos de bocio
entre as lesdes benignas e os carcinomas papiliferos entre as malignas. Este subtipo possui
bom progndstico e é o mais frequente dentre os carcinomas diferenciados, o que foi
confirmado em nossa pesquisa, com percentual superior ao da literatura (50-80%) (MENG et
al., 2014; INCA, 2018). J& os de pouca ou henhuma diferenciacdo sdo mais raros e agressivos.
Preston-Martin et al. (2013) avaliaram 2.725 casos em diferentes éareas geograficas e
identificou 2% de medular e 1% de anapléasico. Concordante com as estatisticas, encontramos
01 caso de CT anaplasico e nenhum de medular. Também encontramos consideravel numero
de amostras insatisfatorias, corroborando a reviséo de Lee et al. (2018) que revelou altas taxas
de inadequacéo em outros estudos, sendo esta uma grande desvantagem da PAAF.

A ICQ ¢é uma técnica vantajosa, pois permite a avaliacdo pré-cirdrgica dos nodulos,
reaproveitamento das laminas utilizadas na analise citoldgica, elevando a eficacia da PAAF
(RATOUR et al, 2013; ABEDI-ARKENANI, 2014). Além disso, pode auxiliar no
acompanhamento de nodulos Bethesda | e Il que necessitam repuncdo periodica e no
diagnostico diferencial entre adenoma e carcinoma folicular (CIBAS; ALI, 2009;
ROTTUNTIKARN et al., 2017). Nossos resultados mostraram que a ICQ para MMP-9 e
TIMP-2 possibilitou a distin¢do entre nddulos benignos e malignos da tireoide. Meng et al.
(2012) e Marecko et al. (2014) encontraram resultados similares através de IHQ e associaram
a elevacdo dessas enzimas a um maior comprometimento clinico, invasao extratireoidiana e
metéstases. Aratake et al. (2010) e Koo et al. (2011) compararam as duas metodologias e

obtiveram o mesmo perfil de coloracdo em CTP por ambas as técnicas.

Em nossa pesquisa MMP-9 mostrou-se superexpressa em 100% dos casos de carcinoma
papilar da tireoide (CPT). De acordo com Yu et al. (2016), o gene MMP-9 é diferencialmente
expresso em CT, sendo uma proteina chave desta patologia. Sua superexpressdo também foi
observada por Stankovic et al. (2010) em cancer de mama, onde altos niveis séricos foram
associados a estdgios TNM avancados e metastases; e por Pouyanfa et al. (2016) em cancer de
prostata, onde a alta expressdo génica remeteu a maiores pontuacdes no score de Gleason.
Intensa positividade IHQ de MMP-9 demonstrou relagdo com mau prognostico em cancer de
pulmdo (PENG et al., 2012), enquanto que a regulacdo negativa foi compativel com melhor

taxa de sobrevida em pacientes com cancer colorretal (BENDARDAF et al., 2010).
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Ao degradar a MEC, MMP-9 ativa e eleva a biodisponibilidade do fator de crescimento
endotelial vascular (VEGF), que estimula a formacdo de novos vasos e migracdo de células
endoteliais; do fator de crescimento transformador beta (TGF-fB), que promove crescimento
tumoral e facilita metéstases através de danos a MEC; e do fator de crescimento bésico de
fibroblastos (FGF), que regula proliferacdo celular e cuja ativagdo dos receptores resulta em
cascatas intracelulares, como a do fator de transcri¢édo kappa B (NF-xB) (JABLONSKA et al.,
2016; GUAN et al., 2018). Chiu et al. (2015) demonstraram que a inibicdo de NF-kB resultou
na reducdo de MMP-9 e, consequentemente, da motilidade e invaséo de células de cancer de
préstata. Por outro lado, Li et al. (2011) mostrou que sua ativacao elevou os niveis de MMP-9

em células de carcinoma hepatocelular.

A elevacdo de MMP-26 tem sido implicada na patogénese e agressividade de varias
neoplasias de origem epitelial, porém, ainda ndo havia relatos sobre sua expressdo em
tireoide. NOs nédo identificamos diferencas especificas de expresséo entre lesdes benignas e
cancer de tireoide por IHQ, no entanto, outros estudos mostraram imunoreatividade
diferenciada de MMP-26 em cancer de prostata (CHENG et al., 2017), pulméo (LI et al.,
2009), reto (HU et al., 2014), pancreas (BISTER et al., 2007), ovario (RIPLEY et al., 2006),
endométrio (NISHI et al., 2013) e es6fago (YAMAMOTO et al., 2004). O promotor do gene
MMP-26 possui elementos responsivos ao estrogénio que estimulam sua transcricdo em
neoplasias reguladas por horménios como mama e ovario (GUO et al., 2018). A tireoide
também sofre influéncia estrogénica, fato associado aos altos indices de CT em mulheres
(LIU; SU; XIAO, 2017). Rajoria et al. (2012) mostrou que o0s tiredcitos sdo responsivos ao
estrogénio e sua acdo pode modular a proliferacdo celular e metastases em CT. Esses
resultados sugerem que andlises de expressdo génica poderiam revelar relacdo entre MMP-26

e cancer de tireoide.

Outro fator que favorece a agressividade tumoral mediada por MMP-26 é sua
capacidade de ativar a pr6-MMP-9. Ja foi demonstrado que essas MMPs séo co-localizadas
em tumores de mama e préstata (ZHAO et al., 2004; ZHAO et al., 2003). Além disso, o
silenciamento génico de MMP-26 resultou em reducdo da invasao e dos niveis de MMP-9 em
células de carcinoma pulmonar (ZHANG et al., 2011). Além disso, a acdo de MMP-26 na
angiogénese foi avaliada por Deng et al. (2010) em glioma e por Yang et al. (2012) em mama,
onde células transfectadas com MMP-26 ativo tiveram aumento na quantidade e densidade de
novos vasos, provavelmente pela ativagdo de MMP-9. Maiores investigacdes podem associar
a ativacdo de MMP-9 em CT via MMP-26.



51

Os TIMPs inibem a atividade das MMPs, por isso, inicialmente, pensava-se que atuavam
apenas impedindo a progressdo do cancer. Wajner et al. (2014) observaram que TIMP-2
elevado em CT medular conduziu a melhor progndstico e menor avango tumoral, enquanto
sua reducdo foi nitida nos casos mais invasivos e metastaticos. Entretanto, nossos resultados
mostraram TIMP-2 elevado em 81% dos nédulos malignos. Marecko et al. (2012) encontrou
resultados semelhantes e a elevacdo foi associada ao tamanho do tumor e invaséo
extratireoidiana. Forte reatividade de TIMP-2 também foi associada a recorréncia e
progndstico adverso em cancer de mama (CID et al., 2018) e colorretal (GROBLEWSKA et
al., 2014). Lawicki et al. (2015) relataram que a analise dos niveis plasmaticos de TIMP-2
demonstrou alta especificidade (95%), sensibilidade (61%) e valor preditivo positivo (96%),
semelhantes ao antigeno de cancer 15-3 (CA15-3) para cancer de mama.

Também foi reportado por Wang et al. (2017) que TIMP-2 é um dos principais genes
envolvidos nos mecanismos e prognostico desfavoravel do cancer gastrico, sendo um
marcador chave na progressao desta neoplasia. O aumento paradoxal de TIMP-2 em nosso
estudo pode ser justificado pela sua multifuncionalidade, sua participacdo em atividades nédo
proteoliticas e na ativacdo de MMP-2. Além de possuir acdo anti-apoptotica que tornam as
células cancerigenas mais resistentes e induzir ativacdo da via MAPK/ERK resultando em

proliferacdo celular e ativacdo de MMPs favorecendo a expansé@o tumoral (CID et al., 2018).

CONCLUSOES

Nossos resultados mostraram que a ICQ de MMP-9 e TIMP-2 foi util para diferenciar
casos benignos e malignos da tireoide, podendo aumentar a avaliacao preditiva, a precisdo dos
laudos citologicos e reduzir cirurgias para confirmacdo histologica. Embora o potencial de
MMP-26 como biomarcador ja venha sendo estudado em diferentes tumores, ndés
demonstramos sua falta de especificidade na distincdo entre cancer e lesbes benignas de
tireoide. Até onde sabemos, nosso estudo é o primeiro a examinar a expressdo de MMP-26
em tireoide, o que limitou a comparacéo dos resultados com os de outros autores neste tecido.
Além disso, detectamos a expressdo por IHQ. Analises de expressdo génica podem apoiar a
relevancia da MMP-26 em CT.
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4.3 O PAPEL DA METALOPROTEINASE 26 NO CANCER: UMA REVISAO
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RESUMO

A metaloproteinase-26 (MMP-26), também conhecida como endometase ou
matrilisina-2, € 0 menor membro da familia MMP. Sua expressao ocorre principalmente em
células cancerigenas de origem epitelial e apresenta padrdo restrito em tecidos humanos
saudaveis, sendo constitutiva no Utero e placenta. Sua associagdo com tumores malignos é
bem documentada tanto in vitro quanto in vivo. Em geral, os niveis estdo anormalmente
elevados em lesBes mais agressivas e metastaticas. Possui acdo proteolitica sobre a matriz
extracelular com ampla especificidade de substratos, favorecendo a disseminagédo das células
malignas e modulando o crescimento tumoral e angiogénese. Embora seja intracelular, atua de
modo extracelular na ativacdo da pro-MMP-9, o que favorece a invasdo celular e a
neovascularizagdo. J& foi demonstrado que MMP-26 e MMP-9 sdo co-localizadas em alguns
tumores e que essa expressdo concomitante promove pior progndstico para os pacientes. Sua
acdo pode ser blogueada pelo inibidor TIMP-4 com o qual apresenta-se cO-expresso em
alguns tipos de cancer. A sua atividade proteolitica leva a perda da integridade da membrana
basal facilitando a conversdo de carcinomas in situ para infiltrantes, se correlacionando com
estagios tumorais mais avangados. Contudo, evidéncias recentes vém demonstrando papéis
benéficos e protetores de MMP-26 em alguns tipos de neoplasia, 0 que denota maior

necessidade de explorar sua potencialidade.

PALAVRAS CHAVE: Metaloproteinase de Matriz 26. Endometase. Matrilisina 2. Cancer.
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ABSTRACT

Metaloproteinase-26 (MMP-26), also known as endometase or matrilisin-2, is the
smallest member of the MMP family. Its expression occurs mainly in cancer cells of epithelial
origin and presents restricted pattern in healthy human tissues, being constitutive in the uterus
and placenta. Its association with malignant tumors is well documented both in vitro and in
vivo. In general, levels are abnormally high in more aggressive and metastatic lesions. It has
proteolytic action on the extracellular matrix with broad substrate specificity, favoring the
dissemination of malignant cells and modulating tumor growth and angiogenesis. Although it
is intracellular, it acts extracellularly in the activation of pro-MMP-9, which favors cell
invasion and neovascularization. It has been shown that MMP-26 and MMP-9 are co-
localized in some tumors and that this concomitant expression promotes poor prognosis for
patients. Its action can be blocked by the TIMP-4 inhibitor with which it is co-expressed in
some types of cancer. Its proteolytic activity leads to loss of integrity of the basement
membrane facilitating the conversion of carcinomas in situ to infiltrating ones, correlating
with more advanced tumor stages. However, recent evidence has shown beneficial and
protective roles for MMP-26 in some types of neoplasia, which indicates a greater need to

explore its potential.

KEY WORDS: Matrix Metalloproteinase. Endometase. Matrilysin 2. Cancer.
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INTRODUCAO

As metaloproteinases de matriz (MMPs) sdo enzimas envolvidas na degradacdo e
remodelamento da matriz extracelular (MEC), podendo atuar também na ativacdo de fatores
de crescimento, apoptéticos e angiogénicos, moléculas de adesdo, citocinas, quimiocinas e
receptores, modulando assim, diferentes funcbes fisioldgicas. No entanto, sua expressdo
exacerbada se relaciona com fenotipos mais agressivos em diversos tipos de cancer, onde
podem mediar a invasdo tumoral e metastase através da protedlise da MEC e de outras
proteinas (GUTSCHALK et al., 2012; KHAMIS et al., 2013).

Sdo conhecidos aproximadamente 30 membros da familia MMP, classificados de
acordo com sua estrutura e especificidade de substrato. A MMP-26, conhecida também como
endometase, foi descoberta e caracterizada a partir de tumor endometrial (PARK et al., 2000)
e placenta (URIA; LOPEZ OTIN, 2000). Sua expressdo ocorre exclusivamente em tecidos
humanos, em contraste com as demais MMPs que estdo presentes também no genoma murino
(MARCHENKO et al., 2001). Apresenta expressao restrita em tecidos saudaveis devido a
baixa eficiéncia de transcri¢do basal do seu promotor (MARCHENKO et al., 2002). Contudo,
é altamente expressa em celulas tumorais de origem epitelial. A maior parte das MMPs sdo
expressas no estroma, enquanto MMP-26 tem expressdo no epitélio, além de células tumorais

e inflamatdrias, como macrofagos e polimorfonucleares (ZHAO et al., 2015).

O gene da MMP-26 esté localizado no cromossomo 11 e codifica um polipéptideo de
261 aminoacidos, sendo a menor MMP conhecida. Compartilha caracteristicas estruturais
béasicas da familia MMP, como a presenca de um peptideo sinal relacionado a sua secrecao,
um dominio propeptideo envolvido na laténcia e um dominio catalitico, responsavel por sua
atividade. No entanto, ndo possui o dominio hemopexina que regula a especificidade
enzimatica (WANG et al., 2014; CHENG et al., 2017). Essa estrutura minima se assemelha a
da matrilisina-1 (MMP-7), motivo pelo qual MMP-26 é chamada também de matrilisina-2.
Além disso, outras semelhancas sdo observadas entre as duas enzimas, como a sequéncia
proteica e 0 mapeamento exon/intron. No entanto, a especificidade do substrato, regulacdo da
transcricdo génica, localizacdo celular e papel no céancer, provavelmente sdo distintos.
(MARCHENKO et al., 2001; L1 et al., 2004).
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MMP-26 apresenta ampla especificidade de substratos, sendo capaz de hidrolisar
colageno tipo 1V, fibronectina, vitronectina, fibrinogénio, caseina, alfa 1-antitripsina e alfa 2-
macroglobulina (HU et al., 2014; LI et al., 2014; YADAV et al., 2014). Enquanto a maioria
das MMPs sdo ancoradas na membrana ou secretadas no meio extracelular, MMP-26 é
acumulada intracelularmente. Uma possivel explicacdo é a substituicdo da sequéncia
PRCGXXDCys, responsavel pela laténcia das MMPs através da inibigcdo catalitica do ion
zinco, pela sequéncia PH81CGVPD que possibilita ativacdo autolitica, o que contribui para
sua ampla variedade de fungbes. Apesar disso, pequenas quantidades séo secretadas, onde
atua extracelularmente, como na ativacdo da pr6-MMP-9 (GUTSCHALK et al., 2012; LI et
al., 2014).

Sua acao pode ser bloqueada pelos inibidores teciduais de metaloproteinase (TIMP-1,
-2, -3 e -4), porém TIMP-4 exibem maior poténcia inibitoria in vitro (RIPLEY et al., 2006;
LEE et al., 2006). Além disso, MMP-26 e TIMP-4 foram co-localizadas em tecidos malignos
de mama (ZHAO et al., 2004), prostata (LEE et al., 2006) e pancreas (BISTER et al., 2007), o
que sugere também uma regulacdo in vivo. Esses estudos mostraram maior expressdo de
MMP-26 e TIMP-4 em lesGes pré-invasivas com reducdo nos casos mais invasivos. Uma
hipdtese é que TIMP-4 estaria atuando de modo compensatorio para inibir a influéncia
proinvasiva de MMP-26, porém, se a inibicédo for ineficaz, ocorre o rompimento da membrana
basal e liberacdo das células cancerigenas, que se tornam menos dependentes da MMP-26,
resultando na reducdo da sua expressao juntamente com seu inibidor (ZHAO et al., 2004;
LEE et al., 2006).

Ha muitas evidéncias de que MMP-26 € um potencial marcador para diversos
tumores de origem epitelial, onde seus niveis elevados se associam a um maior potencial
invasivo e metastatico. Um dos fatores que favorecem a agressividade tumoral mediada por
MMP-26 é sua capacidade de ativar a pro-MMP-9, envolvida em processos de invasao celular
e angiogénese. Ja foi demonstrado que essas MMPs sdo co-localizadas em tumores de mama e
prostata (ZHAO et al., 2004; ZHAO et al., 2003). O estudo de Yamamoto et al. (2004) com
cancer de esofago também demonstrou que pacientes que apresentaram expressao
concomitante tiveram pior prognéstico. Esse mecanismo favoreceu a invasdo e metastase em
cancer colorretal (HU et al., 2014), pulmonar (ZHANG et al., 2011), esofagico (AHOKAS et
al., 2006), prostatico (ZHAO et al., 2003) e mamario (ZHAO et al., 2004). Além disso, foi
observado que células de glioma (DENG et al., 2010) e de cancer de mama (YANG et al.,

2012) transfectadas com MMP-26 ativo tiveram aumento na quantidade e densidade de novos



60

vasos, sendo capazes de formar uma rede vascular, provavelmente pela ativacdo de MMP-9,

favorecendo a disseminacdo das células e a nutri¢cdo de novos focos tumorais.

Diversos trabalhos tém mostrado que a expressdo de MMP-26 varia conforme a
progressdo tumoral e o grau de diferenciacdo histologica. Os niveis mostram-se baixos no
epitélio saudavel, elevados no hiperplasico e neoplésico in situ, e diminuem a medida que o
cancer progride para estagios mais avancados (WANG et al., 2014; KHAMIS et al., 2016).
Elevacdo de MMP-26 em carcinomas in situ ou em areas pré invasivas com declinio gradativo
nos tumores mais invasivos foram observados por Lee et al. (2006) em cancer de prostata,
Nishi et al. (2013) em endométrio, Zhao et al. (2004) e Strongin et al. (2006) em mama,
Gutschalk et al. (2012) e Bister et al. (2004) em cancer colorretal e Ahokas et al. (2006) em

carcinomas cutaneos de células escamosas.

Esses dados sugerem o envolvimento de MMP-26 em eventos iniciais do
desenvolvimento tumoral, onde sua atividade proteolitica leva a perda da integridade da
membrana basal facilitando a invasdo celular e a conversdo de carcinomas in situ para
infiltrantes. Por outro lado, o aumento da intensidade de MMP-26 na IHQ foi correlacionado
com estagios Il e IV de carcinomas de ovario (RIPLEY et al., 2006), com a profundidade da
invasdo miometrial em tumores do tipo endometridide (TUNUGUNTLA et al., 2003), avanco
no estagio TNM, metastases linfonodais e recorréncia em cancer de eséfago (YAMAMOTO
et al., 2004) e de pancreas (BISTER et al., 2007), bem como, no cancer colorretal onde sua
expressdo foi mais intensa em tumores T3 e T4, linfonodos positivos, estdgios TNM mais

avancados e pobre sobrevida global de pacientes (HU et al., 2014).
MMP-26 no cancer de prostata (CaP)

Riddick et al. (2006) analisaram a expressdo de varias MMPs em carcinoma
prostatico e destacou MMP-26 como potencial biomarcador por apresentar a maior
imunoreatividade, além de forte correlacdo com o escore de Gleason. Além disso, 0s niveis
séricos de MMP-26 foram comparados com o antigeno prostatico especifico (PSA), sendo
significativamente maiores no grupo CaP do que no grupo HBP e controle (CHENG et al.,
2017). No ensaio de Lee et al. (2006), MMP-26 promoveu a invasdo de células tumorais de
prostata atraves da ativacdo de MMP-9, enquanto que no de Zhao et al. (2003) sua inibicao
resultou em diminuicdo da invasdo das células malignas in vitro além de uma reducao

significativa nos niveis de MMP-9.
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Por outro lado, evidéncias recentes sugeriram um efeito benéfico e protetor de
MMP-26 em cancer de prostata. Khamis et al. (2013) observaram que a modulagéo dos niveis
de MMP-26 afetou a expressdo de genes inflamatérios. O silenciamento génico de MMP-26
em células de CaP resultou em regulacdo negativa do receptor B da interleucina-10 (IL10RB),
importante via anti-inflamatoria, sugerindo que a deficiéncia de MMP-26 pode promover
inflamacédo via inibi¢do da sinalizagdo mediada por IL1ORB. Posteriormente, Khamis et al.
(2016) forneceram mais evidéncias de seu papel protetor, ao verificar que a suprarregulacdo
da MMP-26 estava relacionada positivamente com células tumorais em apoptose. A expressao
da proteina pr6 apoptdtica Bax foi detectada em padrdo semelhante ao da MMP-26, sugerindo
que MMP-26 pode ser benéfica ao inibir o avanco tumoral através da apoptose via Bax.

MMP-26 no cancer de mama

Linhagem de células de mama transfectadas com plasmideos de MMP-26
demonstraram aumento significativo na capacidade de disseminacgéo e invasdo celular, que foi
marcadamente reduzida na presenca de anticorpo anti-MMP-26 (YANG et al., 2012). De
modo semelhante, Leepark et al. (2007) demonstraram que esse potencial invasivo é
dependente de calcio. As células cancerosas respondem a estimulos hormonais via
mecanismos reguladores de calcio e a ligacdo dos ions as proteinas pode conferir maior
estabilidade contra desnaturacdo e modular ligagdo ao substrato através de mudancas
conformacionais no sitio ativo, sugerindo que as células invasivas seriam mais resistentes e

agressivas.

Papéis protetores de MMP-26 para cancer de mama foram observados por Lee et
al. (2011), através do silenciamento de MMP-26 com RNAsi que resultou na regulacéo
negativa do BRMS1 (Transcriptional Repressor and Anoikis Regulator), um importante
supressor de metastase para cancer de mama humano. Savinov et al. (2006) também sugeriu
um papel benéfico para MMP-26, uma vez que sua expressdo elevada foi associada a
prognostico favoravel e maior sobrevida de pacientes com cancer de mama devido a

proteolise do receptor de estrogénio § (ERP).
MMP-26 no cancer de figado

Altos niveis de MMP-26 em metastases de carcinoma hepatocelular (CHC)
revelaram forte correlacdo com os niveis de receptor do fator de crescimento de fibroblastos
fosforilado 2 (FGFR2). A fosforilacdo de FGFR2 induzida por FGF1 nas células estudadas
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resultou na ativacdo significativa de MMP-26 e consequentemente no aumento da
invasividade do cancer, enquanto que a inibicdo da fosforilagdo pela via quinase Jun-terminal
(INK), reduziu a expressdo de MMP26, sugerindo que a ativagdo da via do FGFR no CHC
pode promover metastase pela indugdo de MMP26 (WANG et al., 2014). O CHC também foi
estudado por Yu et al. (2015), onde as células marcadas com sondas de MMP-26 conseguiram
formar esferas tumorais in vitro e também capacidade de desenvolver metéstases in vivo, apds

transplante das células marcadas em camundongos.
MMP-26 no cancer de pulméo

O estudo de Li et al. (2009) revelou 60% de expressdo de MMP-26 em cancer de
pulmdo de células ndo pequenas, sendo significativamente correlacionada com estagio
tumoral e metastase linfonodal, sugerindo seu uso como marcador no monitoramento da
progressao e prognostico do carcinoma pulmonar. Zhang et al. (2011) demonstraram que 0
silenciamento do gene da MMP-26 (RNAIi) em células tumorais do pulmao retardou
significativamente a invasividade nos ensaios in vitro. Zhao et al. (2015) também mostrou
expressdo significativamente maior no tecido maligno que no saudavel adjacente,
relacionando-se fortemente com o receptor do fator de crescimento de fibroblastos fosforilado
1 (FGFR1). A fosforilagdo de FGFR1 levou a ativacdo de MMP-26, resultando em aumento
na invasividade do céancer, enquanto que a inibicdo da fosforilacdo pela via JNK aboliu a

MMP-26, sugerindo que a ativacao desta via promove metastase através da MMP-26.
MMP-26 no cancer de es6fago e pancreas

O estudo de Yamamoto et al. (2004) mostrou que a expressdo de mRNA da
MMP-26 foi indetectdvel ou fracamente detectado em tecidos ndo tumorais, mas
superexpresso em 46% dos tecidos malignos de es6fago, sendo significativamente
correlacionada com profundidade de invasdo, metastase linfonodal, avanco no estagio TNM e
recorréncia. Os pacientes com MMP-26 positiva tiveram periodos de sobrevida global e livre
de doenca mais curtos. Além disso, aqueles que expressaram concomitantemente MMP-26 e
MMP-9 tiveram pior progndstico. A regulacao de RNAm de MMP-26 por citocinas foi
estudada em linhas celulares de carcinoma pancreatico por Bister et al. (2007). MMP-26 foi
significativamente mais frequentemente expressa em tumores com nddulos linfaticos
metastaticos e nenhum dos pacientes negativos para metastase linfonodal demonstrou

imunopositividade para MMP-26. 52% dos adenocarcinomas examinados mostraram
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imunorreatividade para MMP-26, que também foi frequentemente co-localizada com

laminina-5, um indicador de invasividade de células tumorais pancreéticas.
MMP-26 no cancer de ovario e endométrio

A imunomarcagdo de MMP-26 em tecidos com carcinoma ovariano exibiu maior
intensidade de coloragdo em comparagcdo com areas ndo tumorais adjacentes, aumentando
conforme o estagio do tumor, demonstrando seu papel na agressividade e progressdo tumoral
(RIPLEY et al., 2006). O mesmo foi percebido em amostras de carcinomas endometriais onde
a maior intensidade de MMP-26 foi associada a tumores grau Il e a profundidade da invasédo
miometrial (TUNUGUNTLA et al., 2003). Nishi et al. (2013) observaram que o estrogénio
promoveu atividade do promotor e aumento da expressao de MMP-26 em células de
carcinoma endometrial via ERE (elemento responsivo ao estrogénio), sendo, contudo mais
intensa em tecidos com hiperplasia. Pilka et al. (2004) também observaram quantificagdes
méaximas de estrogénio em tecidos hiperplasicos com redugdo progressiva nas amostras
malignas. Esse padrdo de expressdo sugere uma co-variagdo com o receptor de estrogénio a
(ER-a), que também é expresso abundantemente na hiperplasia endometrial e diminui
gradualmente em tumores malignos, sugerindo que a regulacdo negativa de MMP-26 em

tumores invasivos seria um efeito secundario a downregulation de Er-a.
MMP-26 no cancer colorretal

Bister et al. (2004) mostrou a imunorreatividade de MMP-26 no intestino normal
e em enterdcitos migrantes na doenca inflamatoria intestinal (colite ulcerativa e doenga de
Chron). Nos carcinomas do colon, a coloracdo MMP-26 marcou as ilhotas de cancer, sendo
ausente na maioria das areas desdiferenciadas. O estudo de Hu et al. (2014) revelou que o
nivel de expressdo de MMP-26 aumentou significativamente no céancer colorretal em
comparagdo com amostras normais adjacentes e foi associada a invasao, metastase linfonodal
e a distancia, estagio TNM e baixa sobrevida global dos pacientes. Sugerindo que MMP-26 ¢é

um marcador progndstico independente para pacientes com cancer colorretal.
MMP-26 em outros tipos de cancer

Vem sendo demonstrado gque a expressdo elevada de MMP-26 se relaciona com maior
agressividade dos carcinomas de células escamosas (CECs). Barros et al. (2011) e Kuinaven
et al. (2009) identificaram associacdo direta entre escores morfologicos de malignidade e

imunorreatividade em CEC de labios e lingua. Entretanto, segundo De Amorim et al. (2010),
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MMP-26 ndo seria um indicador Util do potencial metastatico dos CECs da lingua, uma vez

que ndo se observou diferencas entre 0s grupos com e sem metastases.

Por outro lado, Suomela et al. (2009) encontraram associacdo entre a expressdo
positiva de MMP-26 e metéastases linfonodais em carcinoma de células de Merkel, um tumor
cutaneo agressivo que geralmente apresenta desfecho desfavoravel. O estudo de Ahokas et al.
(2006) mostrou que MMP-26 foi detectada em lesdes cutaneas pré-malignas e de graus | e 11,
porém foi ausente em tumores grau Il invasivos, sugerindo sua relevancia na tumorigénese
cuténea precoce. A expressao IHQ de MMP-26 mostrou-se um preditor efetivo da sobrevida
global de pacientes com glioma astrocitico, apontado como um novo indicador de diagnostico
e um fator independente para avaliar o prognostico dos pacientes (GUO et al., 2018). Deng et
al. (2010) também perceberam maior taxa de espalhamento e distancia de migragdo, bem
como maior capacidade de invasdo local in vivo e angiogénese em células de glioma
transfectadas com MMP-26. Altos niveis de MMP-26 com aumento de invasividade também
foram percebidas em condrosarcoma, enquanto sua inibicéo reverteu esses efeitos (XU et al.,
2015).

Feng et al. (2013), por sua vez, examinaram a expressao IHQ da MMP-26 em
pacientes com linfoma difuso de células B e perceberam seu envolvimento na patogénese e
invasividade celular, além de expressao sinérgica com MMP-9. Enquanto que, Souza Freitas
et al. (2009) avaliaram a atuacdo de MMP-26 em ameloblastomas e tumores odontogénicos
adenomatoides, observando diferencas na expressdo de células estromais mas ndo epiteliais,
sugerindo que seu papel nos tumores estudados ndo se relaciona com agressividade, uma vez
que varios estudos mostraram que o padrdo de expressao de MMP-26 ¢ prioritariamente nas
células epiteliais e ndo no estroma (TUNUGUNTLA et al., 2003; PILKA et al., 2004).

Vias de ativacdo da MMP-26

Alguns estudos tém revelado que MMP-26 é alvo da via Wingless (Wnt),
envolvida na regulacdo da morfologia, proliferacdo e ciclo celular. Esta via é regulada pela RB—
catenina, que transmite o sinal Wnt ao ndcleo, e pelo fator de transcricdo 4 da célula T (Tcf-
4), que ao se associar a 3—catenina forma um complexo estavel capaz de induzir a transcricao
de varios genes associados a invasdao (GRUBER et al., 2012; YAMAMOTO et al., 2004).
Marchenko et al. (2004) demonstraram que RB-catenina e Tcf-4 aumentaram a atividade
transcricional de MMP-26 em células de carcinoma de rim e mama. Corroborando essas

informacdes, Xu et al. (2015) mostraram que a inibicdo da via Wnt em células de
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condrosarcoma reduziu a invasividade, possivelmente através do aumento da fosforilacdo da
B-catenina, uma vez que foi detectada associacdo entre os niveis de MMP-26 e da BR-catenina
fosforilada. Além disso, Wu et al. (2017) relataram em sua pesquisa que a indu¢do com TGF-
B supraregulou a expressio de MMP-26 através da via de sinalizagdo Wnt/p-catenina em

cancer de mama.

O promotor MMP-26 também possui sitios de ligacdo para o elemento
responsivo ao estrogénio (ERE) que estimula sua transcri¢cdo génica em carcinomas regulados
por hormoénios como mama e ovario (GUO et al., 2018). Nishi et al. (2013) comprovou que 0
estrogénio induziu aumento da expressao de MMP-26 via ERE em cancer endometrial, assim
como Bister et al. (2007) em céancer pancreatico. Além disso, Strongin et al. (2006) mostrou
que a ativacéo autolitica de MMP-26 no citoplasma celular induziu a proteolise do receptor de
estrogénio B (ERp). Essa associacdo estrogénica explica a relacdo de MMP-26 com o ciclo
menstrual, onde sua expressdo no endometrio chega ao maximo na fase inicial, diminuindo
para niveis ndo detectaveis nas fases tardias (MARCHENKO et al., 2002; L1 et al., 2004).

A ativacdo de MMP-26 também pode ser induzida e regulada por fatores de
transcricdo como o fator estimulador de col6nias de granuldcitos e macrofagos (GM-CSF) e o
fator de crescimento de fibroblastos (FGF). Gutschalk et al. (2012) observaram que células de
cancer colorretal transfectadas com plasmideo GM-CSF demonstraram aumento da atividade
proteolitica e da expressdo de MMP-26 associadas a perda da integridade da membrana basal
e invasao celular, enquanto o tratamento com inibidores de GM-CSF reverteu este efeito. Por
outro lado, Chen et al. (2017) detectou aumento do mRNA e do nivel proteico de MMP-26
em carcinoma pulmonar através da estimulagdo com FGF, sendo o contrario observado
quando utilizado silenciador génico (siFGF). A fosforilacdo dos receptores de FGF tambem
leva a ativacdo de MMP-26, resultando em aumento de invasividade e metastases em cancer
de pulméo (ZHAO et al., 2015) e de figado (WANG et al., 2014).

A regulacdo da expressao de MMP26 também esta associada as vias MAPK
(JNK, ERK e P38), que podem regular numerosos fatores associados a progressdo e mau
prognostico em cancer. A ativacdo de MMP-26 e de ERK/P38 foi induzida por FGF,
entretanto, sua inibicdo inativou ERK e P38, mas ndo MMP-26 (CHEN et al., 2017). De
maneira semelhante, Wang et al. (2017) observaram que o estimulo de células de carcinoma

hepatico com FGF promoveu a atividade de ERK1/2 e consequentemente o aumento dos
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niveis proteicos de NF-kxB e MMP-26, contudo, a inibicdo especifica de ERK nestas células

resultou em inativacdo do NF-xB, mas ndao da MMP26.
CONCLUSAO

Embora o potencial de MMP-26 como biomarcador jA venha sendo amplamente
estudado em diferentes tipos de tumores epiteliais, como no caso dos adenocarcinomas de
préstata e mama, ainda existe muito a ser investigado sobre sua associacdo com o cancer,
sobretudo nos aspectos protetores ou benéficos, cujos estudos ainda sdo escassos. O
entendimento dos mecanismos de ativacdo e inibicdo, bem como, das vias onde esta enzima

esta envolvida pode auxiliar no avango diagndéstico, prognostico e terapéutico para o cancer.
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5 CONSIDERACOES FINAIS

Este trabalho possibilitou 0 conhecimento sobre a populacdo mais acometida por nédulos
da tireoide no estado de Pernambuco e tracar um perfil epidemiolégico desses pacientes.
Além disso, avaliamos por citologia, imunocitoquimica, histologia e imunohistoquimica o
padrdo de expressdo de MMP-9, MMP-26 e TIMP-2 em lesdes tireoidianas. No0ssos
resultados mostraram que a ICQ de MMP-9 e TIMP-2 foi util para diferenciar casos benignos
e malignos da tireoide, podendo aumentar a avaliacdo preditiva, a precisdo dos laudos
citolégicos e reduzir cirurgias para confirmacdo histolégica. Enquanto que MMP-26
demonstrou falta de especificidade na distin¢do entre cancer e demais condic¢des benignas da
tireoide. Embora seu potencial como biomarcador ja venha sendo relatado em diferentes tipos
de tumores epiteliais, ainda existe muito a ser investigado sobre sua associa¢do com o cancer.
O entendimento dos mecanismos de ativacao e inibi¢cdo, bem como, das vias onde as MMPs e

TIMPs estéo envolvidos pode auxiliar no diagndstico, progndstico e terapéutico para o cancer.
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N° Prontuério:

N° Pedido:
Data da coleta: / /20
Identificacdo e dados clinicos
Nome: Idade:
Data nascimento:___ /  / Municipio de origem:
Endereco:
Telefone:
Cor da Pele: )Branco ( )Preto ( )Pardo ( )Amarelo ( ) Indigena

Escolaridade :

) Ensino fundamental incompleto () Ensino fundamental completo

) Ensino médio incompleto () Ensino médio completo

(
(
(
() Ensino superior incompleto () Ensino superior completo
(
(
(

Sexo: ) Masculino () Feminino
Tabagismo: ) Sim ( ) Néo Quanto:
Etilismo : ) Sim ( ) Néo Quanto:
Peso: Kg Altura: m

Historico

Exames de USG - Quantidade de nédulos:

Historico familiar de CA de tireoide: ( ) Ndo ( ) Sim- Tipo

Grau de parentesco:
Tratamento prévio cirargico da tireoide: ( ) Ndo ( ) Sim — Ha quanto tempo? __
Tratamento com iodo radioativo: ( ) Ndo ( ) Sim — H& quanto tempo?
Tratamento com medicamentos para tireoide: ( ) Ndo ( ) Sim - Qual ?

Outras medicagdes ndo relacionadas a tireoide:

Tratamento prévio radioterapico cervical: ( ) Ndo ( ) Sim




NODULO 1: Composigdo: ( ) Sélido ( ) Cistico () Misto
Se misto: () Cistico-Solido ( )Misto Pred Solido ( ) Misto Pred Cistico
Tamanho: X X cm

Outras caracteristicas:

NODULO 2: Composicao: () Solido ( ) Cistico () Misto
Se misto: () Cistico-Solido ( )Misto Pred Sélido ( ) Misto Pred Cistico
Tamanho: X X cm

Outras caracteristicas:

Resultados:
NODULO 1 Citologia:

Imunocitoquimica:

NODULO 2 Citologia:

Imunocitoquimica:

Responsavel pela pungéo: Sala:

Responsavel pelo preenchimento:
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PRELIMINAR CLINIC EPIDEMIOLOGY PRO-
FILE OF THYROID NODULES IN BRAZILIAN
(RECIFE, PE)

INGRID TAVARES FRAGOSO'; ANA KARINA BRIZENO FERREIRA LOPES®. CARLA TACILIA
BEZERRA’®: JULIA MARIA DANTAS FERREIRA®: MARIO RIBEIRO MELO-JUNIOR" %3,

1. Laboratério de Imunopatologia Keizo Asami - LIKA/UFPE, Brazil; 2. Programa de Pés-graduagdo em Patologia,
CCS/UFPE, Brazil; 3.Universidade Federal de Pemambuco - UFPE

Abstract

Thyroid cancer is the most common endocrine cancer and mainly affects women. Papillary is the most
common type of thyroid cancer and accounts for more than 83% of all thyroid malignancies. This study
used questionnaires to profile of patients with thyroid nodules and to assess the risk factors associated
with carcinogenesis. In addition, data obtained from cytological (FNA) complemented the history of each
patient. The data obtained showed that the majority of patients were female. The Body Mass Index of the
patients was calculated and most studied is presented in the overweight subgroup. Some patientes had a
family history of thyroid cancer and the major of patients residing in farms. A total of 115 nodes were stud-
ied, were benign lesions, lesions with atypia and diagnosis node of papillary carcinoma. Cancer is today,
in Brazil, a public health problem, whose control and prevention should be prioritized.
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IMUNOHISTOCHEMICAL OF CALPROTECTIN IN ANORECTAL TISSUES FROM
PATIENTS WITH INFLAMMATORY BOWEL DISEASE

Ana Paula Fernandes da Silva'; Gabriela Ayres Fragoso Nascimento?; Luciano de
Albuquerque Mello®; Ingrid Tavares de Lima®; Marcelo do Rego Maciel Souto Maior*; Mario
Ribeiro de Melo Janior*?

1. Programa de P6s-graduacdo em Patologia, CCS/UFPE, Brazil; 2. Programa de Pos-
graduacao em Ciéncias Biologicas, CCB/UFPE, Brazil; 3. Laboratério de Imunopatologia
Keizo Asami - LIKA/UFPE, Brazil.

ABSTRACT

High levels of calprotectin in patients with IBD are the result of the increase in
neutrophil infiltration in the tunica intestinal mucosa and transmigration into the intestinal
lumen. The present study evaluated, trough immunohistochemistry, the expression of
calprotectin in anorectal tissue from patients with Crohn’s disease and ulcerative colitis. Thus,
tissue slices from anorectal biopsy were submitted to imunostains for calprotectin antibody.
Those results showed that, according to imunohistochemical parameters, the anorectal
mucous from IBD patients exhibited diffuse tissue expression to calprotectin. The data
suggest that those methods could be helpful to diagnosis and assist the therapeutic

accompaniment of patients with IBD.

KEY WORDS: Calprotectin. Inflammatory bowel disease. Immunohistochemistry.
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AVALIACAO ULTRASSONOGRAFICA DE NODULOS TIREOIDIANOS:
CORRELACAO DOS CRITERIOS BETHESDA E TIRADS

Ana Karina Brizeno Ferreira Lopes’, Ingrid Tavares de Lima', José Walter Agustinho de
Oliveira®, Jacinto da Costa Silva Neto®.
1 Laboratério de Imunopatologia Keizo Asami, 2 Depto de Histologia e Embriologia -
Universidade Federal de Pernambuco (UFPE).

RESUMO

A principal forma de deteccdo dos nddulos tireoidianos é a ultrassonografia e a puncao
aspirativa (PAAF), entretanto, a realizacdo da PAAF em todos os nodulos é inviavel. Para
selecionar critérios de indicacdo a puncao, foi criado o sistema TIRADS que permite estimar
o risco de malignidade dos nodulos e sugerir um manejo clinico. Nosso objetivo foi
correlacionar os diagnosticos obtidos por PAAF com os critérios TIRADS. Foram avaliados
230 nodulos pelos sistemas Bethesda e TIRADS, obtendo como resultados 110 casos nédo
diagnosticos, 90 benignos, 15 indeterminados e 12 malignos. Quanto aos achados
ultrassonograficos foi evidenciado que nddulos com composicédo sélida, hipoecogenicidade,
margens nao circunscritas, eixo perpendicular e presenca de microcalcificagdo tiveram
associacdo com malignidade, podendo esses critérios ser utilizados para prever suspei¢do nos
nodulos de tireoide. Nossos resultados revelaram que as lesdes TIRADS 4 se correlacionaram
significativamente com risco de malignidade e as TIRADS 2 e 3 tiveram pouca ou nenhuma
chance de malignidade, concordando com a literatura e a estimativa proposta pelo sistema de
classificacdo. Considerando a associacdo entre os achados ultrassonograficos, os nodulos
TIRADS 4 devem ser submetidos a PAAF, enquanto que os TIRADS 2 e 3 ndo teriam
indicacdo, 0 que reduz biopsias desnecessarias e evita complica¢fes inerentes a intervencao,
aléem de minimizar custos financeiros para o estabelecimento de saude. Apesar de ndo ser
utilizada na préatica clinica, o presente estudo sugere que o sistema TIRADS possui

aplicabilidade e pode ser uma ferramenta complementar a PAAF.

PALAVRAS CHAVE: Neoplasias da Tireoide. Nédulos da Tireoide. Ultrassonografia.
TIRADS. Bethesda.
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EXPRESSAO IMUNOHISTOQUIMICA ESPECIFICA DE MMP-26 EM
ADENOCARCINOMA PROSTATICO

Romildo Luciano da Silva®, Ingrid Tavares de Lima?, Jacinto da Costa Silva Neto®,
1 Programa de Pés-Graduacdo em Morfotecnologia (Universidade Federal de Pernambuco -
UFPE), 2 Programa de Pés-Graduacdo em Biologia aplicada a Saude (LIKA-UFPE),
3 Departamento de Histologia e Embriologia (UFPE).

RESUMO

O carcinoma prostatico (CaP) € um dos mais incidentes no mundo, portanto, a
identificacdo de novos marcadores que permitam um diagndstico precoce, preciso e que possa
contribuir com o valor progndstico do CaP se faz necessario. MMP-26, uma metaloproteinase
de matriz recém descoberta, é expressa exacerbadamente em células cancerigenas de origem
epitelial. Além disso, possui capacidade de ativar MMP-9, conhecida por promover invaséo e
angiogénese em diversos tumores humanos. Sua alta expressdo ja foi demonstrada em
linhagens celulares de cancer de mama, pulmdo, figado, endométrio, ovério, es6fago e
intestino. Diante disso, nosso objetivo foi analisar a expressdo de MMP-26 em diferentes
lesbes da prostata e correlacionar com os fatores de risco conhecidos para CaP, a fim de saber
se essa enzima pode ser usada como marcador prognostico. Foram avaliadas 150 amostras
histolégicas de pacientes submetidos a prostatectomia no Hospital das Clinicas de
Pernambuco, incluindo atrofia, neoplasia intraepitelial, hiperplasia benigna e adenocarcinoma
prostatico. A andlise imunohistoquimica mostrou que MMP-26 esta superexpressa em casos
de adenocarcinoma de prostata. A reacdo foi negativa em 96% das amostras de atrofia e 94%
das hiperplasias, enquanto que o grupo de neoplasia intraepitelial mostrou 88% de
positividade com intensidade leve e no de adenocarcinoma 88% foram positivas, sendo 10
com intensidade leve, 28 moderada e 06 intensa. Esses resultados corroboram outros estudos
que tem indicado MMP-26 como potencial marcador para carcinoma prostatico, sugerindo
seu uso como adjuvante da dosagem de PSA, para o diagnostico diferencial entre cancer e

hiperplasia, bem como, para estimar o prognostico dos casos de adenocarcinomas.

PALAVRAS CHAVE: Metaloproteinase de Matriz 26. Endometase. Matrilisa-2.

Imunohistoquimica. Cancer de prostata.
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