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RESUMO

O cancer da glandula tireoide ¢ a neoplasia maligna mais comum do sistema endocrino
e representa a maioria dos 6Obitos relatados entre estes tumores. O carcinoma papilifero
de tireoide (CPT) ¢ o tipo histologico mais comum, sendo responsavel por 85% de todos
os canceres de tireoide. Dois importantes genes, CITED-1 e P300, envolvidos na
regulacao de diversos fatores transcricionais, foram evidenciados em diversos tumores,
no entanto, até o0 momento, ndo foram encontrados na literatura estudos que elucidaram
o papel de P300 e CITED-I nos CPT. O presente estudo teve como objetivo avaliar a
expressdo do RNA-mensageiro (mRNA) de P300 e CITED-1I em CPT utilizando
transcricdo reversa € PCR quantitativa em tempo real. A expressio de P300 foi
semelhante em ambos os tecidos, normal (mediana = 0,052, 1IQ = 0,094) e tumoral
(mediana = 0,041, IIQ = 0,048) (p = 0,481). Em relacdo a expressdo de CITED-1, a
expressao foi maior nos tecidos tumorais (mediana = 0,780, 11Q = 0,881) em relagao aos
tecidos normais (mediana = 0,017, I1IQ = 0,086) (p < 0,0001). Associagdo significativa
foi observada entre a expressdo de CITED-1 e o tamanho dos tumores, contudo
nenhuma associa¢do foi evidenciada entre expressdo de P300 e as caracteristicas
histopatologicas dos tumores. P300 ¢ descrita como uma molécula associada a
regulacdo de CITED-1 e de varios outros genes. CITED-1 é um co-fator especifico da
transcricdo, o que pode explicar sua hiperexpressdo nos tumores avaliados. A
hiperexpressao de CITED-1 nos CPT sugere que o gene ¢ um candidato a compor o
perfil de marcadores dos CPT, e o fato de CITED-1 estar associado ao tamanho tumoral
em tumores em estagios mais avangados, pode tornd-lo um candidato importante como
alvo terapéutico para esses tumores.

Palavras chave: Glandula tireoide, Cancer, qPCR, alvo terapéutico.



ABSTRACT

Thhyroid cancer is the most common malignant neoplasm of the endocrine system and
accounts for the majority of deaths reported among these tumors. Papillary thyroid
carcinoma (PTC) is the most common histological type, accounting for 85% of all
thyroid cancers. The expression of two important genes, CITED-1 and P300, involved
in the regulation of several transcriptional factors, has been shown in several tumors;
however, to date, no studies have been found in the literature that elucidated the role of
P300 and CITED-I in PTC. The present study aimed to evaluate the expression of the
messenger RNA (mRNA) of P300 and CITED-1 in PTC using reverse transcription and
real-time quantitative PCR. P300 expression was similar in both tissues, normal
(median = 0.052, IIQ = 0.094) and tumor (median = 0.041, I1Q = 0.048) (p = 0.481). In
relation to the expression of CITED-1, expression was higher in tumor tissues (median
= 0.780, 1IQ = 0.881) compared to normal tissues (median = 0.017, IIQ = 0.086) (p
<0.0001). Significant association was observed between CITED-1 expression and tumor
size, however no association was evidenced between P300 expression and
histopathological characteristics of the tumors. P300 is described as a molecule
associated with the regulation of CITED-I and several other genes. CITED-I is a
transcription-specific cofactor, which may explain its overexpression in the tumors
evaluated. CITED-1 hyperexpression in PTC suggests that this gene is a candidate for
integrating the PTC biomarkers profile, and the fact that CITED-1 is associated with
tumor size in later stage tumors may turn it an important candidate as a therapeutic
target for these tumors.

Keywords: Thyroid gland, cancer, qPCR, therapeutic target.
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1 - INTRODUCAO

1.1 Glandula Tireoide

A tireoide ¢ uma das maiores glandulas endoécrinas do corpo. Apresenta origem
endodérmica e desenvolve precocemente na por¢do cefalica do tubo digestivo durante a
embriogénese. Encontra-se imediatamente abaixo da laringe, ocupando as regides lateral e
anterior da traqueia. Pesa cerca de 20g e ¢ constituida de dois l6bulos unidos por um istmo
(Figura 1). A tireoide ¢ formada por milhares de pequenas esferas que medem de 0,2 a 0,9
mm de diametro, chamados foliculos tireoidianos os quais sdo as unidades funcionais da
glandula tireoide (BERNE; LEVY, 2009; GUYTON; HALL, 2011; JUNQUEIRA;
CARNEIRO, 2013). Os foliculos tireoidianos consistem numa unica camada de células
epiteliais e variam conforme a regido da glandula e a atividade funcional. O interior desses
foliculos ¢ preenchido pela substancia coloide, que ¢ composta de 75% de uma glicoproteina
de alto peso molecular, a tireoglobulina, que tem um importante papel na biossintese dos

hormonios tireoideanos (GOLDMAN; AUSIELLO, 2007 JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2013).
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Figura 1. Anatomia da Glandula tireoide. Fonte: http://www.jorgebastosgarcia.com.br/tireoide.jpg

A tireoide ¢ a Unica glandula enddcrina que acumula o seu produto de secrecdo em
grande quantidade. Calcula-se que, na espécie humana, haja quantidade suficiente de

hormdénio dentro dos foliculos para suprir o organismo por cerca de trés meses. Portanto,
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quando a sintese dos hormoénios ¢ interrompida, os efeitos fisiologicos de sua deficiéncia s
sio observados varios meses depois (GUYTON; HALL, 2011). E um 6rgdo muito
vascularizado, apresentando um fluxo sanguineo cinco vezes por minuto maior que o peso da
propria glandula. As células endoteliais desses vasos capilares sanguineos sao fenestradas,
caracteristica essa, que ¢ comum também em outras glandulas endocrinas. Esta configuragdo
facilita o transporte de substancias entre as células enddcrinas e o sangue (GOLDMAN;
AUSIELLO, 2007; JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2013).

Os hormonios tireoideanos apresentam muitas agdes diretas, mas também agem por
vias mais sutis para aperfeicoar as agdes de muitos outros hormonios e neurotransmissores
(BERNE;LEVY, 2009). Os hormonios tireoideanos desempenham importante papel no
desenvolvimento, na manutencdo da homeostase, proliferacdo e diferenciacdo celular
(DIETRICH et al., 2012). Agem nas mitocondrias aumentando o ntimero dessas organelas e
de suas cristas e também a oxidacdo fosforilativa (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2013). Os
hormdnios da tireoide também participam da biossintese de proteinas, através da ligagdo com
receptores nucleares especificos e desempenham importante papel no desenvolvimento de
varios tecidos, na regulacdo da temperatura corporal, na frequéncia cardiaca e também no
metabolismo de carboidratos, proteinas e gorduras (BARRA et al., 2004).

A secre¢do glandular dos hormdnios tireoideanos ¢ regulada pelo eixo neuroenddcrino
classico, que compreende um sistema de feedback entre o hipotalamo, a glandula pituitaria e a
tirecoide (DIRINICK et al., 2016). O hipotalamo detecta os baixos niveis circulantes dos
horménios tireoidianos e responde liberando o hormonio liberador de tireotropina (TRH). O
TRH estimula a hipofise para produzir hormoénio estimulador da tireoide (TSH). O TSH, por
sua vez, estimula a tireoide a produzir hormodnio tireoidiano até que os niveis no sangue
voltem ao normal. Os hormoénios da tireoide exercem o controle de feedback negativo sobre o
hipotdlamo, bem como na pituitaria anterior, regulando assim a liberacdo de ambos TRH e
TSH e completando o sistema de feedback (BERNE; LEVY, 2009; GUYTON; HALL, 2011).
A tireoide, portanto, ¢ controlada pelo TSH e também pelo iodo, os quais regulam sua fungao
e proliferacao (GOLDMAN; AUSIELLO, 2007).

A tireoglobulina, precursora dos hormonios tireoidianos, ndo ¢ liberada na circulagdo
em quantidades mensuraveis, pois ¢ primeiro (iodada) e depois clivada, formando tiroxina e
triiodotironina (GUYTON; HALL, 2011). A principal forma do hormdnio tireoidiano
secretada pela glandula tireoide é a tetraiodo-L-tironina (tiroxina ou T4) e uma menor

quantidade ¢ secretada como triiodotironina (T3), a forma ativa do hormdnio (BARRA et al.,
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2004). A liberagdo do hormodnio ocorre quando as células foliculares, estimuladas pela
tireotropina, captam coloide por meio de endocitose. O coloide ¢ digerido por enzimas
lisossomicas e as moléculas de tireoglobulina sdo quebradas por proteases. Os horménios T3
e T4, di-iodotirosina (DIT) e monoiodotirosina (MIT), sdo entdo liberados no citoplasma
(JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2013).

Di-iodotirosina e monoiodotirosina ndo sdo secretadas. O iodo ¢ removido
enzimaticamente pela enzima deiodinase no citoplasma e os produtos de reacdo enzimatica,
iodo e tirosina disponibilizados, sdo reciclados para glandula e participam da formacdo de
novas moléculas de hormonios (GUYTON; HALL, 2011). Tiroxina e triiodotironina cruzam
liviemente a membrana baso-lateral da célula e se difundem até os capilares sanguineos.
Cerca de 90% do hormonio circulante da tireoide ¢ T4, no entanto, grande parte de T4 ¢
deiodado, formando triiodotironina, que ¢ o horménio finalmente transportado e utilizado
pelos tecidos (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2013)

A principal enzima relacionada a biossintese hormonal ¢ a tireoperoxidase (TPO). A
TPO ¢ a responsavel pela oxidagdao do iodeto e sua incorporacdo aos radicais tirosila da
molécula de tireoglobulina. O peroxido (H20,) ¢ essencial como oxidante na reagdo de
oxidacdo do iodeto catalisada pela TPO e, quando os niveis intracelulares de iodeto sdo
suficientes, a geracdo de H>O: passa a ser o passo limitante na biossintese dos hormonios
tiredideos (VAISMAN; CARVALHO 2004).

Os horménios tireoidianos circulam comumente ligados as proteinas plasmaticas e
somente 0,03% de T4 e 0,3% de T3 estdo livres. A ligagdo destes hormodnios as proteinas
plasmaticas aumenta suas meias-vidas e assegura uma distribui¢do regular do hormonio nos
tecidos alvos (BARRA et al., 2004). A tireoide também produz a calcitonina, pelas células
parafoliculares. A calcitonina inibe a reabsor¢do de tecido 6sseo e, em consequéncia, diminui
o nivel de calcio no plasma. A secrecao de calcitonina ¢ ativada por aumento da concentragao
de célcio do plasma (FELSENFELD; LEVINE, 2015).

As células produtoras de hormonios da glandula tireoide sdo de dois tipos distintos, as
células foliculares e as células parafoliculares ou células C (figura 2). As células foliculares
compreendem a maior parte do epitélio, se apoiam sobre uma lamina basal e sdo responsaveis
pela absor¢do de iodo e sintese dos hormonios tireoidianos (JUNQUEIRA; CARNEIRO,
2013). Espalhados entre as células foliculares e nos espagos entre os foliculos esféricos se
encontram as células parafoliculares. Estas células segregam calcitonina e também sdo

chamadas de células C ( KONDO et al., 2006).
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Figura 2. Tipos celulares da glandula tireoide: células foliculares (seta preta) e células parafolliculares (seta
branca). Fonte: https://informaticaaplicadanancymaribelquishpillo.wordpress.com/2015/11/12/fabrican-tiroides-

en-laboratorio-a-partir-de-celulas-madres-embrionarias/

A tireoide pode ser alvo de diversas doengas, sendo as mais comuns os nddulos, bocio,
adenoma, tireoidite e cancer. Cerca de 5% de todos os individuos terdo um nddulo palpavel
durante sua vida, e a incidéncia dessas lesdes vem aumentando (CHAUDHARY; BANO,
2012; YI, 2016). Os nodulos sdo, em sua maioria, benignos, sendo uma pequena parcela
relacionada ao cancer. Dada a alta prevaléncia de tumores benignos na populagdo, a
frequéncia de conversao dos nddulos benignos para malignos ¢ baixa. Alguns fatores de risco
que influenciam na presenga dos nodulos sdo a faixa etéria, histérico de exposicao a radiagao

ionizante e deficiéncia de iodo (ZABEL, 2006).
1.2 Carcinomas da Tireoide

O cancer da glandula tireoide ¢ a neoplasia maligna mais comum do sistema
endocrino e representa a maioria dos oObitos relatados entre estes tumores (PATEL; SINGH,
2006; SIPOS; MAZZAFERRI, 2010). A maioria das lesdes da tireoide ¢ benigna e os tumores
malignos primarios sdo responsaveis por menos de 1% de todos os carcinomas humanos (AL-
HUMADI et al., 2010; SUN et al., 2015; MAKAZLIEVA et al., 2016). A incidéncia desse
tipo de neoplasia aumentou consideravelmente nas Ultimas décadas (AMIN; EDGE, 2017).
Esse aumento ¢ atribuido principalmente a uma maior acuracia dos métodos que diagnosticam
esses tumores e a vigilancia médica reforcada. A maior sensibilidade das técnicas de

diagnostico, em particular o advento da ultrassonografia e a pun¢do aspirativa por agulha fina
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(PAAF), aumentou a deteccdo dos pequenos canceres, também conhecidos como
microcarcinomas ( Y1, 2016; YU et al., 2010).

O ntmero de casos de carcinoma de tireoide vem aumentando em todo o mundo.
Dados do programa “Surveillance, Epidemiology and End Results Program” (SEER) dos
Estados Unidos, mostram que em 2017 foram estimados cerca de 56.870 novos casos,
correspondendo a 3,4% de todos os casos de cancer. O nimero de mortes estimado foi de
2.010. Esse numero de mortes estimado se deve ao fato da taxa de sobrevida global em cinco
anos ser alta, proxima de 100% nos estagios iniciais da doenca (AMERICAN CANCER
SOCIETY, 2015). Em mulheres, o cancer de tireoide corresponde a 2,7% de todos os tumores
malignos, representando o nono cancer mais comum no sexo feminino (SUN et al., 2015).

No Brasil, o Instituto Nacional do Cancer (INCA) estimou, para o ano de 2018,
1.570 casos novos de cancer de tireoide para o sexo masculino e 8.040 para o sexo feminino,
com um risco estimado de 1,49 casos a cada 100 mil homens e 7,57 casos a cada 100 mil
mulheres, ocupando a 13? posicao entre os homens e a quinta posi¢ao entre as mulheres. Sem
considerar os tumores de pele ndo melanoma, o cancer de tireoide em homens ocupa a 12°
posi¢cao na Regido Nordeste (1,76/100 mil). Nas Regides Sul (2,55/100 mil) e Centro-Oeste
(1,76/100 mil), ocupa a 13* posi¢ao; enquanto, nas Regides Sudeste (1,24/100 mil) e Norte
(0,53/100 mil), ¢ o 14° mais frequente. Nas mulheres, ¢ o quinto mais frequente nas Regides
Sudeste (9,75/100 mil) e Nordeste (7,55/100 mil). Na Regido Centro-Oeste (5,97/100 mil), € o
sexto mais frequente. J4 na Regido Norte (2,80/100 mil), ocupa a nona posi¢do; enquanto, na
Regido Sul (4,91/100 mil), ocupa a 13* posi¢ao. Em Goids, sdo estimados 210 novos casos,
sendo destes 20 homens e 190 mulheres (BRASIL, 2018).

Os carcinomas de tireoide sdo mais comuns em pessoas entre 25 e 65 anos, afetando
principalmente individuos com idade superior a 40 anos e do sexo feminino (ZANELLA et
al., 2010). Alteragdes hormonais relacionadas ao ciclo menstrual, gravidez, menopausa e
fatores reprodutivos podem explicar os picos de incidéncia do cancer de tireoide nas mulheres
(MANOLE et al., 2001). Como a sintese de hormoénios da tireoide necessita da presenca de
1odo, algumas alteragdes como a deficiéncia cronica de iodo, bem como o excesso nutricional
de iodo no organismo, levam a hiperplasia e a hipertrofia dos elementos foliculares (excesso
de hormonio de estimulacdo da tireoide). Especialmente para as mulheres, essas alteracdes
podem levar a um maior risco no desenvolvimento da doenga (BRASIL, 2016).

A maioria dos fatores de risco associados ao cancer de tireoide inclui: sexo

feminino, histéria familiar de bocio ou nodulos tireoidianos, historia familiar de mutagdo no
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gene RET, a presenca de sindromes genéticas raras como polipose adenomatosa familiar
(FAP) ou ainda, a exposi¢do na infancia ou na adolescéncia a radiagdo ionizante. Estudos
apontam que quando essa exposi¢do ¢ iniciada na infancia, principalmente antes dos cinco
anos de idade, seu efeito carcinogé€nico parece ser maior, o que evidencia uma relacao do
efeito com a faixa etaria (AMERICAN CANCER SOCIETY, 2015; LLOYD et al., 2011).

A radiacdo ionizante ¢ um agente terapéutico usado para diminuir ou parar o
crescimento tumoral, no entanto, a exposicao de tecidos saudaveis pode resultar em cancer,
uma vez que as radiacdes lesionam os tecidos humanos. A radiagdo no microambiente
tecidual desencadeia a deposicao de energia nas macromoléculas, rompendo estruturas
atomicas do tecido onde atua e produz modificacdes quimicas e bioldgicas. A radiagdo
ionizante pode inibir ou ativar fung¢des especificas do epitélio folicular, reduzindo o niimero
de foliculos funcionantes, pode alterar a vascularizagdo ou a permeabilidade vascular e
induzir reagdes imunoldgicas (GALVAO et al., 2007).

A década de 1980 foi marcada por acidentes radioldgicos importantes como o acidente
ocorrido em Chernobyl, em 1986 ¢ em Goiania em 1987 (XAVIER et al., 2007). Os acidentes
radiolégicos estdo associados ao aparecimento de carcinomas papiliferos de tireoide em
criangas superexpostas a radiacdo. O tempo mais curto decorrido entre a exposi¢do ao iodo
radioativo 1131 e o diagnostico, foi de quatro anos e verificou-se uma taxa de cem vezes
aumentada de incidéncia de carcinoma papilar, com o risco de desenvolver a doenca
permanecendo elevado por 40 anos ou mais (HUANG et al., 2001; IGLESIAS et al., 2017). A
radiacdo ionizante transforma principalmente foliculos tireoideanos em crescimento,
explicando a maior incidéncia do cancer de tireoide em criangas e jovens expostos a radiagao,
em relacdo a populacdo adulta (WARD, 2005). Outros exemplos onde foram observados
aumentos nas taxas de incidéncia de carcinomas papilares incluem a exposi¢ao da populacdo a
radiacdo de particulas nucleares, como os episdédios das bombas atdomicas de Hiroshima e
Nagasaki no Japao (1945) e nos acidentes nucleares realizados nas Ilhas Marshall (1954) e em
Nevada nos Estados Unidos (1951-1962) (TRONKO et al, 2006).

Geralmente, os carcinomas de tireoide apresentam um bom progndstico. As taxas
globais de sobrevida em cinco e dez anos excedem 90%-95% (SIPOS; MAZZAFERRI, 2010;
AMIN; EDGE, 2017). O Comité Conjunto Americano de Cancer descreveu, em 2017, os
principais fatores prognosticos para a determinacao das taxas de sobrevida nos carcinomas de
tireoide. Esses fatores incluem: a idade no momento do diagnostico, sexo do paciente,

extensao tireoideana, presenca ou auséncia de metastases linfonodais, localizagdo e nimero de
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linfonodos acometidos, tamanho do maior linfonodo metastatico, tamanho dos focos
metastaticos dentro dos linfonodos envolvidos, extensdo extranodal, presenca de invasdo
vascular, niveis séricos de tireoglobulina apds a cirurgia, integridade da ressecc¢ao, subtipos
histologicos e caracteristicas histologicas especificas como invasdo a perineural, presenca de

multifocalidade ¢ alto indice mitotico (AMIN; EDGE 2017).
1.2.1 - Subtipos histologicos dos carcinomas da tireoide

As neoplasias da tireoide compreendem diferentes tipos histolégicos, apresentando
caracteristicas clinicamente distintas ¢ um comportamento biologico tumoral bastante variado
(CAPP et al., 2009). A maioria dos canceres primarios da tireoide sdo tumores epiteliais que
se originam de células foliculares da tiroide. Os trés principais tipos dos carcinomas de
tireoide incluem o carcinoma papilifero da tiroide (CPT), o carcinoma folicular da tiroide
(CFT) e o carcinoma anaplasico da tireoide (CAT). Existe ainda outro tipo de carcinoma, o
carcinoma medular da tireoide (CMT), que surge a partir de células parafoliculares da
tireoide, também chamadas células C (KATOH et al., 2015). O carcinoma de origem papilar é
o mais prevalente representando cerca de 60 a 80% dos casos dos canceres de tireoide,
diferindo do carcinoma folicular que perfaz 15 a 25% e do anaplasico com 2 a 5 % (KATOH
etal., 2015; MAKAZLIEVA et al., 2016).

Os carcinomas papiliferos e foliculares sdo classificados como carcinomas bem
diferenciados da tireoide e corresponde a grande maioria das malignidades da tireoide. A
incidéncia do carcinoma diferenciado da tireoide (CDT) vem aumentando progressivamente
em todo o mundo (ALBERO et al., 2016). Apesar da alta morbidade, a mortalidade pelo
cancer de tireoide ¢ estacionaria. O progndstico dos pacientes com CDT ¢ tipicamente
favoravel com uma sobrevida de 85% relacionada com a doenca em dez anos. Isso se deve
tanto ao comportamento indolente intrinseco da doenca, quanto a eficacia do tratamento
inicial (ALBERO et al., 2016; MAROTTA et al., 2016).

O CDT, principalmente quando precocemente diagnosticado, ¢ um tumor curavel. O
tratamento considerado mais adequado, a tiroidectomia total seguida de radioterapia com I-
131, oferece ao paciente um bom progndstico. Apds a cirurgia e a radioiodoterapia, os
pacientes sdo tratados com medicamentos, visando reduzir os niveis séricos de TSH para
minimizar o crescimento de qualquer tumor residual (WARD; ASSUMPCAO, 2004). Embora
essa abordagem terapéutica proporcione uma excelente sobrevida, 5-20% dos pacientes

apresentardo recidivas loco-regionais, e até 10% poderdo exibir metastases a distancia. As
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recidivas podem resultar de um tratamento inicial incompleto ou da presenca de um
componente neoplasico mais agressivo (LOPES, 2011).

O carcinoma medular da tireoide (CMT) provém das células produtoras de calcitonina,
as células parafolliculares. Representa aproximadamente 5-10% de todos os canceres da
tiroide e apresenta principalmente natureza esporddica. No entanto, cerca de 20-30% dos
casos sao hereditarios (MOHAMMADI; HEDAYATI, 2017). Os CMT frequentemente dao
metastase pela corrente sanguinea, além da propagacao linfatica, podendo chegar ao pulmao,
figado e osso (HASSAN et al., 2016). Os carcinomas medulares sdo tratados com resseccao
cirirgica e/ou radiacdo externa. A taxa de sobrevida em cinco anos ¢ de aproximadamente
50% (HASSAN et al., 2016; MOHAMMADI; HEDAYATI, 2017).

Os carcinomas de tireoide pouco diferenciados (CTPD) sdo tumores malignos raros,
que correspondem a 1-15% de todos os canceres da tireoide. Apesar da baixa frequéncia, sdo
a principal causa de morte dentre os canceres derivados de células foliculares (XUE et al.,
2017). Os CTPD apresentam caracteristicas histoldgicas e biologicas intermedidrias, entre os
carcinomas bem diferenciados e indiferenciados (XUE et al., 2016). Muitas vezes, contém
pequenos foliculos e comumente apresentam necrose, hemorragia e invasao vascular (LISKA
et al., 2005). Sao relacionados a um progndstico melhor que os carcinomas anaplésicos da
tireoide, contudo, possuem um pior prognostico se comparados aos carcinomas bem
diferenciados (XUE et al., 2017). Os pacientes do sexo feminino e idosos, geralmente, sdo
mais afetados. A idade avangada, o tamanho do tumor, a extensdo extratircoideana ¢ a
presenca de metdstase linfonodal sdo pardmetros correlacionados com pior prognostico
(KATOH et al., 2015).

O carcinoma anaplasico da tiroide (CAT) ¢ uma das neoplasias malignas mais
agressivas da cabega e pescoco. Embora numericamente raro, compreendendo de 1% a 2% de
todos os céanceres da tiroide, tem um prognostico ruim, porque representa 40% de todas as
mortes relacionadas ao cancer de tireoide (PEZZI et al., 2016). A taxa sobrevida varia entre
de trés meses a 10 meses e a sobrevivéncia dos pacientes ¢ aproximadamente 20%. Este
progndstico € resultado da rapida invasao das estruturas criticas do pescogo, presenca de
metastases a distancia e a uma dificuldade de captar o iodo radioativo. Além disso, a maioria
dos pacientes apresenta o estagio avancado da doenca ao diagnostico. Em muitos casos, os
carcinomas anaplésicos surgem a partir de uma desdiferenciagdo de carcinomas papiliferos ou
foliculares ou de doentes com historia de bocio multinodular (PEZZI et al., 2016; WENDLER
et al., 2016).
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1.3 - Carcinomas Papiliferos da Tiroide

Os carcinomas papiliferos da tireoide correspondem a maioria dos tumores da
glandula, representando grande parte das suas malignidades (90%). Apresentam o melhor
progndstico dentre as demais neoplasias, com a sobrevida global em cinco anos préxima a
97%, principalmente para individuos com menos de 45 anos (KATOH et al., 2015;
CZARNIECKA et al., 2016). Os CPT sao mais frequentes em mulheres, na propor¢ao de
quatro mulheres para um homem e afetam individuos na faixa etaria de 25-50 anos. E também
o tipo de cancer predominante em criangas com cancer de tireoide e em pacientes com cancer
de tireoide que tiveram radiagdo prévia na cabega e no pescoco (GIUSTI et al., 2010).

Os carcinomas papiliferos compdem a maioria dos carcinomas bem diferenciados da
tircoide. Geralmente, os tumores crescem lentamente, sdo clinicamente indolentes € bem
localizados, embora as formas mais agressivas e metastaticas também possam ocorrer
(MIFTARI et al., 2016). Cerca de 30% dos pacientes apresentam recidivas (MAROTTA,
2016). Os pacientes com CPT apresentam uma incidéncia elevada de metéstases linfonodais,
o que representa um fator de risco independente da recorréncia do tumor. O
comprometimento linfonodal ¢ mais frequente entre os pacientes jovens, apesar do
prognostico para esta faixa etéria ser excelente (CZARNIECKA et al., 2015). Contudo, alguns
estudos, relataram que as metastases linfonodais estdo associadas com um aumento na
proporcao de recorréncia loco regional da doenca e ndo estdo relacionados com a sobrevida
(CZARNIECKA et al., 2015; MAROTTA, 2016).

Os carcinomas papiliferos sdo definidos como uma combinacdo de caracteristicas
morfologicas, podendo ser lesdes tUnicas ou multifocais (AL-BRAHIM; ASA, 2006).
Apresentam uma variedade de padrdes grosseiros, com bordas irregulares ou contornos bem
circunscritos, fendidos, apresentando dispersdo periférica de agregados de cromatina. Alguns
tumores podem apresentar infiltragdo do parénquima da tireoide circundante. As lesdes
podem conter areas de fibrose e calcificagdio e muitas vezes podem ser cisticas (AL-
BRAHIM; ASA, 2006; LLOYD et al., 2011; KATOH et al., 2015; MIFTARI et al., 2016).

As principais caracteristicas microscopicas dos carcinomas papilares incluem: ntucleos
aumentados e alongados, com aglomeracdo e sobreposi¢do, contorno nuclear irregular,
cromatina com marginagdo periférica, dando origem ao que foi descrito como nucleos dos
“olhos da orfa Annie”, multiplos micronucléolos localizados imediatamente abaixo da

membrana nuclear, sulcos nucleares resultantes da irregularidade do contorno nuclear e
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pseudo-inclusdes resultantes do acimulo de citoplasma em sulcos nucleares proeminentes

(Figura 3) (AL-BRAHIM; ASA, 2006).

Figura 3. Micrografia apresentando aspectos citoldgicos que caracterizam o carcinoma papilar da tireoide (AL-
BRAHIM; ASA, 2006).

1.3.1 - Subtipos histologicos do CPT

Existem numerosas variantes histopatoldgicas dos carcinomas papiliferos da tireoide.
Cada variante mostra uma combinac¢do de padroes de crescimento especificos, tipos de células
e alteragdes do estroma (LLOYD et al., 2011).

Variante folicular: inclui tumores semelhantes a neoplasia folicular quando
examinados grosseiramente. Sdo compostos de foliculos de tamanhos varidveis. O coloide ¢
geralmente mais escuro ou hipereosinofilico em comparagao com o coloide na tireoide nao
neoplasica adjacente. O diagndstico de variante folicular de PTC pode ser bastante dificil e
controverso, sendo dificil de distinguir do adenoma folicular e se assemelha muito as
neoplasias foliculares, exceto pelas caracteristicas citoldgicas. Assim, o uso de marcadores
imuno-histoquimicos e moleculares se faz necessario na confirmag¢ao do diagnostico em casos
mais dificeis (LLOYD et al., 2011)

Variante classica: ¢ a forma classica do CPT caracterizada por papilas complexas que
se ramificam e possuem uma haste fibrovascular revestida por uma ou varias camadas de
células epiteliais; também, podem ser identificadas estruturas de calcificagdo concéntrica no
eixo das papilas, denominadas de corpos psamomatosos (AL-BRAHIM; ASA, 2006).

Variante de células altas: ¢ uma variante composta de células cujo comprimento ¢ pelo
menos 2-3 vezes maior do que a altura. As células tumorais t€ém abundante citoplasma

eosinodfilo e caracteristicas nucleares semelhantes ao CPT convencional (AL-BRAHIM; ASA,
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2006; LLOYD et al., 2011). As pseudoinclusdes nucleares podem ser mais proeminentes. Os
tumores tendem a ser maiores do que os CPT convencionais, de modo que a necrose, a
atividade mitotica e as extensodes extratiroidianas sdo mais comuns. A maioria dos pacientes
sao mais velhos e apresentam tumores grandes e volumosos, geralmente com curso mais
agressivo do que a variante classica ( LLOYD et al., 2011).

Variante de células colunares: ¢ uma variante rara composta de células pseudo-
estratificadas em colunas. Algumas células podem possuir vactiolos supra nucleares
citoplasmaticos. E constituida igualmente por células altas, embora com citoplasma claro,
fazendo lembrar o endométrio secretor. A sua agressividade biologica ¢ semelhante a do
carcinoma papilar de células altas (LLOYD et al., 2011).

Variante oncocitica (variante de células de Hiirthle): ¢ formada por células
caracterizadas por um citoplasma eosinofilico e granular abundante, causado por acumulagao
mitocondrial. Geralmente, pode apresentar formagao em papilas classicas ou possuir foliculos,
seja com arquitetura microfolicular ou macrofolicular (AL-BRAHIM; ASA, 2006).

Variante células claras: constituida principalmente de células claras, tém uma
arquitetura papilar e caracteristicas citologicas dos CPT. Alguns desses tumores podem ter
caracteristicas de células claras e oncocitarias ( LLOYD et al., 2011).

Variante Warthinlike: constitui um subconjunto de tumores oncociticos com
infiltra¢do linfocitica marcante da papila (AL-BRAHIM; ASA, 2006).

Variante esclerosante difusa: ¢ uma variante incomum e ocorre em individuos mais
jovens, entre 15 e 30 anos, ocorrendo também em criangas € em pacientes irradiados. O tumor
demonstra um padrao de crescimento papilar proeminente, misturado com areas solidas
contendo ninhos de metaplasia escamosa (LLOYD et al., 2011). Sao caracterizados pelo
envolvimento difuso da tireoide e ambos os lobos sdo tipicamente envolvidos. E
acompanhada de fibrose extensa, difusa, em toda a glandula, geralmente associada a um
infiltrado linfocitico proeminente podendo simular uma tireoidite de Hashimoto. Metéstases
linfonodais, com comprometimento ganglionar e pulmonar estdo presentes em quase todos os
casos (LLOYD etal., 2011; KATOH et al., 2015).

Variante solida: inclui tumores com camadas de células tumorais, que tém
caracteristicas citoldgicas tipicas de CPT. A invasdo vascular e a extensdo extratireoideana
estdo presentes em cerca de um terco dos casos. Eles sdo mais comuns em criangas com

historia de exposicao a radiagao (LLOYD et al., 2011).
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Variante cribriforme-morular: ¢ caracterizada por lobulos de tumor separados por
septos fibrosos, sendo associada com a Sindrome Poliposa Adenomatosa Familiar e a
Sindrome de Gardner (LLOYD et al., 2011). Os 16bulos tumorais t€ém arquitetura cribriforme
caracterizada por espacos rigidos nos lobulos formados por arcos de células sem nucleos
fibrovasculares. Células escamosas e fusos morules também podem ser identificados (AL-
BRAHIM; ASA, 2006; LLOYD et al., 2011).

Microcarcinomas papilares (MCP): sdo geralmente encontrados incidentalmente em
citologia por puncdo aspirativa por agulha fina (PAAF) e medem menos de 1,0 cm de
diametro (LLOYD et al., 2011). Quando associados aos carcinomas papilares clinicamente
evidentes podem estar relacionados com disseminagdo tumoral. Os pacientes podem
ocasionalmente apresentar metéstases linfonodais cervicais. Os tumores muitas vezes se
encontram perto da capsula da tireoide. Quando ndo estdo encapsulados e apresentam
esclerose extensa, podem ser mais agressivas do que tumores completamente encapsulados

(AL-BRAHIM; ASA, 2006; LLOYD etal., 2011).
1.4. Aspectos genéticos dos carcinomas de tireoide

Os ultimos anos tém sido cruciais na compreensao da base molecular da carcinogénese
da tireoide. Carcinomas surgem normalmente a partir de um conjunto de mutagdes que
conferem uma vantagem seletiva, levando a uma expansao clonal da célula geneticamente
modificada. Portanto, o entendimento da tumorigénese depende da identificacdo de mutagdes
que levam a expansao clonal (VOGELSTEIN et al., 2013).

Os carcinomas papiliferos consistem na maioria dos tumores da glandula tireoide,
sendo sua base molecular bastante estudada. As alteragdes moleculares encontradas nos
carcinomas papilares podem ocorrer em diferentes niveis, como resultado do envolvimento
dos genes que codificam o receptor com dominio de tirosina quinase (RET ¢ NTRK1), dos
dois efetores intracelulares da via da MAPK (RAS e BRAF), ou das proteinas nucleares
(PAXS8-PPARY) (LOPES, 2011).

Mutagdes em um destes genes podem ser encontradas em mais de 70% dos
carcinomas papiliferos e raramente se sobrepdem no mesmo tumor, sugerindo que a ativagao
desta via de sinalizag¢do ¢ essencial para a iniciacdo do tumor e a alteragdo de um unico efetor
da via ¢ suficiente para a transformacdo das células (TANG; LEE, 2010). As principais

alteracdes genéticas descritas até agora em CPT sdo as translocagdes no gene RET com
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prevaléncia estimada variavel, de 20-40% nos carcinomas papiliferos em adultos e a mutagao
no gene BRAF que ocorre em cerca de 60% dos CPT (CIAMPI; NIKIFOROV, 2007).

O proto-oncogene RET ¢ um gene de 21 éxons localizado no brago longo do
cromossomo 10 (10q11.2) que codifica um receptor de tirosina quinase. RET foi o primeiro
receptor de tirosina quinase ativado a ser identificado no cancer da tiroide. E constituido por
um dominio extracelular com um sitio de ligacdo ao ligante, um dominio transmembranar e
um dominio intracelular (ARIGHI et al., 2005; LOPES, 2011;). RET ¢ ativado por interacao
com um multi-complexo que inclui uma familia de ligantes soluveis, fatores neurotréficos
derivados de Glia (GDNFs) e uma familia de co-receptores ligados a superficie celular, os
receptores da familia GDNFa (GFRa) (ARIGHI et al., 2005). Ligacdo do ligante ao RET
resulta em auto fosforilagdo da proteina nos residuos de tirosina. Isso ativa varias vias de
sinalizacdo incluindo a MAPK (MAPK / ERK), resultando em estimulag@o cronica da via de
tumorigénese (CIAMPI; NIKIFOROV, 2007).

Na glandula tireoide, o RET ¢ expresso em niveis elevados nas células C
(parafolliculares), mas nao nas células foliculares. Nestas células, pode ser ativado de forma
aberrante por rearranjo cromossomico, resultando na fusao da por¢do 3’ do gene RET com a
porcdo 5’ de varios genes heterdlogos, sendo esta translocacdo conhecida por RET/PTC
(LOPES, 2011). Uma inversdo paracéntrica do cromossomo 10 origina um gene de fusdo
entre o dominio da tirosina quinase do gene RET e a regido amino terminal do gene CCDC6.
A proteina de fusdo ¢ entdo ativada constitutivamente através da formacdo de dimeros
mediada pelo dominio da proteina CCDC6 (SUZUKI et al., 2015) (Figura 4). As células
foliculares da tireoide ndo expressam RET, no entanto, tais rearranjos estdo presentes em

cerca de 20 a 25% dos carcinomas papiliferos (CIAMPI ; NIKIFOROV, 2007).
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Figura 4: Representagdo esquematica dos rearranjos RET / PTC1 (SUZUKI et al., 2015).
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A via mais estudada na tumorigénese da tireoide ¢ a MAPK (proteinas quinases
ativadas por mitogenos) (figura 5). A MAPK ¢é uma via de transdugdo de sinais intracelulares
necessarios para a manutengdo de atividades como o crescimento celular, proliferacao,
diferenciagdo e apoptose, sendo responsiva ao receptor com dominio de tirosina quinase na
superficie celular. Esta via transmite os sinais extracelulares de varios fatores de crescimento,
hormonios e citocinas, ao nucleo celular através da ativacao de cascatas de sinais (TANG;
LEE, 2010).

A jungdo dos ligantes aos seus receptores de superficie conduzem a dimerizagdo dos
receptores e a auto fosforilagdo de residuos de tirosina presentes no dominio citoplasmatico
do receptor, culminando com a sua ativacdo (TANG; LEE, 2010). Os receptores ativados,
através de proteinas adaptadoras, ativam a proteina quinase RAS. Em seguida, a quinase RAS
ativa a fosforilacdo de quinases de RAF. A RAF quinase do tipo B (BRAF), a mais abundante
e potente na familia RAF, fica livre para ativar as proteinas quinases de especificidade dupla:
MAP quinase-quinases (MAPKK, também conhecidas como MAP / quinases reguladas por
sinal extracelular, MEK) 1 ¢ 2 (MCCUBREY et al., 2007; MOHAMMADI; HEDAYATI,
2017). MEK1 / 2 fosforilam e ativam quinases reguladas por sinal extracelular (ERK) 1 e 2.
Quando ativada, a ERK fosforila proteinas citoplasmaticas e ¢ translocada para dentro do
nucleo, onde regula a transcricio de genes envolvidos na diferencia¢do, proliferacdo e
sobrevivéncia celulares (MCCUBREY et al., 2007, MOHAMMADI; HEDAYATI, 2017;
TANG:; LEE, 2010).

Figura 5: Via Intracelular da MAPK (Adaptado: CHAPMAN, 2010).
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A proteina BRAF pertence a familia das quinases de serina-treonina RAF, que
apresentam trés isoformas funcionais nas células de mamiferos: A-RAF, B-RAF ¢ C-RAF. A
isoforma B de RAF ¢ a proteina BRAF. O gene que codifica essa proteina esta localizado no
braco longo do cromossomo 7 (7q34), ¢ composto por 17 introns e 18 éxons abrangendo uma
regido de 190.284 pb (figura 6) (LOPES, 2011). E o mais potente ativador da via da MAPK,
resultando na proliferacdo celular, inibicdo da diferenciacdo e apoptose. Logo, mutacdes no
gene BRAF levam a perda do controle sobre o ciclo celular, iniciando assim o
desenvolvimento de neoplasias (TANG; LEE, 2010). BRAF expressa-se em niveis elevados
em células neuronais, hematopoiéticas e no testiculo, e ¢ igualmente a isoforma predominante
nas c¢lulas foliculares da tireoide . As mutacdes ativadoras do BRAF' ja foram descritas em
diversas neoplasias humanas, incluindo melanoma, carcinoma de ovério e ainda no carcinoma

colorretal (CZARNIECKA et al., 2015).
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Figura 6. Diagrama do gene BRAF Fonte: Atlas of Genetics and Cytogenetics in Oncology and Haematology
(2004). http://atlasgeneticsoncology.org/Genes/BRAFID828.html

A mutagdo no gene BRAF ¢ um dos eventos moleculares mais prevalentes na
patogénese dos CPT em adultos. BRAFV600E ¢ uma mutacdo pontual missense que ocorre
frequentemente em CPT e corresponde a mais de 90% das mutacdes do gene BRAF
(CZARNIECKA et al., 2015; KATOH et al., 2015). A mutagdo consiste na transversao
timina-adenina na posi¢do 1799 (T1799A) no éxon 15 do gene, localizado no cromossomo 7,
que gera a substituicdo do aminoacido valina pelo glutamato no residuo 600 da proteina
(V600E). BRAFV600E causa uma ativacdo descontrolada e continua de proteinas quinases,
por meio da via da MAPK, que induzem uma excessiva proliferacdo ¢ diferenciacao das
células tumorais (SCHULTEN et al., 2013).

A importancia de BRAFV600E ¢ revelada pelos diversos estudos publicados neste

ambito e que tém demonstrado, nos Ultimos anos, que a mutagdo se encontra presente num
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grande numero de casos de carcinoma papilar da tireoide (LOPES, 2011). A mutagdo de
BRAF apresenta alta prevaléncia nos tipos subtipos histologicos: forma cléssica e variante de
células altas (60%), j& foi descrita nos microcarcinomas papilares (20-50%), e apresenta baixa
expressividade na variante folicular (SCHULTEN et al., 2013). Carcinomas papiliferos com
mutagdo em BRAF tendem a apresentar estagio avangado com extensdo extra tireoideana,
apresentam recidiva loco-regional e sdo menos responsivos ao iodo radioativo. Esses fatores
reforgam a exclusividade da mutacio BRAFV600E, demonstrando que a mutacdo pode
apresentar um poder prognostico em CPT ( SCHULTEN et al., 2013; TANG; LEE, 2010).

A expressao génica de BRAFV600E também esta relacionada com outros marcadores
caracteristicos dos carcinomas papiliferos de tireoide. Watanabe et al., (2009) encontraram
correlagdo positiva entre a expressao de BRAFV600E, fibronectina (FN), vimentina e
CITED-1.

A familia CITED (do inglés: CBP/P300-interacting transactivators with glutamic
acid [E]/asparticacid [D]-rich C-terminal domain) constitui-se de uma familia de proteinas,
descritas na década de 1990, que consistem em quatro proteinas nucleares (CITED-1 a 4)
(YAHATA et al., 2001; PLISOV et al., 2005; SHI et al., 2006), que estdo envolvidas nao
apenas na modulacdo de uma variedade de processos celulares e de desenvolvimento, mas
também em respostas a diversos estimulos bioldgicos e ambientais. As proteinas CITED sao
fortes ativadores da transcri¢do em células de mamiferos, mas ndo se ligam diretamente ao
DNA, interagindo com outras proteinas reguladoras de ligagdo ao DNA e funcionando como
co-ativadores transcricionais (YAHATA et al., 2000; RODRIGUEZ et al., 2004; PLISOV et
al., 2005).

As proteinas CITED, possuem aproximadamente 200 residuos de aminodcidos
(SHIODA et al.,1997; PLISOV et al., 2005) e compartilham trés regides conservadas de
homologia (CR1, CR2 e CR3), fora das quais sdo divergentes. Dado que ndo possuem
identidade de sequéncia para dominios de proteinas conhecidos, eles representaram, portanto,
uma nova familia de proteinas descritas (YAHATA et al., 2000; RODRIGUEZ et al., 2004).
Quando ligados a dominios heter6logos de ligagdo ao DNA, as proteinas CITED ativam a
transcricao, (SHIODA et al., 1998; YAHATA et al., 2000; RODRIGUEZ et al., 2004), uma
funcdo dependente do dominio CR2 que liga os co-ativadores transcricionais CBP / P300
(SHIODA et al., 1998; RODRIGUEZ et al., 2004; PLISOV et al., 2005).

Todas as proteinas CITED se ligam diretamente aos integradores de transcricio CBP

e P300, através de motivos de sequéncia "LPXL" conservados em seus dominios CR2 e essa
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interacdo ¢ crucial para suas atividades de transativagdo, em especial para o gene CITED-1
que ¢ relacionado a respostas transcricionais especificas através de interagdes com outros
fatores de transcricdo e também modifica essas respostas através da interagdo com o0s co-
ativadores CBP e P300 (PLISOV et al., 2005).

O gene CITED-1, também conhecido como gene especifico do melandcitol
(MSG1), esta localizado no Xq13.1, contém 3 exdns e 2 introns dentro de 5 kb e codifica uma
proteina de 27kd da familia das proteinas CITED (SHIODA et al.,1998;YAHATA et al.,
2000; PRASAD et al., 2004). CITED-1 foi originalmente identificado em uma linhagem
celular de melanoma murino e implicado no processo de melanogénese (SHIODA et al.,
1996; NAIR et al., 2001;PRASAD et al., 2004; HOWLIN et al., 2005; DILLON et al., 2007),
no entanto, foi descoberto que o transcrito de CITED-1 ¢ expresso também em varios tecidos
nao melanociticos (YAHATA et al., 2000), incluindo uma variedade de tecidos embriondrios,
como cora¢do, membros em desenvolvimento, primordia hepatica, rim em desenvolvimento,
células epiteliais mamarias e células germinativas testiculares (SHI et al., 2006). No adulto,
CITED-1 ¢ expresso em niveis elevados no carcinoma papilar da glandula tireoide, melanoma
maligno e tumor de Wilms, coragdo e glandulas mamarias (RODRIGUEZ et al., 2004; SHI et
al., 2006) sugerindo que possa desempenhar um papel na patogénese de certos tumores (SHI
et al., 20006).

Virios transativadores que ndo se ligam diretamente ao DNA, interagem com
proteinas de ligacdo ao DNA especificas da sequéncia e subunidades transativadoras da
funcdo de fatores de transcricdo (YAHATA et al., 2000). CITED-I interage especificamente
com os fatores de transcri¢ao ligantes ao DNA (SMAD) de uma maneira dependente da
sinalizagdo do fator de crescimento transformante B (7GF-f), aumentando a transcri¢ao
mediada por SMAD. Os SMADS fosforilados nos receptores, formam hetero-oligomeros com
SMAD4, um SMAD "comum" envolvido em todos os complexos SMAD ativos, e
translocam-se para o nucleo, onde se ligam aos promotores de genes e ativam a transcrigao
(YAHATA et al., 2000).

CITED-1 regula positivamente a sinalizacdo de TGF-f através da sua associacao
com o complexo co-ativador transcricional mediado por SMAD e o complexo co-ativador
transcricional P300 / CBP. CITED-1 potencializa a transcri¢do mediada por SMAD através do
reforco da ligacdo funcional entre os fatores de transcricdo SMAD e o complexo co-ativador

da transcri¢do P300 / CBP. Tanto os SMADS fosforilados por receptores, como SMAD4 se
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ligam diretamente a P300/CBP, ¢ a transcricdo mediada por SMAD depende da fungado
coativadora de P300/CBP (YAHATA et al., 2000).

CITED-1, além de atuar sobre os eventos transcricionais nas vias de sinalizagdo de
TGF, por meio da interacdo com ligantes mediadores dos complexos de transcri¢do, atua
também aumentando a transcricdo mediada por diversos fatores além de SMAD, tais como os
receptores de estrogeno (RE) REo e RES (YAHATA et al., 2001; GERSTNER; LANDRY,
2007). Os receptores de estrogeno e o TGF-f atuam como mediadores reciprocos que
funcionam em conjunto, para atingir a estrutura epitelial ramificada final da glandula
mamaria. Foi proposto que o estrogénio e o 7GF-f atuem em um circuito regulatério onde o
estrogénio modula a ativacao do 7GF-f, que por sua vez regula a resposta proliferativa ao
estrogénio (EWAN et al., 2005). Apo6s a identificacdo de CITED-1 entre um grupo de genes
cuja expressdo foi especificamente regulada positivamente na glandula mamaéria de rato,
levantou-se a hipotese que CITED-I atua na mediacdo de sinais de estrogénio e TGF-f
(HOWLIN et al., 2005). CITED-1 parece funcionar como um co-regulador de transcrigdo do
receptor de estrogénio e do SMAD4, de uma maneira dependente da ligacao do ligante do
receptor de estrogénio ou da dimerizacdo de SMAD induzida por TGF- f e sua interagdo com
o co-ativador de transcricdo CBP/P300 (HOWLIN et al., 2005). No entanto, esses
mecanismos precisam ser melhor descritos e elucidados.

CITED-1, j4 descrito como um potente coativador de REa em células de cancer de
mama MCF-7 (YAHATA et al., 2000), parece aumentar a transcricdo mediada pela proteina
de resposta ao crescimento precoce 2 (ERG2) (DILLON et al., 2007). EGR2 ¢ um fator de
transcricdo pertencente a familia de resposta inicial do crescimento (EGR). CITED-1
potencializa a atividade transcricional mediada por EGR2 a partir do promotor ErbB2. ErbB2
pertence a familia do receptor de fator de crescimento epidérmico (EGFR) com dominio de
tirosina quinase (DILLON et al., 2007). A hiperexpressao de ErbB2 tem sido implicada em 20
a 30% dos canceres primarios de mama e correlaciona-se com um mau progndstico (DILLON
et al., 2007), portanto compreender essa ligacdo genética entre CITED-I e ErbB2 pode
fornecer dados importantes para o cancer de mama.

A modulagdo de eventos transcricionais controlados por CITED-I tem implicagdes
importantes para o desenvolvimento de diversos processos celulares. CITED-I foi
identificado pela primeira vez em melanoma, e parece também ser um importante regulador
no desenvolvimento dos néfrons (PLISOV et al., 2005; LOVVORN et al., 2007). Além disso,

a influéncia do estrogénio e 7GF-f no desenvolvimento das glandulas mamarias ¢ reduzida
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em animais CITED-I mutantes (HOWLIN et al., 2005). A auséncia de CITED-I também
retarda a diferenciacdo dos trofoblastos no desenvolvimento placentdrio (RODRIGUEZ et al.,
2004).

CITED-1 foi encontrada hiperexpressa em 87% dos casos de CPT e em nenhum
tecido tireoidiano normal (PRASAD et al., 2005). Outro estudo demonstrou que essa proteina
foi seis vezes mais expressa em CPT em relagdo a tumores benignos e tecidos tireoidianos
normais (ARORA et al., 2009). CITED-1 apresentou um papel promissor na distin¢ao de CPT
a partir de lesdes benignas na tireoide (PRASAD et al., 2005; SCOGNAMIGLIO et al.,
2006). Entretanto, ndo foram encontrados estudos que investigassem a expressdao do RNA-
mensageiro de CITED-1 e os aspectos clinico patolégicos em CPT ou que avaliassem a
associagdo entre a expressao de CITED-1 e P300 em CPT.

A ativagdo de genes eucarioticos estd associada a acetilagdo de histonas e a
remodelagdo da estrutura da cromatina (WANG et al., 2013). A alteragdo da estrutura da
cromatina ¢ critica para a regulacdo da expressdo génica. A cromatina ¢ constituida por
nucleossomas, que sao particulas constituidas por DNA associado a octameros de duas
moléculas de cada uma das proteinas histonicas do nucleo (H2A, H2B, H4 ¢ H4), em torno
das quais 146 pares de bases de DNA estdo enrolados (Figura 7) (BARNES et al., 2005;
REZEK, 2017). No nucleo das células, o DNA ¢ enrolado firmemente em torno das histonas
do nucleo, impedindo a ligagdo da enzima RNA polimerase II, que ativa a formacdo de RNA
mensageiro. Esta conformacdo da estrutura da cromatina ¢ descrita como fechada e esta

associada a supressao da expressao génica (BARNES et al., 2005).
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Figura 7. Representagdo esquematica do modelo estrutural da cromatina (Adaptado de BARNES et al., 2005).
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A trancricdo génica ocorre quando a estrutura da cromatina ¢ aberta, com o
desenrolamento do DNA, de modo que a RNA polimerase Il e complexos de transcrigdo basal
possam se ligar ao DNA para iniciar a transcricdo. Quando fatores de transcricdo pro-
inflamatérios, como NF-kB, sdo ativados, estes se ligam as sequéncias de reconhecimento
especificas no DNA e, subsequentemente, interagem com moléculas de coativadoras grandes,
como a proteina CREB-binding (CBP), P300 e P300/ CBP-associado (Figura 8). Essas
moléculas coativadoras atuam como os interruptores moleculares que controlam a transcri¢ao

génica e todos possuem atividade intrinseca de histona acetil transferase (HAT) (BARNES et

al., 2005; WANG et al., 2013).
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Figura 8. Abertura da cromatina e interacdo de o P300/CBP, com a proteina de ligagdo ao elemento de resposta
AMP ciclica (CREB), fator nuclear (NF) -kB, proteina ativadora (AP) -1 e fatores de transcrigdo ativados por
transdugdo de sinal (STATs) (Adaptado de BARNES et al., 2005).

Cada histona central tem um terminal longo, rico em residuos de lisina que pode ser
acetilado, através da transferéncia de um grupo acetil do co-fator acetil-coenzima A (acetil-
CoA), para a amina de uma cadeia lateral do substrato lisina na histona, alterando assim a
carga elétrica da histona do ntcleo (BARNES et al., 2005). A acetilagdo de histonas do
nicleo reduz a carga elétrica, o que permite que a estrutura da cromatina seja alterada,
passando da conformagdo fechada em repouso para uma conformacdo aberta ativada
(BARNES et al., 2005). O relaxamento da cromatina permite ainda que varios fatores de
reparo tenham acesso aos locais de lesdoes do DNA, os quais ndo sdao normalmente

inacessiveis (BARNES et al., 2005; WANG et al., 2013).
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A metilacdo do DNA também regula a expressao do gene. A metilagdo consiste em
uma modificacdo covalente do DNA na qual, um grupamento metil do carbono 5 de uma
citosina que, geralmente precede a uma guanina (dinucleotideo CpG), pela acdo da enzima
DNA metiltransferase (DNMT) (OLIVEIRA et al., 2010). Quando os residuos de CpG sao
metilados pelo DNMT, a proteina de dominio de ligacdo ao metil (MBDP) e as desacetilases
de histona (HDACsSs) sdo recrutadas, inibindo a transcri¢do e silenciando o gene (HEERBOTH
etal., 2014).

Outra forma de modificagdo quimica que altera a expressdo nas histonas, ¢ a metilagdo
das histonas. A metilacdo das histonas estd envolvida em varios processos biologicos,
incluindo o reparo do DNA, ciclo celular, respostas ao estresse, desenvolvimento,
diferenciagdo e envelhecimento (HEERBOTH et al., 2014). A metilagdo da histona esta
associada a estimulagdo das vias neurais, a condi¢des de envelhecimento, doencas
neurodegenerativas e deficiéncia intelectual. Esta modificacdo altera as propriedades do
nucleossoma e afeta suas interagdes com outras proteinas, particularmente em relagdo aos
processos de transcri¢ao génica (KRAMER, 2013).

P300 ou EP300, ¢ membro da familia de histona acetiltransferases de co-ativacao
transcricional. O P300 e o seu pardlogo CBP foram descritos pela primeira vez como
parceiros de ligacdo da proteina de regido 1A (E1A) do adenovirus e das proteinas de ligacao
do potenciador regulado pelo cAMP (CREB), respectivamente (WANG et al., 2013;
MAKSIMOSKA et al., 2014; HOLMQVIST; MANNERVIK, 2013). O gene que codifica a
proteina P300 estd localizado no cromossomo 22 q13.2 (WANG et al., 2013) e codifica uma
proteina grande, de aproximadamente 270 kDa (MAKSIMOSKA et al., 2014).

P300 e seu paradlogo, CBP, desempenham a regulacdo de uma ampla variedade de
atividades celulares, como proliferacao, regulacao do ciclo celular, apoptose, diferenciacao,
resposta a danos ao DNA, processo de transcri¢do e principalmente a acetilacdo de histonas
através da atividade histona acetiltransferase (LIAO et al., 2012; WANG et al., 2013). CBP ¢
P300 desempenham papéis distintos, no entanto, suas fungdes sdo em grande parte muito
semelhantes. Devido a sua similaridade estrutural e redundancia funcional, CBP e P300 sdo
muitas vezes referidas coletivamente como CBP / P300 (WANG et al., 2013).

O complexo CBP\P300 funciona principalmente como cofator de transcrigdo para um
numero de proteinas nucleares envolvidas em vias tumorigénicas. Estas incluem
oncoproteinas conhecidas (tais como: Myb, Jun, Fos), proteinas transformadoras virais (tais

como E1A, E6 e antigeno T grande) e proteinas supressoras de tumores (tais como p53, E2F,
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Rb, Smads, RUNX e BRCA1) (IYER et al., 2004; WANG et al., 2013). CBP\P300 apresenta
multiplos dominios e, além do dominio de histona acetil-transferase enzimatico, contém
outros dominios de interagdo de proteinas incluindo trés dominios ricos em cisteina-histidina
(CH1, CH2 e CH3), um dominio indutivel por quinase (KIX), um bromodominio ¢ um
dominio de interagdo coativador de receptor de esteroides (SID, também o dominio de
interagdo SRC-1) (figura 9) (WANG et al., 2008; CHEN;LI 2011; WANG et al., 2013;
MAKSIMOSKA et al., 2014). Estes servem como dominios de interacdo proteina-proteina,
nos quais o bromodominio reconhece a acetil-lisina em histonas e outras proteinas. P300 /
CBP nao s6 catalisa a acetilacdo de todas as histonas de quatro nucleos, mas foi descrita por
acetilar mais de 70 outras proteinas além dela propria. Portanto o complexo P300/CBP parece
ser um integrador de transcricdo versatil, e talvez bastante geral (WANG et al., 2008;

HOLMQVIST; MANNERVIK, 2013).
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Figura 9: Exemplos de fatores de transcri¢do, ativadores e co-ativadores associados a diferentes dominios
funcionais de P300 (Adaptado de LI; CHEN, 2011).

As modificagdes pds-traducionais como, acetilagdo, fosforilagdo e ubiquitinagdo sdo
mecanismos fundamentais para a regulacdo da fungdo proteica (KARUKURICHI et al.,
2010). P300 pode ser regulado por acetilagdo (LI; CHEN, 2011). E bem consolidado que
P300 pode acetilar um numero consideravel de proteinas, além de si mesmo (HOLMQVIST;
MANNERVIK, 2013). A auto-acetilacdo de P300 ¢ predominantemente alcangada de forma
intermolecular. Um total de 17 diferentes locais de auto-acetilacao foram identificados no
dominio histona acetil-transferase (HAT) de P300 (THOMPSON et al., 2004; KARANAM et
al., 2006). Muitos dos residuos de lisina acetilados s@o agrupados no dominio HAT de P300,

que ¢ sensivel as proteases, e a atividade catalitica de P300 ¢ estimulada pela autoacetilagao
33



de alguns destes residuos de lisina (THOMPSON et al., 2004). Auto-acetilacdo destes
residuos de lisina parece atuar como um interruptor reversivel para controlar a atividade HAT
e, consequentemente, o potencial de P300 para atuar como co-ativador da transcri¢ao.
Contudo, P300 abriga centenas de residuos de lisina e cerca da metade deles esta localizada
em dominios HAT diferentes. A extensdo da autoacetilagdo do comprimento total de P300 e a
influéncia do meio celular ndo sdo conhecidos. Além disso, ainda ndo esta claro se outras
acetiltransferases celulares também podem acetilar P300 (LI; CHEN, 2011).

A fosforilagdo de P300 ocorre abundantemente durante a proliferagdo celular e
diferenciagdo, na qual, quinases dependentes de ciclinas regulam P300/CBP durante a
progressao do ciclo celular (LI; CHEN, 2011). A proteina P300 ¢ fosforilada em vérios locais
por varias quinases, incluindo quinases ativadas por sinais extracelulares (por exemplo,
proteina quinase [PK] A, PKC, PKB e proteinas quinases ativadas por mitogenos [MAPK,
incluindo BRAF]) (WANG et al., 2014). Uma série de residuos potencialmente fosforilaveis
por proteinas quinases ativadas por mitogenos (MAPKSs), isto é, serinas e treoninas, estio
presentes e conservados evolutivamente em P300/CBP (POIZAT et al., 2005).

A proteina quinase B (PKB) ¢ um fator critico de proliferagao e sobrevivéncia celular,
(LI; CHEN, 2011), e sua funcao ¢ mediada através da fosforilagdo no residuo de serina Ser-
1834 (CHEN et al., 2007). P300, que contém uma sequéncia consenso na regiao C-terminal,
interage com PKB e ¢ um substrato integro para a fosforilagdo por PKB nessa sequéncia. A
fosforilagdo de P300 por PKB aumenta a atividade HAT de P300 e induz o recrutamento de
P300 aos seus promotores alvos, levando a acetilacdo de histonas e a ativagdo transcricional.
PKB também contribui para a atividade transcricional, aumentando a estabilidade metabdlica
de P300 ou mantendo a concentragcdo critica da proteina p300 endogena em diferentes
sistemas celulares. PKB entdo ¢, portanto um regulador critico das fun¢des de P300 (LI
CHEN, 2011).

A fosforilagdio de P300 também ¢ mediada por ERK1/2 nos residuos de serina
Ser2279, Ser2315 e Ser2366 e estimula a atividade de HAT. A proteina quinase C (PKC) e a
fosforilacdo de P300 mediada por quinase 2 no residuo de serina Ser89, inibem a atividade
HAT de P300. A fosforilagdao por ataxiatelangiectasia mutada (ATM), no residuo Ser106 do
P300 ¢ importante para a estabilizacdo de P300 em resposta a quebras de cadeias duplas
induzidas por radiacdo ionizante. Assim, diferentes residuos de P300 sdo fosforilados por

quinases diferentes sob varias condi¢des (CHEN et al., 2007).
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Viérias vias de sinalizagdo foram identificadas na regula¢do das fungdes de P300. A
ubiquitinagdo de P300 estd associada com a sua forma ndo fosforilada, e a conjugacdo da
ubiquitina ocorre em regides especificas, como a regido de bromo dominio. P300 também
pode ser modificado pela via SUMO (sumoilagdao) proximo do bromo dominio, que se
correlaciona com a repressdo transcricional (LI; CHEN, 2011). A fosforilagdo reversivel ¢
fundamental para a regulacdo de uma variedade diversa de processos celulares (CHEN et al.,
2005). A fosforilacao de forma reversivel pode sinalizar a degradag¢do da proteina de forma
seletiva, através da via proteassomal 26S, que ¢ um sistema de proteolise celular importante,
localizando-se no citoplasma e no nacleo (LI; CHEN, 2011).

A degradagao através da via de proteassoma 26S envolve modificacdo covalente da
proteina alvo com multiplas por¢des de ubiquitina antes da destrui¢do da proteina (CHEN et
al., 2005). MAP kinase p38, fosforila P300 e induz a degradagao proteassomal de P300 (LI,
CHEN, 2011). A fosforilagdao de P300 por proteinas quinases também pode desempenhar um
papel importante na manutengao de sua estabilidade metabolica como no caso de PKB. Uma
das principais fosfatases de serina-treonina, ¢ a proteina fosfatase 2A (PP2A) que caracteriza
um complexo heterotrimérico constituido por uma subunidade estrutural, uma subunidade
catalitica e uma subunidade reguladora varidvel (CHEN et al., 2005).

A subunidade reguladora B56y3 da proteina fosfatase 2A ¢ uma reguladora negativa
da atividade de P300, visando a degradagdo P300 através da via do proteassoma 26S. Dessa
maneira, a defosforilagdo de P300 pela fosfatase pode servir de sinal para designar o co-
ativador da proteolise (LI; CHEN, 2011). Muitas moléculas pequenas demonstraram induzir a
degradacao de P300 através da ativacao de diferentes transdutores de cascatas de sinalizagao
que conduzem a fosforilagdo reversivel de P300, e a atividade de P300 ¢ regulada
dinamicamente por essas vias de sinalizacdo (LI; CHEN, 2011).

A regulacdo da atividade nuclear do P300 ¢ fundamental para assegurar a acetilacdo e
a ativagdo da transcri¢ao de histonas (CHEN et al., 2007). O deslocamento nucleo-citoplasma
tem sido implicado no controle da disponibilidade e atividade desse co-ativador. Em resposta
aos estimulos celulares, P300 migra para o citoplasma, o que coincide com a ubiquitinacdo ¢ a
subsequente degradagdo (CHEN et al., 2007). O controle espacial do P300 pode ser um
mecanismo integral para regular o fung¢do do co-ativador, limitando sua oportunidade de
interagir com fatores de transcricdo especificos de sequéncia, acetilar histonas ou fatores de

transcri¢do e coordenar a ativacao transcricional (LI; CHEN, 2011).
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A agregacdo de proteinas dobradas nas células eucaridticas ¢ formada quando o
sistema de degradag@o de proteinas da célula esta sobrecarregado, e até mesmo em respostas a
proteinas toxicas (LI; CHEN, 2011). A formacdao desse agregado proteico ¢ um processo
altamente regulado que possivelmente, serve para organizar proteinas dobradas em um tnico
local (CORBOY et al., 2005). A formagao do agregado ¢ um mecanismo de prote¢do celular
para sequestrar agregados de proteina citoplasmatica ou para liberd-los para eliminagio
através da via autofagossoma alternativa. Muitas proteinas nucleares, incluindo P300, sdao
substratos do agregossoma e sofrem degradacdo citoplasmatica, que € parte integrante do
processo normal de regulagdo celular (CHEN et al., 2007, LI; CHEN 2011).

Além de ser degradado pelo sistema agregossoma, P300 desempenha um importante
papel no citoplasma, apresentando uma atividade citoplasmatica de ubiquitina ligase E4 (SHI
et al., 2009; LI; CHEN, 2011). P300 ndo s6 acetila p53 e atua como seu co-ativador
transcricional, mas também contribui para a ubiquitinagdo p53 através das atividades
intrinsecas de E3 / E4 (GROSSMAN et al., 2003; SHI et al., 2009). A funcdo de P300 ¢
necessaria para a poliubiquitinagdo enddgena de p53 e sua rotatividade (SHI et al., 2009).
Além disso, a atividade intrinseca de E4 ligase do P300 ¢ exclusivamente localizada no
citoplasma (SHI et al., 2009). Esta compartimentalizacdo de P300 separa sua atividade de
ubiquitina ligase no citoplasma daquela de acetiltransferase necesséaria para transcricdo de
genes mediada por p53 no nucleo, o que resolve efetivamente a fun¢do oposta de P300 em
pS3 em relagdo a protedlise e ativagdo (LI; CHEN, 2011).

Alteragdes em P300 e CBP sdo associadas a varias doengas. Por exemplo, na
sindrome de Rubinstein-Taybi (RTS), desordem de desenvolvimento, causada por mutacdes
germinativas heterozigdticas nos genes CBP ou P300 (HENRY et al., 2013). Varias mutagdes
genéticas associadas a P300 / CBP foram detectadas em tumores humanos com perda de
funcdo, sendo mutagdes pontuais encontradas em carcinomas colorretais, de mama, ovarios,
cavidade oral, aparelho gastrico, pulmao e pancreas (WANG et al., 2008; LI; CHEN, 2011).
Transloca¢des cromossomicas associadas a CBP\P300 foram observadas em leucemia
mieloide aguda (LMA) e em doencas hematoldgicas como mieloide / linfoide ou linhagem
mista (HOLMQVIST; MANNERVIK, 2013; WANG et al., 2008; IYER, 2004).

O aumento da expressao de P300 tem sido correlacionado com progressao do cancer
e com a diminuicdo da sobrevida dos pacientes em diversos tipos tumorais (LIAO et al.,
2012). O CBP\P300 também funciona como um cofator transcricional para proteinas

envolvidas em vias tumorigénicas e também pode contribuir para a carcinogénese do epitélio
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respiratorio através da ciclina D1, ciclooxigenase-2 (COX-2) e ativador da proteina-1 (AP-1)
(WANG et al., 2009). P300 também esta relacionado com p53 e HIF-1 em cancer de mama e
(LI; CHEN, 2011) e a sua hipoexpressao foi relacionada com a progressao da doenca e pior
progndstico em pacientes com melanoma (ROTTE et al., 2013). P300 também foi associada a
doencas neurodegenerativas progressivas como a doenca de Huntington, doenca de Kennedy,
doenga de Alzheimer, doengas cardiacas e fibrose (HOLMQVIST; MANNERVIK, 2013;
WANG et al., 2009). Entretanto, em carcinomas papiliferos de tireoide, o papel dessa proteina

ainda parece indefinido.
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2. OBJETIVOS
2.1 - Objetivo Geral:

Avaliar a expressdao génica de mRNA de P300 e CITED-1 em CPT utilizando PCR

quantitativa em tempo real.

2.2 - Objetivos Especificos:

1) Comparar a expressao diferencial do mRNA de P300 ¢ CITED-1 em 31 casos de CPT
em relacdo aos tecidos tireoideanos normais (correlatos).

2) Investigar as possiveis associa¢des entre a expressdo do mRNA de P300 e CITED-1 e
os aspectos clinicopatoldgicos dos 31 casos de CPT.

3) Contribuir para melhor elucidagdao do papel de P300 e CITED-1 na tumorigénese
papilifera tireoidiana.

4) Propor possiveis marcadores diagnosticos e terapéuticos envolvidos na carcinogénese

tireoidiana.

38



3. METODOLOGIA

3.1. Delineamento metodologico

Os pacientes selecionados nesse estudo foram operados sequencialmente no periodo
de 2015 a 2016 no Servigo de Cabeca e Pescogo do Hospital Araujo Jorge (HAJ) da
Associagdo de Combate ao Cancer em Goias (ACCG). Foram selecionados pacientes com
carcinoma papilifero da tireoide com diagnostico clinico e histopatologico comprovado.
Informacdes clinicas foram obtidas dos respectivos prontuarios. Este estudo foi aprovado pelo
Comité de Etica em Pesquisa do Hospital Aratjo Jorge. Niimero do parecer: 867.323 (Anexo
A).

Para investigar a expressao génica de P300 e CITED-1 nos pacientes com CPT, foram
coletadas 31 amostras de tecido tumoral e 31 amostras do tecido normal adjacente. A andlise
das amostras pareadas, utilizando o tecido normal e o tumoral do mesmo paciente ¢ uma
forma de controlar os fatores que potencialmente regulam a expressao de P300 e CITED-1 e
que podem diferir de paciente para paciente.

Imediatamente ap6s a remogao cirurgica, as amostras de tecidos foram analisadas por
um patologista, por meio de técnica de congelacdo. Em seguida, transferidas para o nitrogénio
liquido e posteriormente armazenadas em -70°C. Cortes histologicos foram feitos a partir das
amostras para a confirmacdo diagnostica e separacdo dos fragmentos de tecidos normais e
tumorais, com técnica de macrodisseccao. Todos os 31 tecidos tumorais foram classificados

como carcinomas papiliferos da tireoide.

3.4 Analise Molecular

3.4.1 Extracao de RNA

O RNA total foi extraido das amostras teciduais congeladas em nitrogénio liquido
usando o reagente TRIZOL (Invitrogen). Foi utilizado 1 mL de TRIZOL para cada fragmento
de tecido (50-100 mg). As amostras foram previamente homogeneizadas em TRIZOL com o
uso de um homogeneizador de células (TissueRuptor, Qiagen), conforme instrugdes do
fabricante. Ap6s homogeneizagdo, o material foi submetido a fase de separagdo do RNA, no
qual a amostra foi incubada por 5 minutos no gelo, adicionando em seguida, 200 pL de
cloroférmio seguido de homogeneizagdo vigorosa por 15 segundos e incubagdo por 15
minutos no gelo. As amostras foram entdo, submetidas a centrifugacdo a 12.000 rpm por 15
minutos em centrifuga refrigerada (2-8 °C), que promoveu a separagdo da mistura em trés

fases: uma fase inferior vermelha contendo fenol-cloroféormio, uma fase intermediaria € uma
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fase superior translucida aquosa na qual se encontra o RNA. Em seguida foi realizada a
precipitacdo do RNA com o uso de 500 pL de alcool isopropilico, apos transferéncia da fase
aquosa com o RNA para um novo tubo limpo e seco. Apds esta etapa, as amostras foram
incubadas por 10 minutos no gelo e centrifugadas sob refrigeragao (2-8 °C) a 12.000 rpm por
10 min. O precipitado de RNA, frequentemente visivel antes da centrifugagdo, formou um
“pellet” gelatinoso no fundo lateral do tubo. A préxima fase foi a de lavagem do RNA com o
uso de 1 mL de etanol 75%, ap6s remogao do sobrenadante da fase anterior. Depois, as
amostras centrifugadas a 7.4000 rpm por 5 minutos (2-8 °C). A ultima etapa foi a de
redissolucdo do RNA, no qual o “pellet” de RNA foi seco por agdo de evaporagao do etanol,
seguido de dissolugdo em 4agua livre de RNAse (40 pL). O produto de extracdo fora
armazenado em microtubos a -80°C no Laboratorio de Oncogenética e Radiobiologia da
ACCG.

ApoOs a extracdo, as amostras tiveram a determinacdo da pureza e a concentragdo do
RNA extraido pela leitura no espectrofotdmetro, Nanodrop (Thermo Scientific), em um
comprimento de onda de 260 e 280nm. A razao 260/280 deve estar entre 1,8 e 2,1, a fim de
que a amostra seja considerada adequada para a transcrigdo reversa e quantificacdo de
transcritos especificos.

Apos a determinagdo das concentragdes, as amostras foram submetidas a eletroforese
em gel de Agarose 0,8%. Esse passo ¢ necessario para a visualizagdo de presenca ou nao do
RNA, avaliacdo da integridade e verificacdo de 4cidos nucleicos contaminantes. A separagao
foi realizada em cuba de eletroforese contendo tampao TBE 1X por 60 minutos a 100W e
70mA.

A analise do gel, sob luz ultravioleta, deve mostrar um rastro de RNA. A integridade
do RNA ¢ avaliada pela presenca das bandas especificas de RNA ribossomal 28S, 18S e 5.8S.
O RNA mensageiro ¢ visualizado como um rastro entre as bandas ribossomais. A figura
abaixo representa a eletroforese de algumas amostras que foram extraidas. Todas as 31

amostras seguiram esse mesmo padrao de eletroforese.
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Figural0. Eletroforese das amostras de RNA extraidas dos tumores (CPT) e tecidos normais.

3.4.2 Sintese de cDNA

Utilizou-se o Kit High Capacity RNA to cDNA Master Mix (Applied Biosystems) e
o produto gerado a partir da técnica de extracdo de RNA para realizagdo da sintese de DNA
complementar. De acordo com o protocolo sugerido pelo fabricante, todas as amostras de
RNA dos tumores e tecidos normais foram previamente submetidas a célculos para diluicao,
de modo que foi obtida uma concentracdo de aproximadamente 1000 ng/uL. O volume final
da reacdo deve ser de 20uL, dos quais 10uL correspondem ao Tampao 2x, 1uL da enzima RT
20x, a quantidade da amostra necessaria calculada e a quantidade suficiente em agua para
completar o volume. As amostras foram colocadas no termociclador (Veriti - Applied
Biosystems) a 37°C por 60 minutos, 95°C por 5 minutos e 4°C infinito. Apos a amplificagdo,
os cDNAs foram submetidos a quantificacdo no Nanodrop (Thermo Scientific) (Tabela 1) e
estocados a -20°C no laboratorio de Oncogenética e Radiobiologia da ACCG.
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3.43 PCR em Tempo Real

A técnica de PCR em tempo real (QPCR) constitui-se de um método de analise génica
mais rapido do que a técnica de PCR convencional, promovendo o aumento da sensibilidade e
reprodutibilidade do teste. O emprego desta metodologia permite a amplificagdo e detecgao
simultdnea da sequéncia génica alvo, através do uso de marcadores fluorescentes (OKINO,
2007).

Durante a reagdo de PCR, a fluorescéncia aumenta a cada novo ciclo e atinge um
limiar (threshold), no qual todas as amostras podem ser comparadas. Este limiar corresponde
ao momento utilizado para analise da fluorescéncia e deve estar na faixa em que a quantidade
de fluorescéncia gerada pela amplificacdo das amostras, torna-se significativamente maior que
a fluorescéncia de base. O limiar ¢ definido na fase exponencial da reacdo de PCR, quando a
quantidade de produto formada traduz de forma satisfatéria a concentragdo inicial de fitas
molde (mRNA/cDNA) amplificadas pela reagdo (SADDI, 2004).

O ciclo exato no qual o limiar de fluorescéncia ¢ definido denomina-se CT (Ct:
threshold cycle). Quando a eficiéncia da rea¢do de PCR estd proxima de 100%, o niimero de
copias geradas aumenta de forma exponencial. Amostras mais concentradas (com maior
numero de fitas-molde iniciais) atingem o limiar mais precocemente € mostram valores de Cts
mais baixos (SADDI, 2004). O Ct permite a quantificagdo relativa do cDNA do gene de
interesse de cada uma das amostras, apds ser corrigido pelos Cts do genes endogenos e da
amostra de referéncia. No caso deste estudo, a analise da expressdo relativa do gene alvo foi
feita comparando as amostras de tumor com as amostras normais para os dois genes
endogenos, separadamente.

Utilizando o Ct, a quantificagdo absoluta e a quantificagdo relativa podem ser
realizadas. A quantificagdo absoluta realiza a quantificacdo com base em uma curva padrao.
Em contraste, a quantificagdo relativa determina mudangas na expressao génica em relagdo a
uma amostra de referéncia. A quantificacdo relativa ¢ amplamente utilizada, pois requer
menos reagentes, uma vez que ndo ¢ necessario gerar uma curva padrdo, e os erros causados
por diluigdes ao criar uma curva padrao, também podem ser evitados. Além disso, as vezes, a
quantificagdo relativa dos genes entre dois grupos de tratamento ¢ mais interessante do que os
numeros moleculares exatos de DNA / RNA (RAO et al., 2013).

Os conjuntos de primers e sonda foram desenhados pela Life Tecnologies seguindo os
critérios e padroes definidos pelo software para sondas do tipo TagMan. Os ensaios TagMan
sdo projetados usando o mesmo protocolo de bioinformatica validado e o0 mesmo protocolo de
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corrida, eliminando a necessidade de desenho de primers ou otimizagdo de PCR
(CARVALHO, 2012).

O ensaio TagMan de expressao gé€nica escolhido para o gene alvo P300, foi o
Hs00914223 ml (Applied Biosystems) e para o gene alvo CITED-1 Hs00918445 gl (Applied
Biosystems), ambos marcados com a fluorescéncia FAM. O controle endogeno escolhido foi
o B2M, beta — 2 — microglobulina (4326319E — Applied Biosystems), marcado com
fluorescéncia VIC.

O Master Mix utilizado foi o TagMan Gene Expression Master Mix (4369510 —
Applied Biosystems). O master mix, constitui-se de um conjunto de reagentes que ¢ otimizado
para analises de PCR Quantitativo em Tempo Real. As reagdes foram realizadas em
multiplex, utilizando ensaios TagMan para um gene alvo e um gene enddégeno em cada placa.
As placas sdo de 48 pocos e foram seladas com um selo Optico (Applied Biosystems).

Em todas as placas foram usados controles negativos € um pool de cDNA como
amostra de referéncia. Todas as amostras foram quantificadas em duplicata sendo que todos
os experimentos foram otimizados de forma que a diferenga entre os Cts (threshold cycles),
obtidos para cada reagao em duplicata, ndo ultrapassassem mais que 0,5 Ct. O equipamento de
PCR em tempo real utilizado foi o Step One (4Applied Biosystems) e utilizou-se o software do
equipamento para desenhar o ensaio, verificar a amplificacdo e analisar os dados. As
condigdes de ciclagem foram as sugeridas pelo equipamento.

O protocolo utilizado na reagdo foi o sugerido pelo fabricante. Ap6s o ajuste dos
calculos realizados pelo software do aparelho, utilizou-se 2uL. oriundos da sintese de DNA
complementar das amostras diluidas e 1 pl da reagdo contendo sondasTagMan® a 20x
correspondente, 10uL de TagMan® UniversalMasterMix 2x, e 7.0 pL de agua livre de
nucleases, totalizando 20 pL como volume final em cada pogo na placa.

Os niveis de expressdo génica de P300 e CITED-I foram normalizados pelo B2M e
calculados pelo método do 244t (LIVAK; SCHMITTGEN, 2001). Para o célculo do 244
primeiramente, calculou-se para cada gene, a diferenca nos valores de Ct entre amostra tratada
e controle e assim, obtivemos o valor de ACt para o respectivo gene. Em seguida, foi
calculado o - AACT, que ¢ a correcao do ACT das amostras tumorais pelo ACT do grupo
controle, no qual se subtraiu 0 ACT da amostra pela média dos ACTs dos seus controles. A
amplificagao foi feita de maneira exponencial em base 2, com a eficiéncia dos primers

proxima a 100%, deste modo entdo, foi possivel calcular o 2-AACt, multiplicando o valor do
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— AACT por 2, resultando no numero de vezes que esses genes alvos estavam expressos nos

tecidos tumorais em relacdo aos respectivos tecidos adjacentes normais.

3.4.5 - Analises Estatisticas

Os niveis de expressao génica relativa foram expressos como mediana e intervalo
interquartil (IIQ). As variaveis continuas foram testadas quanto a normalidade por meio do
teste de Shapiro-Wilk. O teste t pareado ou teste de Wilcoxon foram utilizados na comparagao
da quantificacio do mRNA e na avaliagdo da expressdo relativa dos genes estudados nos
tecidos tumorais e adjacentes normais. O método do 224t foi utilizado para analise da
expressdo relativa dos genes alvos. A associacdo entre a expressdo relativa do mRNA e as
caracteristicas clinicopatologicas foi investigada por meio do teste de Mann-Whitney. A
correlacdo entre os niveis de expressdo dos genes alvos foi analisada pelo método do
Coeficiente de Correlacdo de Pearson. Os dados de expressao relativa do mRNA nos tecidos
normais e tumorais, a partir dos valores de ACT (CT médio do gene alvo - CT médio do gene
endégeno), sofreram normalizagio (2") e transformacio logaritmica, para melhor
apresentacao grafica dos resultados (SCHMITTGEN; LIVAK, 2008). Os dados obtidos foram
armazenados em uma planilha do Software Microsoft Excel® (Microsoft Corp., EUA), junto
com os dados clinicopatolégicos obtidos dos prontudrios dos pacientes. Os resultados foram
tabulados e analisados por meio do programa estatistico SPSS 18.0 (SPSS Inc., Chicago,

USA), utilizando o intervalo de confianca de 95%.
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4. RESULTADOS

A média de idade dos pacientes analisados foi de 42,3 + 11,1 anos, variando de 17 a
69 anos. A maioria dos pacientes era do sexo feminino (83,9%) e apresentava menos de 55
anos (83,9%). Em relagdo ao tamanho dos nddulos detectados, a medida do diametro do maior
eixo variou de 0,6 a 6 cm, sendo a média de 1,91 = 1,2 cm. A maioria dos pacientes
apresentou ndédulos com tamanho variando de 1 a 2 cm (38,7%), seguida pelos casos maiores
que 2 cm (32,3%) e menores ou iguais a 1 cm (29%). Tumores multifocais foram detectados
em 452% dos casos. Nao foram observadas invasdo do tecido adjacente e nem o
comprometimento da cépsula em nenhum dos casos. Cerca de 22,6% dos pacientes
apresentaram metastases linfonodais € nenhum paciente apresentou metastases a distancia.
Em relacdo ao estadiamento clinico, os 31 casos (100%) foram classificados como estadio I.

As caracteristicas clinicopatologicas dos pacientes estudados estdo apresentadas na Tabela 1.
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Tabela 1. Caracteristicas clinicopatoldgicas dos pacientes com carcinoma papilifero de tireoide

Caracteristica

Numero (%)

Idade ao diagnostico (anos)

Média + DP 423 +11,1
Variagao 17-69
<55 26 (83,9)
>55 5(16,1)
Género
Masculino 5(16,1)
Feminino 26 (83,9)
Tamanho do tumor (cm)
Média + DP 1,91+1.2
Variagédo 0,6-6,0
<1 9(29)
la2 12 (38,7)
>2 10 (32,3)
Multifocalidade
Sim 15 (48,4)
Nao 16 (51,6)
Invasao vascular
Sim 2 (6,5)
Nao 29 (93,5)
Extensao extratireoidiana
Sim 0 (0)
Nao 31 (100)
Tumor Primario (T)*
Tl 21 (67,7)
T2 9(29)
T3 1(3,2)
Metastase linfonodal (N)
Sim 7 (22,6)
Nao 24 (77,4)
Metastase a distancia (M)
Sim 0(0)
Nio 31 (100)
Estadiamento clinico*
I 31 (100)
11 0 (0)
III 0 (0)
v 0 (0)

*Classificacdo baseada em critérios estabelecidos pelo American Joint Committee on Cancer (AJCC, 2017). DP:
Desvio padrao

As concentragoes do RNA extraido das amostras normais e tumorais estio
apresentadas no ANEXO C . Todas as amostras apresentaram uma variacao da razao 260/280
nm entre 1,8 e 2,1, indicando que os RNAs estavam em condi¢des adequadas para os testes de

transcrigdo reversa e posterior quantificagdo relativa. A quantificagdo média dos RNAs das 62
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amostras analisadas foi de 968 + 691 ng/uL, variando de 116 a 3.386 ng/uL, sendo maior nos
tecidos tumorais em relacdo aos tecidos normais (1.252 vs 684 ng/uL). Essas diferencas nas

concentragoes de RNA foram estatisticamente significativas (p<0,0001, teste de Wilcoxon)

(Tabela 2).

Tabela 2. Analise comparativa da quantificacio média do RNA extraido dos tecidos normais e
tumorais

Grupos Média + DP (ng/nL) Variacio (ng//pL) p*
Normal 684 + 387,6 116-1847

p<0,0001
Tumor 1.252 £ 809,15 134-3386

* Teste de Wilcoxon

A expressao génica do mRNA de P300 foi semelhante em ambos os tecidos: normal
(mediana = 0,052, IIQ = 0,094) e tumoral (mediana = 0,041, I1Q = 0,048) (p = 0,481) (Figura
11).
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Figurall. Expressdo relativa do mRNA de P300 em tecidos tumorais e normais adjacentes.
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Utilizando o método de 2724

, 0s niveis de expressdao de P300 variaram de 0,02 a 8,72
vezes nos tecidos tumorais em relagdo aos tecidos normais adjacentes, com mediana de 0,93
(IIQ = 0,88). Em 17/31 (54,8%) pacientes analisados, a expressdao de P300 foi maior nos

tecidos normais em relagdo aos tecidos tumorais (2724t < 1) (Figura 12).

11

-
&
1

b

Hivais de expressas génica do mRNA de P300

1 & 3 4 39 8 T @ 8 8 19 12 13 T 15 18 1f 18 19 30 &1 22 13 5 #5 28 37 20 2% = 3
Faclentes

Figura 12. Niveis de expressdo do mRNA de P300 nas amostras dos 31 pacientes com CPT.

Em relagdo ao mRNA de CITED-I, a expressdo foi maior nos tecidos tumorais
(mediana = 0,780, IIQ = 0,881) em relacdo aos tecidos normais (mediana = 0,017, IIQ =
0,086) (p <0,0001) (Figura 13).
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Figura 13. Expressdo relativa do mRNA de CITED-1 em tecidos tumorais e normais adjacentes.
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Ja a expressdo relativa de CITED-1 variou de 0,25 a 817,43 vezes, com mediana de
23,83 (IIQ = 53,93). Em 30/31 (96,8%) pacientes estudados, a expressao de CITED-1 foi

maior nos tecidos tumorais em relagdo aos tecidos normais (224t > 1) (Figura 14).
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Figura 14. Niveis de expressdo do mRNA de CITED-1 nas amostras dos 31 pacientes com CPT.
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Diferencas entre as medianas da expressao de mRNA de P300 e CITED-1, utilizando

0 método de 274

, € as caracteristicas clinicopatoldgicas dos tumores foram investigadas por
meio do teste de Mann-Whitney e sdao apresentadas na Tabela 4. Houve diferenca

significativa entre os niveis de expressdao de CITED-1 e o tamanho do tumor (p = 0,016).

Tabela 3. Associaciio entre o nivel de expressiao génica de P300 e CITED-1 e as caracteristicas

clinicopatologicas
Caracteristica N P300 p CITED-1 *p
Mediana (I1Q) Mediana (I1Q)
Idade (anos)
<55 26 1,002 (0,891) 0,452 16,998 (52,228) 0,555
=55 5 0,888 (0,617) 33,056 (88,568)
Género
Masculino 5 1,075 (1,355) 0,629 8,879 (61,344) 0,555
Feminino 26 0,916 (0,891) 24,750 (51,351)
Multifocalidade
Sim 15 1,231 (0,846) 0,155 15,593 (43,966) 0,722
Nio 16 0,892 (0,674) 36,987 (82,997)
Invasio vascular
Sim 2 4,975 0,127 43,430 0,469
Nio 29 0,899 (0,861) 18,404 (53,343)
Tumor Primario (T)
T1 21 0,935 (0,813) 0,735 10,301 (46,245) 0,016
T2+T3 10 0,897 (1,222) 52,428 (67,731)
Metastase linfonodal
Sim 7 0,935 (1,344) 0,422 25,667 (144,087) 0,603
Nio 24 0,914 (0,930) 21,118 (53,601)

*Teste de Mann-Whitney
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5. DISCUSSAO

Os carcinomas de tireoide sdo mais comuns em individuos com idades entre 25 e 65
anos, afetando principalmente aqueles com idade superior a 40 anos e do sexo feminino
(ZANELLA et al., 2010). Nosso grupo de estudo apresenta caracteristicas semelhantes aos da
literatura. A propor¢do de mulheres com CPT foi cinco vezes maior do que a de homens. Em
relag¢do a idade, a maioria dos CPT foi registrada em pacientes com idades entre 17 e 69 anos,
sendo que 83,9% apresentavam menos de 55 anos. Alteragdes hormonais relacionadas ao
ciclo menstrual, gravidez, menopausa e fatores reprodutivos podem explicar os picos de
incidéncia do cancer de tireoide nas mulheres (MANOLE et al., 2001), porém esses dados
precisam ser melhor elucidados.

Os carcinomas de tireoide apresentam um bom prognéstico e existem varios fatores
prognosticos que determinam a sobrevida desses pacientes (SIPOS; MAZZAFERRI, 2010;
AMIN; EDGE, 2017). O presente estudo se baseou nos fatores prognosticos propostos pela
classificacdo baseada em critérios estabelecidos pelo American Joint Committee on Cancer
(AJCC, 2017). Os tumores que integraram o estudo apresentaram caracteristicas de bom
prognodstico. Além da idade e sexo, o tamanho dos nodulos detectados foi avaliado e a
maioria dos pacientes apresentou nodulos com tamanho variando de 1 a 2 cm (38,7%), bem
como a multifocalidade (45,2%) dos casos. Nao foram observadas invasao do tecido adjacente
e comprometimento da cépsula tireoidiana (100%) nos casos avaliados. Cerca de 22,6% dos
pacientes apresentaram metastases linfonodais e nenhum paciente apresentou metastases a
distancia.

Para a andlise de expressdo génica, utilizamos os RNAs extraidos das amostras
normais e tumorais e diferencas significativas (p<0,0001) foram observadas para a expressao
de CITED-I, que estava hiperexpresso nos tumores em relacdo aos tecidos normais. O
controle da expressdao gé€nica ¢ um mecanismo importante para o desenvolvimento e
diferenciagdo celular. Nos tecidos normais os genes sdo expressos de forma regulada e falhas
no programa de expressdo podem levar a carcinogénese. De forma geral, neste estudo,
maiores concentragdes de RNA foram obtidas nos tecidos tumorais em relagdo aos tecidos
normais. A célula tumoral muda o seu programa de expressdo, aumentando a transcrigao de
determinados genes, através do aumento do nimero de copias de mRNA transcritas. Dessa
forma, a partir de uma quantidade de DNA molde a transcricdo aumentada gera uma
quantidade maior de RNAm, que consequentemente ¢ traduzido em maior quantidade da

proteina correlata (MARTINS & FILHO, 2010). Portanto, a detec¢do das diferencas de
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expressao nos genes de um tecido normal e tumoral sdo ferramentas valiosas na compreensao
do processo da carcinogénese e no auxilio do desenvolvimento de novas drogas que utilizam
alvos moleculares tumorais especificos.

Virias alteragdes genéticas sao associadas aos carcinomas papilares de tireoide e o
perfil de expressdo génica, através da quantificacdo por PCR em tempo real, vem sendo
crucial no estudo dos genes de interesse. Diante disso, existe uma necessidade de indicadores
mais precisos, que vao auxiliar o diagndstico e o prognostico do CPT. Este € o primeiro
trabalho que avaliou a associacdo entre a expressdao de P300 e de CITED-1, em casos de
carcinomas papiliferos da tireoide, a fim de determinar se esses marcadores poderiam compor
o perfil de marcadores prognosticos para os CPT.

Os niveis de mRNA de P300 foram investigados em pacientes com CPT, utilizando o
tecido tumoral e o tecido normal adjacente e a diferenga entre os niveis de expressdao nao foi
significativa (p = 0,481). Estes resultados, portanto, sugerem que P300 nao foi hiperexpresso
nos tumores em relagdo aos tecidos normais. P300 ¢ um integrador da transcricdo bastante
importante e associado a diversas vias tumorigénicas (HOLMQVIST & MANNERVIK,
2013; WANG et al.,, 2009). Visto a importancia do complexo CBP/P300 como alvo
terapéutico, compostos inibidores de histona acetilases, foram desenvolvidos para inibir a
atividade catalitica das HATs em muitos tipos de cancer e doengas proliferativas
(HEERBOTH et al., 2014).

Embora ndo sejam muito seletivos e capazes de influenciar multiplas classes de
proteinas, os inibidores de HAT parecem ser promissores para o tratamento de diversas
doencas. As principais limitagdes dos inibidores de HAT relacionam-se a baixa especificidade
e seletividade para as HATs (DEKKER et al., 2009). Frente a essas limitagcdes, estudos
progrediram no aumento da seletividade das drogas em relagdo as HATs. Por exemplo, a
droga Lys-CoA ¢ vista como inibidora de P300 com alta seletividade. Contudo, a Lys-CoA ¢
geralmente inativa em sistemas celulares de mamiferos. C646, outra inibidora de P300, parece
ser a Unica inibidora de HAT potente e seletiva descoberta até o momento. O composto liga-
se a P300 e funciona como um competidor de cofator. No entanto, a utilizagao dessa droga
ainda esta sendo avaliada (HEERBOTH et al., 2014).

As histonas acetil-transferases participam da transcri¢do, interagindo com varios genes
e participando de grandes complexos multiproteicos. Deste modo, ¢ necessario o estudo mais

amplo das diversas interacdes de P300 e esses complexos, a fim de se avaliar a possibilidade
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do uso de P300 como marcador nos CPT, bem como a identificacdo de alvos terapéuticos
mais especificos e seletivos visando o cofator P300 e o complexo CBP/P300.

O diagnéstico diferencial dos carcinomas tireoideanos ¢ baseado exclusivamente na
histologia. Embora os carcinomas papilares apresentem caracteristicas morfoldgicas
relativamente distintas, biomarcadores especificos podem ser ferramentas uteis, especialmente
na distingdo de casos atipicos, como variantes foliculares de CPT. Um critério principal para
um marcador apresentar relevancia clinica € a expressao baixa ou ausente em tecido normal e
a alta expressao no tecido tumoral (HUANG et al., 2001).

No presente estudo os niveis de mRNA de CITED-I foram investigados em
pacientes com CPT e foi encontrada uma hiperexpressao do gene nos tumores em relagao aos
tecidos normais, conforme ja descrito na literatura. Isso pode ser explicado em parte porque a
alta atividade metabolica da célula tiroideana tumoral, requer maiores niveis de transcri¢cao
génica e consequentemente maior expressao de CITED-1, que € um co-ativador transcricional
que aumenta a transcri¢do mediada por importantes genes.

CITED-1 ja foi associado a carcinogénese tireoideana. PRASAD et al (2005)
descreveram a expressdao da proteina CITED-1 em 87% dos casos de CPT e em nenhum
tecido tireoidiano normal. ARORA et al (2009) também demonstraram por meio de
microarray, que essa proteina foi seis vezes mais expressa em CPT em relacdo a tumores
benignos e tecidos tireoidianos normais. HUANG et al., (2001) descreveram a hiperexpressao
de CITED-1 em todos os casos de CPT utilizando microarray de DNA e andlise de RT-
PCR. CITED-1 também apresentou um papel promissor na distingdo de CPT a partir de lesdes
benignas na tireoide (LIU et al., 2008; SCOGNAMIGLIO et al., 2006). Esses estudos
confirmam que CITED-1 ¢ hiperexpresso nos tecidos tumorais € que apresenta uma alta
especificidade para os CPT, no entanto, ¢ necessario um maior nimero de estudos para a
avaliacao do valor preditivo de CITED-1 como biomarcador nos CPT.

A expressdo de CITED-I parece estar associada a metilagdo e a mutacdo no gene
BRAF. SASSA et al. (2011) analisaram o status de metilacdo do promotor de CITED-1, em
linhagens celulares e espécimes de tecidos de CPT. Foi demonstrado que a hipometilagao do
promotor de CITED-1, esta associada a hiperexpressao do RNAm, sugerindo uma regulacao
epigenética da expressao de CITED-I nos CPT. No entanto, existem outros fatores além do
padrdo de metilagdo de CITED-I, que estdo associados a hiperexpressio do RNAm de

CITED-1. Watanabe et al. (2009) relataram, que o silenciamento do gene BRAF’, foi associado
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a um aumento na expressao de CITED-1. Contudo, a metilacio de um gene envolve varios
fatores e a associacao entre CITED-1 e BRAF ainda precisa ser elucidada.

CITED-1 parece estar associado a transi¢ao epitélio-mesénquima (TEM). A relagao
de CITED-1 e TEM parece estar associada a participagdo de CITED-I na via de sinalizagao
de TGF-f (YAHATA et al., 2000). A via TGF-B atua na promocdo de tumores epiteliais
avancados e conduz a metéstases, ao favorecer a TEM, a proliferacdo, a disseminagdo, a
angiogénese e facilitar o escape do tumor da vigilancia imune (CANTELLI et al., 2015). A
jusante de TGFB, SMAD e seu adaptador CITED-1 regulam a caracteristica amoeboidal das
células de melanoma. O eixo de sinalizagdo TGFB-SMAD-CITEDI induz a ligagao de células
de melanoma as células endoteliais, facilitando a colonizagdo pulmonar e o crescimento
metastatico (KUMAR et al., 2017).

Nos investigamos as possiveis diferencas entre a expressao de P300 e CITED-1 em
relagdo as caracteristicas clinicopatologicas dos tumores. Uma diferenca entre a expressao de
CITED-1 e o tamanho do tumor (p = 0,016), que é um importante fator prognostico para os
carcinomas de tireoide foi demonstrada.

Esses dados juntos sugerem que a expressao de CITED-I pode estar associada ao
pior prognostico nos carcinomas, sendo relacionada aos tumores com estagios mais avangados
e a ocorréncia de metastases. Portanto, CITED-1 parece desempenhar um papel importante na
condu¢do do comportamento pro-metastatico, o que o torna um candidato ideal como alvo
para a intervencao farmacologica. A interrupg¢do direta da atividade CITED-1 ou a ablagao de
sua ligacdo a P300 ou SMAD4 pode ser uma boa oportunidade terapéutica para os CPT
(CANTELLI et al., 2015).

E bem estabelecido que CITED-I interage com P300, através da ligacdo ao dominio
CR2 do complexo CBP/P300. Essa interacdo ¢ crucial para ambos os genes inclusive para o
gene CITED-1, que ¢ relacionado a respostas transcricionais especificas através de interagdes
com outros fatores de transcricdo, e também modifica essas respostas através da interacio
com os co-ativadores CBP e P300 (PLISOV et al., 2005).

A correlacao entre os niveis de expressao dos dois genes foi investigada por meio da
Correlacao de Pearson. No entanto, nao foi encontrada correlagdo significativa entre os niveis
de expressdo dos genes analisados. Nao foram encontrados na literatura estudos que avaliaram
a co-expressao desses dois fatores, contudo ¢ bem estabelecido que os dois marcadores
interagem fisicamente. Nossa hipotese inicial, era de que a expressio de CITED-I, era

regulada pela interacdo com o co-ativador da transcrigdo P300. No entanto, isso ndo foi
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observado. P300 esta relacionado a regulagao de CITED-I e de varios outros genes e CITED-
1 é um co-fator especifico da transcri¢do, que interage por duas vias especificas. Essa
afirmagao pode explicar em parte os nossos achados para os niveis de expressao de CITED-1,
em detrimento de P300.

Outra hipdtese esta relacionada aos eventos de fosforilagdo de CITED-1. SHI et al.,
(2006), demonstrararm que CITED-1 existe tanto em formas ndo fosforiladas como pelo
menos duas formas fosforiladas, e que os niveis de ambas as fosfoproteinas sdo regulados de
forma independente ao longo do ciclo celular (SHI et al., 2006). O mecanismo pelo qual esses
eventos de fosforilagao influenciam a ligagdo a P300 nao ¢ claro, pois todos esses sitios nao
sao conhecidos. A fosforilagao destes sitios pode alterar a conformacao estrutural de CITED-
1 de uma forma que esconde os sitios de ligagdo a P300 dentro do dominio CR2 (SHI et al.,
2006). Shi et al., (2006) descreveu que a maioria das moléculas de CITED-1 que interagem
com P300 estd na forma nao fosforilada. Isso sugere que a inducdo de fosforilagdo de
CITED-1 diminui a quantidade de CITED-1 nao fosforilado, disponivel para interagir e ativar
respostas dependentes de P300 (SHI et al., 2006). No entanto, se esses eventos de fosforilagao
também regulam outras fungdes e interagdes de CITED-1, ainda ndo esta claro.

As andlises de expressdo baseadas na quantificagdo do RNAm transcrito tém sido
muito importantes para identificagdo de assinaturas moleculares, no entanto, devem ser
aliadas ao estudo das proteinas (OU et al., 2008). Como unidades funcionais centrais em
muitas vias bioldgicas complexas, as proteinas também sdo um assunto de muito interesse em
varias areas da medicina, incluindo descoberta de biomarcadores diagnosticos, descoberta de
novas drogas e medicina personalizada (KOSTI et al., 2016).

O perfil de expressao génica por PCR em tempo real oferece sensibilidade,
rendimento e reprodutibilidade relativamente maior do que a andlise proteica, com varias
amostras analisadas em um periodo de tempo relativamente curto. No entanto, a analise por
expressdo génica também possui limitagdes. Muitas vezes hd uma correlagdo menor entre a
expressdo de genes e proteinas e as variagdes entre o nivel de RNAm de um gene e a sua
abundancia de proteina podem ser altas, cerca de 30 vezes (OU et al., 2008). Além disso,
importantes eventos de modificagdes pos-transcricionais, incluindo tradugdo de proteinas,
modificacdo pds-tradugdo e degradagdo, podem influenciar o nivel de uma proteina presente
em um dado tecido e esses efeitos ndo sdo capturados por dados de expressdao génica (CHEN

et al., 2002).
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Nosso estudo apresentou algumas limitagdes que devem ser reconhecidas. O uso de
tecidos tumorais e normais a fresco foi desafiador, visto que a molécula de RNA, principal
foco dos testes, ¢ facilmente degradada, entdo era necessario que ap6s a coleta dos tecidos, o
material fosse rapidamente congelado para a conservacdo e confec¢ao de testes de boa
qualidade. O laudo anatomopatologico deve estar claro, contendo as informagdes sobre a
bidpsia e o tipo do tumor, no entanto, alguns prontuarios apresentavam-se sem os laudos,
necessitando-se de buscas das informagdes que faltavam, e alguns destes casos nao foram
encontrados e nao puderam ser avaliados. Nem todos os tumores coletados, caracterizavam-se
como carcinomas papilares, alguns eram apenas bodcios coloides ou outras variantes do
carcinoma de tireoide e ndo foram incluidos no trabalho.

Os casos que nao apresentaram tecido suficiente para as extragdes € que ndo
apresentaram resultados satisfatorios nos testes, também ndo foram incluidos no estudo. Estes
fatores demonstram a perda de um ntimero consideravel de casos, totalizando 31 casos finais
que puderam compor o corpo do trabalho.

Esses fatores nos mostraram a necessidade de orientacdo do grupo de pesquisa
envolvido, tanto da coleta das amostras, bem como da execucdo dos testes e talvez a
elaboragdo de um protocolo que abranja essas dificuldades e possa melhorar essas
problematicas, a fim de melhorar o nimero de amostras avaliadas em estudos posteriores.

Como perspectivas futuras sugerimos aliar ao estudo de expressdo do gene por meio
da PCR em tempo real, o estudo também das moléculas efetoras, as proteinas, por meio da
utilizacdo da técnica de imunohistoquimica. A hiperexpressio de CITED-1 nos CPT,
associada a tumores em estagios mais avancados, nés mostra que se fazem necessarios mais
estudos que elucidem o papel de CITED-1 nos carcinomas papilares e que avaliem seu
potencial uso como alvo terapéutico. Sugerimos ainda que estudos funcionais sejam
desenvolvidos, a fim de elucidar tanto os mecanismos moleculares envolvidos no controle da

expressao de CITED-1, como de P300.
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6. CONCLUSOES

1. Com base nos resultados obtidos neste estudo, foi possivel concluir que a expressao
diferencial de P300 ndo foi observada nos CPT (p = 0,481).

2. Apesar de ser bem estabelecido que CITED-1 e P300 interagem fisicamente, ndo foi
encontrada uma correlagdo entre os niveis de expressao dos dois genes analizados (7= -0,057)
e (p=10,762).

3. Uma associacdo positiva entre a hiperexpressdo de CITED-1 e os carcinomas
papiliferos de tireoide (p<0,0001) foi demonstrada neste estudo, bem como uma associa¢ao
entre e a hiperexpressdo de CITED-1 e o tamanho dos tumores (p = 0,016).

4. A hiperexpressao de CITED-1 nos CPT sugere que o gene pode vir a compor o
perfil de marcadores no CPT, e o fato de CITED-1 estar associado ao tamanho tumoral em

tumores em estagios mais avancados, o torna um candidato a alvo terapéutico nesses tumores.
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com CITED-1, p2300 2 IGFBFT. O objetivo desse estudo consiste em avaliar a expressao génica de BRAF,
CITED-1, p300 e I3FBFY em carcinomas papilifercs de tiredide, por meio de analises de DMA, mRMNAS =
proteinas, & as possiveis associagdes entre esses genes & os aspectos clinicopatol dgicos desses tumores.
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05/2012 (Fapeg/Uniwversal). Como metodclogia serdo selecicnados 30 cascs de CFT de pacientes
diagnosticados & submetidos & cirurgia no Hospital Aradje Jorge (HAJ). a partir da aprevagieo do projete no
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de Cabega e Pescogo. Os colaboradores do projeto serSo responsdveis pelo contato com o paciente
aplicagdo do TCLE, antes da cirurgia para remogdo do tumor. Imediatamente apés a cirurgia, o espécima
enviade ao Setor de Anatomia Patoldgica devera ser avaliado para separagio do tecido normal e tumeral.
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A separagdo do tecide para analise molecular deverd acontecer somente quande o material dispanivel for
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serio depositadas e amazenadas como biorrepositdrio ne Laboratéric de Oncogenética & Radickiclegia do
Hospital Aradjo Jorge, sob a responsabilidade da coordenadora do laboratario, Dra. Vera Aparacida Saddi.
seguindo as Resclugdes n® 347/2005 e 441/2011 do Conselho Macional de Saldde & Portara n® 2.201/2011
do Ministério da Saiode. Os dades clinicopatologices serdo colhidos dos respectivos prontuarios e utilizados
para a confecgdo de um banco de dados. Extragie do DMA:As amostras de tecidos congelados em
nitrogénio liguido & armazenadas em freezer a -30°C serdo colocadas em microtubos a temperatura

ambiente 3t& o processamento. A extragio de DNA das amostras teciduais utilizard o KIT comercial de

purificagdo
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do material gendmico Pure Link Invithogen® {Invitrogen, EUA). seguindo as instrugdes do fabricante. Andlise
da mutagio — sequenciamento génico:4 analise da mutagdo BRAFVE00E sera realizada por meio da
técnica de sequenciamento de DHA automatizade, no Laboratdrio de Oncogenética & Radiobiclogia do
Hospital Aradjo Jorge. Extragic do RNAO RMA total sera extraido das amostras teciduais congeladas em
nitrogénia liquide usando o reagente TRIZOL (Invitrogen). A anilise dos niveis de expressio génica sera
expressa como média + desvio padrao. As analises serio realizadas com o uso do teste t de Student. A
comelagio entre os niveis de expressao génica serd analisada pele método do Coeficiente da Correlagio da
Pearson. Também sera utilizado o teste de regress3o linear simplas, miltiplo & logistico para determinar
possiveis relagbes e correlagies entre as co-variaveis investigadas. Fara as analises comparativas das
varidveis qualitativas serio utilizados os testes exato de Fisher e Qui-quadrado. Os dados cbtidos serdo
amazenados em uma planilha do Software Microsoft Excel® (Microscft Corp., EUA), junto com os dades de
prentuarics clinicos dos pacientes estudados. Todos os calculos estatisticos serdo efetuados com auxilio do
programa estatistico 3PS5 (versdo 17.0, 3P55 Inc.. EUA), utilizando o intervalo de confianga de 95%.
Assim, a hipitese desse estudo & que a expressdo do mRNA e da proteina BRAF seja influenciada pela
mutagic BRAFVEIOE, presente em carca de 50% dos casoes de CFT. Espera-se ainda que a expressio de
BRAFVEDOE esteja associada positvaments com CITED-1 e p300 & gue ess5a mutagio iniba a expressio dao
IGFBFT. o que resultaria numa proliferagdo descontrolada e aspectos clinicopatoldgicos mais agressivos
dos CPT.

Objetive da Pesgquisa:

Objetive Primario:

Avaliar a expressdo dos genes BRAF, CITED-1, p200 e IGFPBT em carcinomas papiliferos de tirgide,
visando esclarecer as possiveis associagles enfre esses genas e os aspectos clinico- patologicos desses
tumores.

Objetivos Secundarios:

1)4valiar a presenga da mutagdo BRAFWVEDDE em 30 casos de CPT colhidos a fresco e congelados em
nitregénic liguido.

2)Comparar a expressao diferencial do mRMNA de BRAF (mutade e selvagem} & do CITED-1, p300 &
IGFBFY em 30 casos de CPT em relagde aos tecidos tireoidianos nomais {correlatos), colhidos a fresco e
congelados em nitrogénic liguido.

3)lnvestigar as possiveis associaghes entre a expressdo do mRNA de BRAF [mutade e selvagem) e CITED-
1, p300 e IGFEFY nos 30 casos de CFT e 30 tecidos tirecidianos normais (comelatos).

4)Investigar as possiveis associagies entre a imunodetecydo de BRAF, CITED-1, p300 e IGFBPT e os
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aspecios clinicopatolégices dos CPT.

§)Evidenciar as principais alteragdes em niveis de DNA, RMA e proteina dacorrentes da mutag3o
ERAFVEDDE em tumores mutados, ndc mutados e em tecidos mormais adjacentes.

G)Contribuir para melhor elucidagao da via de sinalizagao da MAFPK e cufras vias correlatas e seu papsel na
tumorigénese papilifera tireocidiana.

TiProper possiveis marcadores diagndsticos e terapéuticos envolvidos na carcinogénese tirecidiana.
B)Promover & incentivar o desenvolvimento cientifico regional por meio da qualificagdo profissional e
treinamentos metodoldgicos.

B)Contribuir para formagio académica e profissional des envelvidos no projeto, com reflexos na melhora no
atendimento, diagndstico & tratamento de pacientes com carcinoma de tiredide, por meio da insergdo de
possiveis novas ferramentas diagnosticas, discussio de novos pardmetros terapéuticos & constante

atualizagio cientifica.

Avaliagio dos Riscos e Beneficios:

Riscos:

- N30 s3o previstos riscos ou transtomes evidentes aos sujeitos que participarem do estudo, uma vez gue a
cirurgia a gque serdc submetidos deve ter sido previamente prescrita pelo cirungido de cabega & pescogo, em
fungao do diagnostice de carcinoma de tiredide, a partir da analise clinica, citologica e de imagem.
Entretanto, caso o sujeito da pesquisa se sinta incomodado durante a entrevista com o pesquisador e a
aplicagdc do TCLE, a enfrevista sera paralisada e suspensa, até que ele se sinta mais confortavel e
disposto a continuar o processo. A fim de garantir a integridade do material usado no diagndstico
histopatolagico, 05 casos a serem utilizados na pesquisa serdc soments agueles cuja quantidade de tumaor &

tecido momal forem suficientes.

Beneficios:Espera-se com o desenvalviments deste projeto, uma contribuigdc para melher elucidagdo da via
de sjnalizag.i-: da MAPE e outras vias correlatas & seu papel na tumorigénese do carcimoma papilifers
tirecidiano. Tais resultados permitirdo um conhecimento mais detalhade da expressdo génica nesse tipo
tumoral, assim como os efeitos clinicos relacicnados, permitindo assim um planejamento terapdutico mais
adequado que possa beneficiar s pacientes ja comprometidos com a doenga. Assim, a identificagdo de
mecanismos moleculares podera beneficiar futuros pacientes, sugerindo novos protocclos terapéuticos &
diagnosticos, reduzindo os custos do modo, o papel da proteina p300 ainda n3o esta elucidado em CPT.

Apesar de ser alve

Endarego: 238

Balrma:  SETCR LESTE UNNERSITARIO CEP: 74605070

UF: &0 Muniiplo:  GOIAMIA

Telefone: (52)3243-7050 Fae: (62)5245-TOS0 E-mall: cepaccg@ascg.org.or

Pagira (4 da 05

70



ASSOCIACAO DE COMBATE & Platoforma
AO CANCER EM GOIAS - @nﬂ

Caontruacio do Farecer: 557,323

de diversos estudos, ndo ha dados na literatura da expressdo dessa proteina, assim como comelagies com
fatoras clinicopatoldgicos, nesse tipo tumaral.

Comentirios e Consideragdes sobre a Pesquisa:

Frojeto apresenta proposta inovadora no campo de genética do tumor papilifers de tiredide, buscando
explicagies genéticas para as manifestagdes clinicas que pessam fomecer subsidios para pesguisa e novos
tratamentos.

Consideragoes sobre os Termos de apresentagio cbrigataria:

Documentos completos entregues. TCLE intelighvel.

Recomendagdes:

MNio == aplica mo momento, tends em vista o projeto bem delineado.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes:

Aprovado

Situagdo do Parecer:

Aprovado

MNecessita Apreciagao da CONEP:

Mio

Consideragdes Finais a critério do CEP:

Parecer acatado. Aprovado

GOLAMIA, 11 de Movembro de 2014

Assinado por:
Adriano de Paula

[Coordenadaor)
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ANEXO B: QUANTIFICACAO DO CDNA APOS A TRANSCRICAO REVERSA

Amostras de cDNA Normal (ng/ul) Tumor (ng/ul)
N1 1.367,3 1.362,7
N2 1.371,8 1.325,3
N3 1.314,5 1.330,3
N4 1.314,8 1.328,2
N5 1.333,9 1.298,7
N6 1.379,7 1.274,4
N7 1.369,2 1.311,5
N8 1.331,9 1.380,3
N9 1.289,2 1.205,3
N10 1.272,3 1.324,5
N11 1.376,4 1.356,0
N12 1.337,6 1.350,2
N13 1.344,4 1.343,6
N14 1.067,1 1.320,8
N15 1.228,0 1.100,0
N16 1.247,0 1.127,0
N17 1.182,0 1.260,0
N18 1.261,0 1.383,0
N19 1.198,0 1.263,0
N20 1289,5 1.295,7
N21 1.218,7 1.249,5
N22 1.246,2 1.053,2
N23 1.290,1 1.275,2
N24 1.170,1 1.287,0
N25 663,9 662,8
N26 662,1 727,9
N27 669,2 652,3
N28 663,6 660,3
N29 665.8 672,8
N30 653,7 674,7

N31 678,2 655,1




ANEXO C: CONCENTRACAO DE RNA NAS AMOSTRAS NORMAIS E TUMORAIS

RNA - NORMAL RNA - TUMOR
Amostras Concentraciao de RNA (ng/nL) Concentraciao de RNA (ng/nL)

N1 1.126 2.016
N2 116 567
N3 264 1.530
N4 528 471
N5 357 972
N6 495 2.510
N7 405 704
N8 702 377
N9 944 963
N10 1.020 3.386
N11 218 749
N12 815 2.450
N13 370 671
N14 848 898
N15 1179 1194
N16 470 547
N17 734 1283
N18 708 2037
N19 444 550
N20 412 2011
N21 430 836
N22 782 603
N23 479 2571
N24 452 753
N25 4335 624
N26 891,1 133,5
N27 578,2 1874,75
N28 450,6 674,5
N29 1846,9 886,8
N30 1360 1803,5

N31 1355,9 21533




