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RESUMO

Introducdo: A despeito de bom progndstico na maioria dos casos, 0 manejo do cancer
diferenciado de tireoide (CDT) ainda carece de avancos em situacOes de doenca mais
agressiva. O uso crescente da Biologia Molecular na Oncologia vem ganhando forga como
ferramenta Gtil no manejo de diversos tipos de cancer. Além da abordagem tradicional de
busca de mutacgdes relacionadas a tipos especificos de cancer, o estudo de caracteristicas
epigenéticas emerge como uma nova modalidade de analise e predi¢do do comportamento dos
tumores. HOPX é um gene homeobox com funcdo de supressao tumoral, cuja hipermetilagédo e
consequente reducdo de expressdo génica foi estudada em diversos tipos de cancer (pulméo,
esdfago, estdmago, pancreas, colon e utero). Em cancer colorretal, gastrico, pulmonar e de
esofago, a reducédo de expressdo génica de HOPX confere fenotipo mais agressivo e piora do
prognostico. HOPX possui papel controlador de diversas onco-proteinas (Cyr6l, EMP1,
EphA2, c-Fos, c-Jun, EGR1 e GLUT-3) e interage com fatores de transcricdo tais como
HDAC2/GATA4, SRF e EPCL. Objetivos: Analisar o perfil de expressdo do gene homeobox
HOPX em amostras de CDT, comparando com o tecido ndo-tumoral adjacente e com tecidos
benignos, e buscar associacdo com aspectos clinico-patoldgicos. Metodologia: Estudo
prospectivo envolvendo 32 pacientes submetidos a tireoidectomia total, dos quais 26 tiveram
confirmacdo de diagndstico de CDT e 6 com tumores benignos. Realizada dissec¢do de
amostra de tecido tumoral (T) e tecido ndo-tumoral (NT) adjacente ao tumor. Extracdo de
RNA das amostras pelo método Trizol® e conversdo em cDNA. Analise de expressdo génica
através da reacdo em cadeia da polimerase em tempo real utilizando aparelho 7500 Real Time
PCR System (Applied Biosystems®). O gene S8 foi utilizado como controle interno para
normalizacdo da expressdo. Dados clinicos e patoldgicos foram obtidos através de entrevista
com o0s pacientes e revisao de prontudrios eletrénicos. Para calculo da expressdo génica foi
empregado o método AACT. A comparagdo da expressdo génica entre tecidos NT e T foi
realizada utilizando testes de Wilcoxon. Para comparar os grupos benigno e maligno foi
utilizado o teste ANOVA. As analises considerando os aspectos clinico-patoldgicos foram
realizadas com o teste do Qui-Quadrado e o teste de Kruskal-Wallis. Resultados: A
expressdo de HOPX demonstrou marcada reducdo em amostras de CDT, quando comparado a
neoplasias benignas de tireoide (p = 0,024). Verificou-se significativa reducdo (65,6%) da
expressdo génica de HOPX nas amostras T quando comparadas com as NT (3,49 + 8,3 vs.

10,14 + 27,8) (p = 0,009). Em pacientes com CDT sem tireoidite associada, a reducdo da



expressao de HOPX esteve associada a estadios mais iniciais de neoplasia (I e 11, classificacéo
TNM), em comparagdo com estadios mais avangados (Il e 1V) (p = 0,021). Reducdo de
expressao de HOPX também esteve associada com idade menor que 45 anos (p = 0,048).
Conclusao: Este é o primeiro estudo da literatura que evidencia reducdo da expressao de
HOPX em cancer de tireoide, tanto em comparagdo com tecidos benignos, quanto comparado
a tecido ndo-tumoral. Por outro lado, os achados de associacdo com estadios mais precoces e
pacientes mais jovens sugerem uma possivel especificidade dos mecanismos de controle da
expressao génica de HOPX em CDT, mediante influéncias microambientais e genéticas ainda
ndo identificadas. Estudos adicionais permitirdo confirmar estes achados em maior tamanho
amostral, bem como definir o papel de HOPX como marcador de prognostico clinico e risco

de recorréncia tumoral em cancer de tireoide.

Palavras-chave: Cancer de tireoide. Expressdo génica. Genes homeobox



ABSTRACT

Background: Despite good prognosis in majority of cases, differentiated thyroid
cancer (DTC) management still lacks advances in more aggressive disease. Growing use of
Molecular Biology in Oncology has emerged as useful tool in management of several types of
cancer. In addition to the traditional approach of search tissue-specific related mutations, the
study of epigenetic pattern constitutes a new way to analysis and prediction of tumor’s
behavior. HOPX is a homeobox gene with tumor-suppressing function, whose
hypermethylation and consequent reduction of gene expression was studied in several cancer
types (lung, esophagus, stomach, pancreas, colorectal and uterus). In colorectal, gastric, lung
and esophageal cancer, reduction of HOPX gene expression gives more aggressive phenotype
and worse prognosis. HOPX acts controlling various oncoproteins (like Cyr61, EMP1,
EphA2, c-Fos, c-Jun, EGR1 and GLUT-3) and interacts with transcription factors such as
HDAC2/GATA4, SRF and EPC1. Objectives: Analysis of HOPX gene expression profile in
DTC samples, comparing with the adjacent non-tumor tissue and benign thyroid samples, and
looking for association with clinical-pathologic features. Methods: Prospective study
enrolling 32 patients who undergone thyroidectomy, of which 26 has confirmed DTC
diagnosis and 6 with benign tumors. Held sample dissection of tumor tissue (T) and non-
tumor tissue (NT) adjacent to the tumor. RNA extraction from samples with Trizol® method,
and then converted in cDNA. Gene expression analysis with real time PCR method, using
7500 Real Time PCR System (Applied Biosystems®). S8 ribosomal gene was used as
housekeeping to normalize expression. Clinical and pathological data was obtained
interviewing patients and reviewing electronic medical records. AAcT method was used to
calculate gene expression. Gene expression. comparison between T and NT tissues was done
with Wilcoxon’s test. ANOVA test was used to compare malign and benign tumors. Clinical-
pathologic features analysis were done with qui-square test and Kruskal-Wallis’s test.
Results: HOPX expression markedly reduced in DTC samples, when compared to benign
thyroid tissues (p = 0.024). There was a significant reduction (65.6%) of HOPX gene
expression in tumor samples compared to non-tumoral (3.49 + 8.3 vs. 10.14 £ 27.8) (p =
0.009). In DTC patients without thyroiditis, HOPX reduced expression was associated with
earlier tumor stages (I and 11, TNM staging system) compared with advanced stages (I11 and
IV) (p = 0.021). HOPX reduced expression was also associated with age below 45 years (p =

0.048). Conclusion: This is the first study that evidences HOPX reduced expression in



thyroid cancer, compared with benign thyroid tumors and non-tumoral tissues. However,
finding of association with earlier stages and lower age suggests specific mechanisms
controlling HOPX gene expression in DTC, mediated by microenvironmental and genetic
influences, yet not identified. Additional studies may confirm these findings in larger
samples, and establish the utility of HOPX use as prognostic and tumor recurrence marker in
thyroid cancer.

Keywords: Thyroid cancer. Gene expression. Genes homeobox
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gene que codifica a transcriptase reversa da telomerase
tireoglobulina

fator de crescimento tumoral beta

gene que codifica o inibidor de metaloproteinases tissular tipo 3
trade mark (marca registrada)

sistema de estadiamento tumoral (tumor, linfonodo e metéstase)
tireoperoxidase

anticorpo anti-receptor do TSH

hormonio liberador de tireotrofina

hormdnio estimulante da tireoide

gene que codifica o receptor do hormonio estimulante da tireoide
fator de transcricdo da tireoide tipo 1
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1 INTRODUCAO

A tireoide é uma glandula enddcrina situada na regido cervical anterior do pescoco,
com massa de aproximadamente 15 a 20 gramas, composta por tecido de origem
predominantemente epitelial. Os tiredcitos tém por caracteristica grande avidez pelo iodo, 0
que ndo se evidencia em outras células do organismo humano. O iodo, por sua vez, constitui
elemento essencial para a formagdo dos horménios tireoidianos, incluindo as formas
metabolicamente ativas, denominadas de T3 (triiodotironina) e T4 (tetraiodotironina ou
tiroxina). Estes horménios regulam diversas acfes metabdlicas do organismo, tais como gasto
calérico basal, ritmo cardiaco, desenvolvimento neurolégico, dentre outras; praticamente
todas as celulas do corpo humano possuem receptores de horménios tireoidianos, localizados
dentro do nucleo celular (SALVATORE et al, 2011). A sintese dos hormonios tireoidianos
envolve diversas etapas, desde a captacdo do iodeto pelo tiredcito, a oxidacdo do iodo pela
enzima tireoperoxidase (TPO) e a posterior organificacdo, etapa dependente de proteina
exclusiva da tireoide, a tireoglobulina (Tg).

Além das células foliculares produtoras de T3 e T4, a tireoide também € composta
pelas células parafoliculares (também chamadas de células C), embriologicamente distintas
(originérias da crista neural) e produtoras de calcitonina, horménio que participa do
metabolismo do célcio e do fésforo (MACIEL, 2007).

O equilibrio dos horménios tireoidianos € mantido por um sistema de retroalimentacao
(feedback) que envolve a glandula hipéfise (que, dentre outros horménios, produz o TSH —
horménio estimulante da tireoide) e o nucleo paraventricular do hipotalamo (que produz o
TRH — hormdnio liberador de tireotrofina). Este sistema permite manter niveis estaveis de
horménio tireoidiano circulante, mesmo em situacdes de oscilacdo da ingesta de iodo (Figura
1) (SALVATORE et al, 2011). Alteracdes deste equilibrio caracterizam as disfuncdes de
aumento da producdo de horménios tireoidianos (hipertireoidismo) ou queda de sua sintese

(hipotireoidismo).
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Figura 1 — Eixo hipotalamo-hipdfise-tireoide
Hipotalamo

Hipofise
anterior

Fonte: adaptado de Cooper, Greenspan, e Ladenson (2007)

A glandula tireoide possui grande plasticidade, podendo aumentar varias vezes de
tamanho, sob influéncia de estimulos como a a¢do do TSH ou de anticorpo que simula a acéo
deste hormdnio (denominado de TRADb — anticorpo anti-receptor do TSH). O crescimento
focal e anormal de um grupo de células da tireoide é denominado de nddulo tireoidiano
(SCHLUMBERGER, FILETTI e HAY, 2011).

1.1 ASPECTOS GERAIS DA TUMORIGENESE TIREOIDIANA

O entendimento sobre a prevaléncia do nodulo tireoidiano na populacdo em geral
mudou consideravelmente nos Ultimos anos, especialmente com o advento da
ultrassonografia. Do ponto de vista do exame clinico (inspecdo e palpacdo), sdo detectados
nodulos tireoidianos em cerca de 4% das mulheres e 1% dos homens em idade adulta, em
regibes onde hd adequada ingestdo de iodo (ROSARIO et al, 2013). Entretanto, estudos
utilizando ultrassonografia demonstram prevaléncias variando de 19% a até 67% da
populacdo estudada (COOPER et al, 2009). Estes dados demonstram um importante impacto
da tumorigénese tireoidiana sobre as politicas publicas de salde, haja vista que a grande

maioria destes nddulos requer investigagdo adicional, dado que 5% a 15% destes nddulos
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apresentam critérios para malignidade, conforme a populacdo estudada (MORRIS et al,
2013).

Atualmente, acredita-se que o surgimento do nddulo tireoidiano decorre da
combinacdo entre estimulos ambientais (dentre eles, o nivel de consumo de iodo da
populacdo) e aspectos genéticos. O consumo deficiente de iodo tem o potencial de estimular a
secrecao hipofisaria de TSH; por sua vez, o TSH é considerado um dos principais estimulos
para o crescimento do tecido tireoidiano. Entretanto, a maioria dos individuos com bdcio
nodular apresenta niveis normais de TSH, o que sugere a participacdo de outros fatores de
crescimento TSH-independentes na patogénese destes noédulos (SCHLUMBERGER,
FILETTI e HAY, 2011). Um aspecto que contribui para o surgimento de ndédulos em alguns
pacientes é a baixa concentracao intracelular de iodo, em virtude de fatores que impedem sua
adequada captacdo pelo tiredcito. Por exemplo, a alteracdo na expressdo de TGF-B (fator de
crescimento tumoral beta), que tem papel inibitorio sobre a proliferacdo celular do tiredcito e
outros tecidos epiteliais; mecanismos de resisténcia a acdo de TGF-f parecem favorecer a
tumorigénese tireoidiana (KIMURA, MATSUO e RICARTE-FILHO, 2007). Outro
mecanismo envolve a acdo do tiocianato derivado do consumo do tabaco por fumantes
(KROHN et al, 2005).

O Brasil, atualmente, tem sido considerado area com excesso de consumo de iodo,
tendo por base estudos realizados principalmente no Sul-Sudeste do Pais (PEARCE,
ANDERSSON e ZIMMERMANN, 2013). Entretanto, estudos de autdpsia confirmam elevada
prevaléncia de nodulos tireoidianos na populacdo brasileira, com taxas em torno de 54%
(MATOS, FERREIRA e WARD, 2006). O consumo excessivo de iodo tem o potencial de
aumentar a incidéncia de tireoidite (processo inflamatorio da tireoide de carater cronico), mas
a relacdo entre tireoidite e surgimento de nddulos tireoidianos e cancer permanece incerta
(JANKOVIC, LE e HERSHMAN, 2013). Estudo de Veiga e colaboradores demonstrou maior
incidéncia de cancer de tireoide na populacdo da cidade de Sdo Paulo em comparacdo a
casuistica representativa da populacdo dos Estados Unidos da América; 0 consumo excessivo
de iodo na populagdo paulistana pode ser um fator contribuinte para este dado (VEIGA et al,
2013).

A maior prevaléncia dos nodulos tireoidianos e cancer de tireoide na populacdo
feminina tem sido objeto de investigacdo, com o estradiol (horménio feminino) sendo
identificado como um potente fator de crescimento para tecidos benignos e malignos de
tireoide. Os mecanismos envolvem ativacdo de vias genémicas classicas e ndo-gendmicas,
com efeitos na cascata de sinalizacdo de MAPK e PI3K (DERWAHL e NICULA, 2014).
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A Organizacdo Mundial da Sadde (OMS) classifica os tumores de tireoide em
carcinomas, adenomas e outros tumores da tireoide (Tabela 1) (DELELLIS et al, 2004). A
utilizacdo do termo “carcinoma diferenciado da tireoide” (CDT) engloba as variantes
papilifera e folicular, que juntas perfazem 95% dos casos de cancer de tireoide (COOPER et
al, 2009).

Tabela 1 — Classificagdo histologica dos tumores primarios da tireoide

Classificacéo histolégica dos tumores primarios datireoide

Carcinomas da Tireoide:

Carcinoma papilifero

Carcinoma folicular

Carcinoma pouco diferenciado

Carcinoma indiferenciado (anaplasico)

Carcinoma de células escamosas

Carcinoma mucoepidermoide

Carcinoma mucoepidermoide esclerosante com eosinofilia
Carcinoma mucinoso

Carcinoma medular da tireoide

Carcinoma misto de células medulares e foliculares

Tumor de células fusiformes com diferenciacéo semelhante ao timo
Carcinoma de tireoide com diferenciacdo semelhante ao timo

Adenomas datireoide e tumores relacionados:
Adenoma folicular
Tumor trabecular hialinizante

Outros tumores datireoide:
Teratoma

Linfoma primério e plasmocitoma
Timoma ectépico

Angiossarcoma

Tumores de musculo liso

Tumores periféricos de bainha nervosa
Paraganglioma

Tumor fibroso solitario

Tumor folicular de células dendriticas
Histiocitose de células de Langerhans

Fonte: adaptado de Delellis et al (2004)

1.2 CARCINOMA DIFERENCIADO DA TIREOIDE - EPIDEMIOLOGIA,
CLASSIFICACAO, DIAGNOSTICO E TRATAMENTO

O carcinoma de tireoide representa a mais comum das neoplasias endocrinas
(SCHLUMBERGER, FILETTI e HAY, 2011). Sua incidéncia vem crescendo de forma
importante nos ultimos anos, sendo o terceiro tipo de cancer com maior aumento de

diagndstico nos Estados Unidos da América (MORRIS et al, 2013). No Brasil, o cancer de
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tireoide ocupa o quinto lugar dentre as neoplasias mais diagnosticadas em mulheres. Para o
ano de 2014, o Instituto Nacional do Cancer (INCA) estima a ocorréncia de 9.200 novos casos
de cancer de tireoide no Brasil, sendo 360 casos no Estado da Bahia (INSTITUTO
NACIONAL DO CANCER JOSE ALENCAR GOMES DA SILVA, 2014). Atribui-se esta
expansdo do diagnostico do céancer de tireoide & maior disponibilidade de exames
diagnosticos, em especial a ultrassonografia, embora a influéncia ambiental ndo possa ser
totalmente descartada (DAVIES e WELCH, 2006; MORRIS et al, 2013). Estudo recém-
publicado revisou a influéncia de outros fatores na tumorigénese tireoidiana, dentre eles:
mecanismos relacionados a resisténcia insulinica, acdo de virus, bem como disruptores
enddcrinos, tais como xenobi6ticos utilizados como pesticidas (MARCELLO et al, 2014). Em
95% dos casos, o0 diagndstico do cancer de tireoide revela um carcinoma diferenciado da
glandula (ROSARIO et al, 2013).

Alguns aspectos clinicos, tais como sexo masculino, historico de irradiagdo cervical,
idade menor que 20 ou maior que 70 anos, historico familiar de cancer de tireoide ou
sindromes genéticas associadas a doenca (por exemplo: neoplasia endocrina multipla tipo 2,
sindrome de Cowden), nodulos de crescimento rapido ou endurecido a palpacéo, aumentam a
chance de malignidade do nddulo tireoidiano. A ultrassonografia permite avaliar a
composicdo, tamanho e caracteristicas do nodulo, bem como o comprometimento de
estruturas adjacentes a tireoide e linfonodos cervicais. Achados como acentuada
hipoecogenicidade, presenca de microcalcificacdes, margens irregulares, vascularizacdo
predominantemente ou exclusivamente central ao Doppler sdo sugestivos de malignidade
(ROSARIO et al. 2013).

O método de escolha para o diagnostico da neoplasia maligna de tireoide é a puncéo
aspirativa por agulha fina (PAAF), cuja evolucdo qualitativa contribuiu para reduzir o namero
de cirurgias consideradas desnecessarias (CIBAS e ALI, 2009). A PAAF esta indicada em
nodulos tireoidianos com didmetro maior ou igual a 10 mm ao ultrassom, ou com diametro
entre 5 e 10 mm associado a caracteristicas clinicas ou ultrassonograficas que aumentem a
suspeita de malignidade (ROSARIO et al, 2013). Com o advento da classificacdo de Bethesda
(Tabela 2), a descri¢do citopatoldgica tornou-se mais consensual entre os diversos centros,
possibilitando maior uniformidade de condutas (CIBAS e ALI, 2009). Considera-se que
citologia tireoidiana com padrdo Bethesda 11 tem risco estimado de malignidade entre 0 a 3%,
enquanto que citologias com padrdo Bethesda V e VI tém, respectivamente, risco de
malignidade de 60-75% e 97-99% (CIBAS e ALI, 2009). Em 15 a 30% dos casos, o laudo

citopatoldgico indica resultado inconclusivo para malignidade (categorias Il e 1V)
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(ALEXANDER et al, 2012). Nestes casos, a analise de dados clinicos ou realizacdo de
exames adicionais (por exemplo: cintilografia) podem auxiliar na deciséo terapéutica. O uso
de técnicas de imuno-histoquimica e/ou testes moleculares envolvendo pesquisa de mutacées
ou rearranjos génicos tém ganhado espaco, mas com impacto ainda incerto na definicdo de
condutas (ROSARIO et al, 2013).

Tabela 2 — Sistema de Bethesda para laudo citopatolégico da tireoide: risco de malignidade e manejo clinico
recomendado

Sistema de Bethesda para laudo citopatologico da tireoide

Categorias Diagnosticas Risco de Malignidade (%) Conduta usual®
I. Nao-diagnéstica ou insatisfatoria 1-4% Repetir PAAF, guiada por USG
Il. Benigna 0-3% Seguimento clinico

[ll. Atipia de significado
indeterminado ou leséo folicular de 5-15% Repetir PAAF
significado indeterminado

IV. Neoplasia folicular ou suspeita de

i ; 15-30% Lobectomia
neoplasia folicular

Tireoidectomia total ou quase-

. . . .
V. Nédulo suspeito de malignidade 60-75% total ou lobectomia

Tireoidectomia total ou quase-

VI. Nédulo maligno 97-99%
total

Fonte: Adaptado de Cibas e Ali (2009).

A abordagem cirurgica da glandula é considerada o tratamento inicial de escolha para
o carcinoma diferenciado de tireoide (CDT). Ainda que exista alguma controvérsia na
literatura, advoga-se atualmente a tireoidectomia total na maioria dos casos, com opcoes
cirurgicas que preservam parte da glandula (lobectomia) reservadas para casos excepcionais
(ROSARIO et al, 2013). A retirada completa da glandula tem a vantagem de permitir o uso da
tireoglobulina como marcador progndstico do CDT, e da pesquisa de corpo inteiro (PCI) com
radioiodo como método diagndstico no seguimento clinico (COOPER et al, 2009).

O estadiamento do céancer de tireoide proposto pelo American Joint Committee on
Cancer/International Union against Cancer (AJCC/UICC), conhecido como sistema TNM
(tumor, node and metastasis; tumor, linfonodo e metastase), permite adequada predicdo da

mortalidade pela doenca; entretanto, ndo tem boa correlagdo com a recorréncia da neoplasia

! A conduta pode variar conforme outros fatores (caracteristicas clinicas e/ou ultrassonogréficas), além da
citologia
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(Tabela 3) (COOPER et al, 2009). O MACIS (Metastases, Age, Complete Resection,
Invasion, Size — Metéstase, Idade, Resseccdo Completa, Invasdo, Tamanho) da Mayo Clinic
(EUA) (HAY et al, 1993) é outro sistema utilizado para avaliagdo prognostica.

Diversos sistemas de predicdo de recorréncia do cancer de tireoide, como o da
Associacdo Americana de Tireoide (ATA) (COOPER et al, 2009), o da Associacdo Europeia
de Tireoide (ETA) (PACINI et al, 2006), o da Sociedade Latinoamericana de Tireoide
(LATS) (PITOIA et al, 2009) e o do Consenso Brasileiro de Tireoide (ROSARIO et al, 2013)
tém sido propostos, sem evidéncias, até 0 momento, de superioridade de um sobre o outro
(Tabela 4) (WONG, BRESEE e BRAUNSTEIN, 2013).

Para a maioria dos casos, esta indicada a complementacdo terapéutica, apdés a
abordagem cirdrgica, através da ablacdo com 1** (iodo radioativo). Em casos selecionados de
muito baixo risco de recorréncia, a radioiodoterapia pode ser dispensada (ROSARIO et al,
2013). A pesquisa de corpo inteiro (PCI), realizada apés a ablacdo com 1**, auxilia na

complementacédo do estadiamento dos pacientes com CDT (COOPER et al, 2009).
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Tabela 3 — Sistema TNM de Classificagdo para o Carcinoma Diferenciado de Tireoide

Sistema TNM de Classificagdo para o Carcinoma Diferenciado de Tireoide

Tumor Primério (T)
(todas as categorias podem ser subdivididas em (s) tumor
solitario e (m) tumor multifocal; neste caso, o maior tumor
determina a classificagao)

TO sem evidéncia de tumor primario

T1atumor de 1 cm ou menos (maior diametro),
limitado a tireoide

T1b tumor maior que 1 cm mas até 2 cm (maior
diametro), limitado a tireoide

T2 tumor maior que 2 cm mas até 4 cm (maior
diametro), limitado a tireoide

T3 tumor maior que 4 cm (maior didmetro)
limitado a tireoide ou tumor de qualquer
tamanho, com minima extensao extratireoidiana
(ex.: musculo esternotireoideo ou tecidos
peritireoidianos)

T4a doenca moderadamente avancada - tumor
de qualquer tamanho, com extensédo além da
capsula tireoidiana e invadindo tecidos
subcutaneos, laringe, traqueia, esdfago ou nervo
laringeo recorrente.

T4b doenca muito avancada - tumor invadindo
fascia prevertebral, envolvendo a artéria carétida
ou vasos mediastinais

TX tumor primario ndo pode ser avaliado

Linfonodos Regionais (N)

NO sem metastases para linfonodos regionais
Nla metastase para o nivel VI (compartimento

central)
N1b metastase para o compartimento cervical
lateral (niveis I, 11, lll, IV ou V) unilateral, bilateral

ou contralateral ou para linfonodos mediastinais
superiores (nivel VII)

NX linfonodos regionais ndo podem ser
avaliados

Metastase a Distancia (M)

MO auséncia de metastase a distancia
M1 presenca de metastase a distancia

Estadio Clinico

Idade Abaixo de 45 Anos

Idade Maior ou Igual a 45 Anos

Estadio |

Qualquer T Qualquer N MO

T1 NO MO

Estadio Il

Qualquer T Qualquer N M1

T2 NO MO

Estadio Il

T3 NO MO

T1 Nla MO
T2 Nla MO
T3 Nla MO

Estadio IVA

T4a NO MO
T4a N1la MO
T1 N1b MO
T2 N1b MO
T3 N1b MO
T4a N1b MO

Estadio IVB

T4b Qualquer N MO

Estadio IVC

Qualquer T Qualquer N M1

Fonte: (AMERICAN JOINT COMMITTEE ON CANCER, 2010), adaptado.

A terapia de reposicdo com doses elevadas de levotiroxina, visando a supressdo do

TSH, objetiva limitar o trofismo do TSH sobre eventuais remanescentes tireoidianos; esta

estratégia comprovadamente reduz a recorréncia a longo prazo, devendo ser iniciada logo

apos a tireoidectomia, caso ndo haja contra-indicacfes (ROSARIO et al, 2013). Indica-se

supressdo mais importante (TSH abaixo de 0,1 mU/L) em pacientes com risco elevado ou

intermediario de recorréncia da doenca e niveis mais brandos (TSH entre 0,1 e 0,5 mU/L) em

pacientes de baixo risco (COOPER et al, 2009). Entretanto, atualmente sugere-se que

pacientes com evolucéo clinica favoravel tenham a indicacdo da terapia supressiva reavaliada
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constante ao longo do seguimento, haja vista evidéncias de aumento de risco de
comprometimento da massa 0ssea (ROSARIO et al, 2013) e de alteracBes cardiovasculares a
longo prazo (KLEIN HESSELINK et al, 2013). O impacto combinado da abordagem
cir(rgica associada a ablacdo com 1
demonstrado em seguimento de longo prazo (MAZZAFERRI e JHIANG, 1994).

A despeito das taxas crescentes de diagnéstico do carcinoma diferenciado de tireoide,

e a supressdo do TSH na redugdo de mortalidade ja foi

a mortalidade relacionada a doenca permanece estavel, o que indica que a maior parte dos
casos detectados atualmente corresponde a neoplasias de baixa agressividade, com evolucéo
subclinica na maior parte dos pacientes (ESSERMAN, THOMPSON e REID, 2013).
Entretanto, mesmo carcinomas diferenciados inicialmente estratificados como de baixo risco
(por exemplo: microcarcinomas) podem evoluir com comportamento mais agressivo
(NIKIFOROQV, 2011). Neste contexto, o avango das técnicas de Biologia Molecular abre um

novo campo na estratégia diagnostica e terapéutica do CDT.
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Tabela 4 — Comparacao dos sistemas de estratificacdo de risco de doenca recorrente/persistente

ATA ETA LATS SBEM
Risco (Associacdo Americana (Associacdo Europeia Lati (sl ade (Sociedade Brasileira de
o N atinoamericana de ; ; .
de Tireoide) de Tireoide) L Endocrinologia e Metabologia)
Tireoide)
[Todos os seguintes critérios:
. e <1 cm sem extensao extra-
Todos os seguintes critérios: Irci)%?isog_s seguintes tireoidiana (pT1a) ou 1-2 cm unifocal
¢ Unifocal U 'fc;cal sem extensao extra-tireoidiana
Muito baixo - e<lcm : <T cm (pT1b)
o NOMO, sem extens&o N ¢ Resseccado tumoral completa
extra-tireoidiana ¢ gl)g'r\g(_)t’irseeorizi‘;ﬁaensao e Sem _subtip~o histolégico agressivo®
e Sem invasao vascular
o cNO%MO
Todos os seguintes critérios: [Todos os seguintes critérios: [Todos os seguintes Uma das combinagdes abaixo:
e Qualquer tamanho, ¢ Unifocal ou multifocal, 1-[critérios: e <4 cm sem extensao extra-
intratirecidiano, NOMO 4 cm, intratireoidiano e 1-4cm, tireoidiana + cN0Q%®
e Resseccao tumoral o NOMO intratireoidiano e <2 cm sem extensdo extra-
macroscépica completa e Sem extens&o extra- o NOMO tireoidiana (pT1) + N1la (méax. 3 LN)
e Sem extensdo extra- tireoidiana e <2 cm com extensdo extra-
tireoidiana * Sem subtipo histolégico tireoidiana minima (pT3) + cNO%®
Baixo e Sem sgbtiépo histolégico agressivo Associada a todos os seguintes
agressivo e Sem invasao vascular critérios:

e Sem invaséo vascular

e Sem captacéo fora do
leito tireoidiano do 1! na
PCI pés-dose, se
realizada

e Sem captacéo fora do
leito tireoidiano do I**
na PCI p6s-dose, se
realizada

e MO

« Sem subtipo histoldgico agressivo®

e Resseccdo tumoral completa

e Sem invasao vascular

e Sem captacéo fora do leito
tireoidiano do I*** na PCI pés-dose,
se realizada

Intermediario

Qualquer dos seguintes

critérios:

e N1

e Extensdo extra-
tireoidiana minima

e Tumor com subtipo
histolégico agressivo®

e Invasdo vascular

e Captacdo fora do leito
tirecidiano do *** na PCI
pés-dose, se realizada

Uma das combinagdes abaixo:

e <4 cm com extensao extra-
tireoidiana minima (pT3) + Nla
(méx. 3 LN)

e 2-4 cm sem extensdo extra-
tireoidiana (pT2) + Nla (méx. 3 LN)

e 2-4 cm com extensdo extra-
tireoidiana minima (pT3) + cNO®

Ou presenga de pelo menos um dos

seguintes critérios:

e>4cm

e 4-10 LN acometidos ou 1-3 LN com
extensdo extra-capsular

e Tumor com subtipo histologico
agressivo®

« Captacdo cervical ectopica do I**
na PCI p6s-dose

Alto

Qualquer dos seguintes

critérios:

e Resseccao tumoral
incompleta

e Extenséo extra-
tireoidiana macroscopica

e Metastases a distancia

e Tireoglobulina pos-
operatéria elevada

Qualquer dos seguintes

critérios:

o N1

e >4cm

o Extenséo extra-
tireoidiana (T3-T4)

e Metastases a distancia

Qualquer dos seguintes

critérios:

o N1

e >4 .cm (> 45 anos de
idade)

e Extenséo extra-
tireoidiana (> 45 anos
de idade)

o Metastases a distancia

e Tumor com subtipo

histolégico agressivo®

Qualquer dos seguintes critérios:

e Invasdo extra-tireoidiana extensa
(pT4)

e > 10 LN acometidos ou > 3 LN com
extensao extra-capsular ou LN
metastatico > 3 cm

e Ressecgdo tumoral incompleta

o Metastases a distancia

Fonte: adaptado de: (ROSARIO et al, 2013); (MOMESSO e TUTTLE, 2014).

2 S&o considerados subtipos histolégicos agressivos: variante de células altas, variante insular, carcinoma de
células colunares
% ¢NO: sem metéstases em USG pré e avaliacio perioperatdria, com (pNO) ou sem (pNx) disseccéo eletiva
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1.3 BASES MOLECULARES DO CARCINOMA DIFERENCIADO DE TIREOIDE

O advento das técnicas de Biologia Molecular abriu um novo e amplo leque de
possibilidades diagndsticas e terapéuticas no campo da Oncologia. O avango no conhecimento
do genoma humano e das estratégias de sua manipulagcdo trouxe consigo significativa
mudanca na forma de entender os fenémenos responsaveis pela oncogénese nos diferentes
tecidos, bem como possibilitou melhor individualizacdo do tratamento (MCDERMOTT,
DOWNING e STRATTON, 2011).

Em relacdo ao CDT, as evidéncias atuais indicam que 70% dos tumores originam-se
de alteracdes relacionadas com a via de sinalizacdo da MAPK (proteina quinase de ativacao
por mitogenos) (Figura 2) (NIKIFOROV, 2008).

O classico trabalho de Kimura e colaboradores demonstrou o papel da mutagcdo V600E
do gene BRAF (quinase RAF do tipo B), um potente ativador da via da MAPK, no
desenvolvimento do carcinoma diferenciado de tireoide (KIMURA et al, 2003). A mutagéo
T1799A do BRAF, levando a alteracdo V600E da cadeia de aminoacidos (troca do
aminodacido valina pelo glutamato), € encontrada em 40% dos carcinomas papiliferos de
tireoide (Tabela 5). Na proteina BRAF nativa, em estado desfosforilado, as interacdes
hidrofobicas entre a alca de ativacdo e o sitio de ligacdo de ATP mantém a proteina em
conformacéo inativa. A substituicdo V600E altera este estado e permite a formacao de novas
interacdes, que mantém a proteina em conformacéo apta para o processo catalitico, resultando
em continua fosforilacdo de MEK (NIKIFOROV, 2008).

Esta alteracdo foi associada em diversos estudos a maior agressividade tumoral, maior
recorréncia de doenca, refratariedade ao radioiodo e pior progndstico clinico, incluindo
aumento de mortalidade (XING et al, 2013). Estes dados tém levado a valorizacdo da mutacao
BRAFY%E como marcador progndstico e possivel alvo terapéutico (XING, 2010). Entretanto,
recente metanalise indicou que a correlacio entre a positividade para a mutacio BRAF ¢ e
0 prognéstico tumoral ainda carece de estudos melhor desenhados, que tragam mais
evidéncias que possibilitem o uso seguro deste dado na préatica clinica (LI et al, 2012). Além
disso, vém surgindo questionamentos na literatura sobre o uso isolado da mutacido BRAF°%°F
como marcador de progndstico, sugerindo que outros fatores ainda nao elucidados podem
interferir na acdo tumorigénica do BRAF (SANCISI et al, 2012; CIAROCCHI, CAVUTO e
PIANA, 2013; GANDOLFI et al, 2013; LI et al, 2013; SHIMAMURA et al, 2013).
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Figura 2* — Principais sitios de alteracdes de vias de sinalizagdo intracelular relacionadas com os diferentes tipos
histoldgicos de cancer de tireoide

Fator de crescimento

Receptor tirosinoquinase [ CMT
CPT
/ \ CFT
CPT
CFT CAT
CPT —|l l
CAT
CPT
CAT

Fonte: adaptado de: (CARLOMAGNO e SANTORO, 2011).

Outra alteracdo molecular muito frequente no carcinoma diferenciado de tireoide é a
da familia de genes RAS (acronimo para “rat sarcoma” - sarcoma de rato), que inclui H-RAS,
K-RAS e N-RAS (NIKIFOROV, 2008). Estes genes codificam proteinas G, que estdo
localizadas na porcdo interior da membrana celular, desempenhando papel central na
transducdo intracelular de sinais originados de receptores de membrana com atividade
tirosinoquinase e receptores acoplados a proteina G. Em seu estado inativo, a proteina RAS
esté ligada ao GDP (guanosina difosfato). Ao ser ativada, ela libera o0 GDP e liga-se ao GTP
(guanosina trifosfato), ativando MAPK e outras vias de sinalizacdo, como PI3K/AKT.
Normalmente, a proteina RAS-GTP torna-se rapidamente inativada devido a sua atividade
intrinseca de GTPase (guanosina trifosfatase) e pela acdo de proteinas citoplasmaticas com
atividade GTPase, que catalisam a conversdo da forma ativa ligada ao GTP para a forma
inativa ligada ao GDP. Em humanos, mutagdes pontuais ocorrem em diferentes sitios do gene

RAS, levando tanto a aumento da afinidade pelo GTP (mutacGes nos codons 12 e 13) ou

4 Legenda: CAT — carcinoma anaplasico de tireoide; CFT — carcinoma folicular de tireoide; CMT — carcinoma
medular de tireoide; CPT — carcinoma papilifero de tireoide
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inativacdo da funcdo GTPase autocatalitica (mutagcBes no codon 61). Como resultado, a
proteina mutada mantém-se permanentemente na forma ativada, estimulando
constitutivamente as vias posteriores (downstream) de sinalizagédo (NIKIFOROV, 2008).

A mutacdo do gene RAS ocorre em até 45% dos casos de carcinoma folicular de
tireoide; no carcinoma papilifero, sua frequéncia € menor, por volta de 10% dos casos, mas
estd associada, em alguns estudos, a maior agressividade tumoral, incluindo presenga de
metéstases a distancia (HOWELL, HODAK e YIP, 2013). Muta¢Bes do gene RAS podem
predispor a desdiferenciacdo tumoral, visto que sdo encontradas frequentemente em
carcinomas anaplasicos (indiferenciados) da tireoide. Isto pode dever-se ao efeito da proteina
RAS mutada promover instabilidade cromossémica, o que ja foi documentado em estudos in
vitro. Mutagdes do gene RAS, entretanto, ndo sdo especificas de malignidade tireoidiana e
também ocorrem em adenomas foliculares benignos (NIKIFOROV, 2008).

Outras alteracGes genéticas relacionadas com o CDT (Tabela 5) incluem: a) o
rearranjo RET/PTC (fusdo do dominio tirosinoquinase do gene RET com porcdes 5' de genes
heterologos no CDT), presente em 25% dos pacientes com carcinoma papilifero de tireoide —
0S mais comuns sdo o rearranjo RET/PTC1 (fusdo do dominio tirosinoquinase com a regiao
5-terminal do gene H4, também chamado CCDC6) e RET/PTC3 (fusdo do dominio
tirosinoquinase com o gene NCOA4) (FUSCO e SANTORO, 2007; NIKIFOROQV, 2011); b) o
rearranjo PAXS8/PPARy, que leva a fusdo dos genes PAX8 e PPARy, com a formacao de nova
proteina denominada PPFP (proteina de fusdo PAX8-PPARY), ja caracterizada in vitro e in
vivo como oncoproteina (RAMAN e KOENIG, 2014); c) mutacdo do gene PTEN, que atua
como supressor tumoral ao inibir a via PISBK/AKT (Figura 2). Apesar de infrequente na
casuistica geral de CDT (menos de 10% dos casos), portadores da chamada Sindrome de
Cowden (relacionada com a mutacdo PTEN, caracterizada pelo desenvolvimento de
hamartomas em diferentes partes do corpo, além de pélipos intestinais e neoplasias de mama)
tém risco elevado de desenvolvimento de carcinoma folicular de tireoide (NAGY et al, 2011;
NGEOW et al, 2014).

Recentemente, mutacdes do gene TERT (transcriptase reversa da telomerase) foram
descritas como novos preditores de agressividade tumoral em cancer de tireoide, com
prevaléncia estimada em 7,5% dos carcinomas papiliferos, 17,1% dos carcinomas foliculares
e até 33,3% dos carcinomas pouco diferenciados e anaplasicos. A presenca de mutacdo do
gene TERT correlacionou-se com doenca persistente e aumento de mortalidade em CDT
(MELO et al, 2014).
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Tabela 5 — Prevaléncia Média de Mutagdes no Carcinoma Diferenciado de Tireoide

Tipo Histolégico de Tumor Alteragcédo Genética Prevaléncia (em %)

Mutacdo BRAF 45%
Rearranjo RET/PTC 25%

Carcinoma Papilifero Mutacdo RAS 10%
Mutacdo TERT 7,5%
Mutacdo TRK < 5%
Mutacdo RAS 45%
Rearranjo PAX8/PPARy 35%

Carcinoma Folicular Mutacdo TERT 17%
Mutacdo PIK3CA < 10%
Mutacdo PTEN < 10%

Fonte: adaptado de: (NIKIFOROV e NIKIFOROVA, 2011); (MELO et al, 2014).

O melhor entendimento das alteracdes genéticas relacionadas ao cancer de tireoide
vem possibilitando o desenvolvimento de novas abordagens diagndsticas e terapéuticas. Um
exemplo é o desenvolvimento de painéis genéticos que permitem melhor predi¢do do risco de
neoplasia maligna em pacientes submetidos & PAAF de tireoide, cujo resultado ndo foi
conclusivo (classificagdo de Bethesda 11, IV e V). O conceito de sistema de classificacio
génica (GEC, na sigla em inglés) foi elaborado a partir da necessidade de melhor definicdo da
conduta terapéutica em pacientes cujo resultado da PAAF mostra-se inconclusivo, mas com
baixa probabilidade pré-teste de malignidade (categorias de Bethesda Ill e IV); para esta
situacdo, o ideal seria o desenvolvimento de testes com alto valor preditivo negativo, visando
evitar cirurgias consideradas desnecessarias (MON e HODAK, 2014).

Alexander e colaboradores desenvolveram um sistema baseado em GEC (Afirma®,
Veracyte, Inc., San Francisco, CA) composto por analise de mRNA de 167 genes, que
demonstrou alta sensibilidade e valor preditivo negativo, com potencial de reducdo de pelo
menos 1/3 (um terco) das cirurgias usualmente realizadas nesta condi¢do clinica
(ALEXANDER et al, 2012). Ja Nikiforov e colaboradores desenvolveram um painel com
base em mutacbes e rearranjos preditores de malignidade (H-RAS, K-RAS, N-RAS,
BRAFY®E  RET/PTC1, REC/PTC3, PAX8/PPARy) com alta especificidade para a
confirmacdo de malignidade em citologias previamente consideradas indeterminadas
(miRInformThyroid™, InterPaceDiagnostics, Parsippany, NJ) (NIKIFOROV et al, 2011).

A possibilidade de uso de farmacos que atuam nas vias de sinalizacdo celular
relacionadas com este tipo especifico de cancer, sobretudo em pacientes que demonstram
refratariedade a terapia com radioiodo, representa o principal potencial da melhor
compreensdo dos mecanismos moleculares da oncogénese tireoidiana. Os estudos neste

campo ainda sdo incipientes, mas recentemente Brose e colaboradores demonstraram a
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eficacia do sorafenibe, fArmaco que atua bloqueando receptores de fatores angiogénicos como
VEGFR-1, VEGFR-2, e VEGFR-3, bem como bloqueando a agcdo de RET (incluindo os
rearranjos RET/PTC), RAF (incluindo BRAFY®%F) e do receptor para o fator de crescimento
derivado de plaquetas B. Em estudo de fase 3, o farmaco demonstrou eficicia na manutengéo
de sobrevida livre de doenca, com razoavel perfil de tolerabilidade (BROSE et al, 2014). Em
carcinomas de tireoide que apresentam o rearranjo PAX8—PPARy e consequente expressdo de
PPFP, o uso do agonista PPARy pioglitazona, originalmente desenvolvido para tratamento de
diabetes mellitus tipo 2, demonstrou reducdo dramatica do tamanho tumoral e prevencao de
metéstases a distancia (RAMAN e KOENIG, 2014).

Com o avanco do estudo da Genética Clinica, demonstrou-se que apenas as alteracées
estruturais do genoma (mutagdes) ndo sdo capazes de explicar completamente o
desenvolvimento e a progressdo do cancer. Partindo desta premissa, chegou-se ao conceito de
epigenética, definida como "mudanca herdavel do padrdo de expressdo génica, mediada por
outros mecanismos que ndo alteracbes na sequéncia primaria de nucleotideos de um gene"
(HERMAN e BAYLIN, 2003).

1.4 EPIGENETICA E CANCER DE TIREOIDE

O primeiro uso do termo epigenética (do grego "epi" = além + "genética™), antes
mesmo da descoberta do DNA por Watson e Crick, coube a C.H. Waddington, que, em 1939,
durante estudos com Drosophila melanogaster, usou o termo para definir “as interacées
causais entre 0s genes e seus produtos, que por fim constituem o fenotipo” (ESTELLER,
2008).

Posteriormente, com o melhor entendimento do genoma humano e suas mdaltiplas
interfaces, chegou-se ao conhecimento atualmente estabelecido do processo de regulacédo
epigenética, que consiste em trés mecanismos principais: a) hipermetilacdo da regido
promotora de genes; b) deacetilacdo de histonas, e c) acdo pds-transcricional de pequenos
fragmentos de RNA ndo-codificantes de proteinas, os chamados RNA interferentes (RNAI),
representados principalmente pelos microRNA’s (miRNA) e pelos pequenos RNA’s
interferentes (SIRNA) (ESTELLER, 2008).

A influéncia de mecanismos epigenéticos relacionados a hipermetilacdo de genes

candidatos no processo de tumorigénese, causando silenciamento génico aberrante, vem
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ganhando relevancia no entendimento da transformacdo maligna (HERMAN e BAYLIN,
2003). Em humanos, a metilacdo do DNA ocorre pela ligacdo covalente de um grupo metil
(CHs) ao carbono na posi¢do 5 da citosina de um dinucleotideo CpG (citosina que precede
guanina), que se transformara em 5-metilcitosina. As regiGes promotoras de diversos genes,
incluindo muitos relacionados com a oncogénese de diversos tecidos, abrigam regifes ricas
em sequéncias CpG, por isso chamadas de “ilhas CpG”. Através da agdo de enzimas
denominadas DNA metiltransferases (DNMTSs), que usam como doador do grupo metil a S-
adenosil-metionina, a hipermetilacdo das ilhas CpG impede a adequada transcricdo da
sequencia génica (Figura 3) (ESTELLER, 2008).

Figura 3 — Processo de silenciamento génico através da hipermetilagdo da regido promotora

O Nao-metilado
Q wetilado

Expressao Génica

Gene —

|+) Expresséo Génica Reprimida
Gene —

Fonte: elaborado pelo autor

O processo de metilacdo aberrante ja foi detectado em genes supressores de tumor
(PTEN, RASSF1A, TIMP3, SLC5A8, DAPK, RARA2), genes associados a apoptose (DAPK,
CASP8) e de reparo do DNA (hMLH1, MGMT) (ESTELLER, 2008). A compreensdo atual da
oncogénese indica que as alteracBes na regulacdo epigenética da atividade gendmica sdo tdo
importantes para a tumorigénese quanto as alteracGes diretas do cddigo genémico (PLASS et
al, 2013).

Por sua vez, o estudo de alteracGes epigenéticas relacionadas ao cancer de tireoide tem
avancado ao longo dos anos (CATALANO, FORTUNATI e BOCUZzZzZI, 2012;
RODRIGUEZ-RODERO, 2013). Varios genes envolvidos no controle da proliferacéo celular
e invasdo, bem como genes especificos relacionados com a diferenciacdo tireoidiana, estao
epigeneticamente silenciados no cancer de tireoide (Tabela 6). Alguns genes, como RASSF1A,

apresentam aumento de metilacdo tanto em tumores foliculares benignos (33 a 44%) como em
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carcinoma papilifero (aproximadamente 70%), sugerindo que a hipermetilacdo e consequente
repressdo epigenética de alguns genes constitui evento precoce na tumorigénese tireoidiana
(KONDO, ASA e EZZAT, 2008). As evidéncias atuais indicam que alteracdes epigenéticas
cumulativas participam do processo de progressao sequencial do carcinoma bem diferenciado
da tireoide para carcinomas metastatizantes, dentro do espectro do surgimento do carcinoma
pouco diferenciado e indiferenciado de tireoide (CATALANO, FORTUNATI e BOCUZZI,
2012).

Tabela 6 — AlteragGes Epigenéticas no Cancer de Tireoide

Gene
p16INK4A
RASSF1A
PTEN
Genes envolvidos em Rap1GAP
controle de proliferacéo e TIMP3
invasao DAPK
RARB2
E-caderina
DKK3
CITED1
NIS
Genes especificos da receptor do TSH
tireoide pendrina
SLC5A8
TTF-1
Fonte: adaptado de: (CATALANO, FORTUNATI e BOCUZZI, 2012); (YIN et al, 2013).

Ha evidéncias de que a positividade para a mutacdo BRAFY®%F correlaciona-se com a
hipermetilacdo de alguns genes, como os que codificam metaloproteinases como o TIMP3 e 0
receptor do acido retinoico, RARS2 (XING, 2007b). Por outro lado, a positividade para a
mutacdo BRAFY®YE
tumoral, o RASSF1A (XING, 2007b). O mecanismo pelo qual a mutagdo BRAF**F induz

maior refratariedade ao radioiodo parece envolver alteracdes epigenéticas na expressdo de

€ mutuamente exclusiva para a hipermetilacdo de um gene supressor

NIS (simportador de sodio-iodo), através da acdo de deacetilases de histonas (ZHANG et al,
2014).

Hoque e colaboradores estudaram a hipermetilacdo de diferentes genes envolvidos na
tumorigénese tireoidiana (RASSF1A4, TSHR, RARp2, DAPK, S100, pl6, CDH1, CALCA,
TIMP3, TGF-f e GSTpi), em busca de escores de quantificagdo por metodologia de QMSP
(reagdo em cadeia da polimerase quantitativa em tempo real, especifica para metilacdo) que

pudessem ser aplicados na prética clinica para diferenciacdo entre tecidos benignos e
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malignos em situacBes de davida diagnostica, por exemplo, PAAF com resultado
indeterminado. Os resultados demonstraram que a metilagdo génica ndo seguiu um padréo
uniforme em tecidos benignos e malignos, sendo identificados fatores interferentes no padréo
de metilacdo, como a ja citada mutagdo BRAFY**® (HOQUE et al, 2005). Este estudo
demonstrou que a identificacdo de um bom gene candidato para estudo de hipermetilacdo néo
é simples, mesmo utilizando um amplo painel de genes e metodologias quantitativas de
analise de metilac&o.

Weisenberg e colaboradores (2006) propuseram em 2006 o conceito de CIMP
(fendtipo metilador de ilha CpG), que estabelece um subtipo de tumores com importante
metilacdo de ilhas CpG, o que estaria correlacionado com alteracbes genéticas, como a
mutacdo BRAF em tumores colorretais (WEISENBERG et al, 2006).

A identificacdo de alvos epigeneticamente silenciados traz consigo a possibilidade da
reversdo destas alteracbes, com consequente reativacdo génica. As chamadas drogas
epigenéticas tém como alvo dois dos principais mecanismos de alteracdo epigenética, a
hipermetilagdo do DNA e a deacetilagdo de histonas (CATALANO, FORTUNATI e
BOCUZZI, 2012). Até o momento, algumas drogas tém sido testadas em pequenos estudos de
fase | e fase Il. A decitabina, também chamada de 5-aza-2'-deoxicitidina ou 5-azacitidina,
droga inibidora das metiltransferases, foi testada em pacientes com cancer de tireoide
metastatico refratario ao tratamento com radioiodo, com resultados ainda ndo publicados
(CATALANO, FORTUNATI e BOCUZZI, 2012). O vorinostat, também conhecido como
SAHA, tem acdo direta inibitdria sobre as deacetilases de histonas. Em estudo de fase | com 6
pacientes, o vorinostat demonstrou eficacia parcial em pelo menos 2 casos; estudo posterior
de fase 1l ndo demonstrou eficAcia em monoterapia em pacientes com carcinoma avangado de
tireoide, mas o estudo indica a possivel utilidade quando combinado com outras drogas
(WOYACH et al, 2009). Estudos com énfase na exploracdo de novos mecanismos de controle
epigenético do cancer de tireoide tém o potencial de descoberta de novos alvos terapéuticos
(XING, 2007a).
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1.5 O PAPEL DO HOPX COMO GENE SUPRESSOR TUMORAL

O gene homeobox HOP (HOPX — homeodomain-only protein X, GenBank NT
022853), também citado na literatura como NECC1, LAGY ou OB1, localiza-se no braco
longo do cromossomo 4 (4q12) (Figura 4). Inicialmente foi identificado como gene essencial
para a modulacdo do crescimento e desenvolvimento cardiaco (CHEN et al, 2002; CHEN et
al, 2007). HOPX compde a familia de genes homeobox, caracterizados por apresentar
significativa homologia com fatores de transcricdo homeoticos (reguladores), conservados no
processo evolutivo ao longo de milhdes de anos, mantendo relativa similaridade em todos os
metazoarios. HOPX faz parte desta familia, mas tem a peculiaridade de, diferente da maioria
das proteinas codificadas por outros genes homeobox, chamadas de proteinas homeodomain,
ndo conservar sitios de ligacdo de DNA (ABATE-SHEN, 2002; KOOK et al, 2006).

Figura 4 — Localizagdo genémica de HOPX, no braco longo do cromossomo 4 (4g12)
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Fonte: Disponivel em:<http://genecards.org/cgi-bin/carddisp.pl?gene=HOPX>. Acesso em: 20 out. 2014.
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Trés variantes de transcricdo — HOPX-a (NM 139212.2), HOPX-4 (NM 139211.2) e
HOPX-y (NM 032495.4) — codificam a mesma proteina, que age como um adaptador
mediando a transcricdo génica. Apenas o promotor do HOPX-4 abriga sitios CpG abrangendo
o primeiro intron e exon (Figura 5) (OOKI et al, 2010). A expressdo do HOPX é amplamente
disseminada em tecidos normais, onde foi demonstrado que o HOPX inibe a ativacdo de
fatores transcricionais atraves do recrutamento de enzimas deacetiladoras de histonas (OOKI
et al, 2010). Por outro lado, a baixa expressdao do HOPX em modelos celulares de células de
célon foi considerada preditiva de transformacdo neoplasica em estudos com ratos (Tabela 8)
(DAVIDSON et al, 2012). Em camundongos com knockout em homozigose para 0 gene
HOPX, observou-se elevada letalidade intradtero, com retardo do desenvolvimento fetal e
hipoplasia cardiaca associados (SHIN et al, 2002). Ndo ha descricdo na literatura do fenotipo

tireoidiano em cobaias com knockout de HOPX.
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Figura 5 — Localizagdo das ilhas CpG (areas sombreadas) na regido 5’ do gene HOPX
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Fonte: adaptado de: (YAMASHITA, KATOH e WATANABE, 2013).

Yamaguchi e colaboradores (2009) estudaram 44 espécimes de tecido de carcinoma
endometrial humano e compararam com 4 controles (tecido endometrial benigno). A analise
do mRNA do HOPX demonstrou diminuicéo da expresséo nos tecidos malignos e a analise de
hipermetilagdo demonstrou que a acdo epigenética sobre o promotor do HOPX contribuiu
para a progressao tumoral (YAMAGUCHI et al, 2009). Asanoma e colaboradores analisaram
uma linhagem de coriocarcinoma, e detectaram auséncia de expressdo do HOPX/NECCL1
neste tipo de cancer, em contrapartida a expressdo normal em tecido placentario ndo-tumoral.
A transfeccdo do gene do HOPX/NECCL1 nesta linhagem celular possibilitou a progressao do
tecido para sinciciotrofoblasto, demonstrando que a reducgéo da expressdo do HOPX/NECC1
estd envolvida na tumorigénese do coriocarcinoma (ASANOMA et al, 2003).

Ooki e colaboradores (2010) avaliaram a expressao de HOPX, bem como o padréo de
hipermetilacdo de sua regido promotora, em 10 amostras de cancer gastrico,
comparativamente com tecido ndo-tumoral extraido da mesma peca cirargica (5 cm ou mais
de distancia do tecido tumoral). A expressdo de mMRNA de HOPX foi indetectavel em 80%
das amostras tumorais e em todas as linhagens celulares de cancer géastrico estudadas. A
hipermetilacdo do HOPX ocorreu em 90% dos tumores, taxa considerada elevada e similar
aos genes com hipermetilagdo mais prevalente neste tipo de neoplasia, tais como CDH4,
Integrina4 e KLF4; em contrapartida, apenas 10% do tecido ndo-tumoral apresentava a
hipermetilacdo do promotor do HOPX (OOKI et al, 2010). Neste estudo, também foi
demonstrada correlacdo significativa (p = 0,029) da hipermetilacdo do HOPX com pior

prognostico apos analise multivariada (OOKI et al, 2010).



Tabela 7 — Relagdo entre o gene HOPX e diferentes tipos de cancer em humanos
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Tipo de Histoloaia Expresséo do Hipermetilagéo do Relevancia
Cancer 9 HOPX DNA Progndstica
Carcinoma de células . A . . ~ .
Reduzida no cancer N&o avaliada N&o avaliada
~ escamosas
Pulméo
Adenocarcinoma Reduzida no cancer N&o avaliada SIM
Placenta Trofoblasto Reduzida no cancer N&o avaliada N&o avaliada
Cabecae Carcinoma de células . A ~ . ~ .
4 Reduzida no cancer N&o avaliada N&o avaliada
Pescoco escamosas
N Carcinoma de células . A A
Esobfago Reduzida no cancer  Propensa ao cancer SIM
escamosas
- Carcinoma de . A A ~ .
Utero oy Reduzida no cancer  Propensa ao cancer N&o avaliada
endométrio
Estdbmago Adenocarcinoma Reduzida no cancer  Propensa ao cancer SIM
Adenocarcinoma N&o avaliada Propensa ao cancer N&o avaliada
Colorretal
Adenocarcinoma Reduzida no cancer  Propensa ao cancer SIM
Pancreas Adenocarcinoma Reduzida no cancer  Propensa ao cancer NAO

Fonte: adaptado de: (YAMASHITA, KATOH e WATANABE, 2013).

Waraya e colaboradores (2012) também demonstraram a reducdo da expressdao do
HOPX em neoplasia maligna de pancreas em comparagdo com tecido ndo-tumoral adjacente
(WARAYA et al, 2012). Katoh e colaboradores analisaram a expressdo de HOPX e a
correlacdo da hipermetilacdo de sua regido promotora com agressividade tumoral em 170
pacientes com cancer colorretal. Os resultados demonstraram menor expressdo de HOPX nos
tecidos tumorais em comparacdo com o0s tecidos normais adjacentes ao tumor; a expressao
reduzida de HOPX também foi demonstrada em linhagens celulares de cancer colorretal. A
maior metilacdo do promotor do HOPX, correspondente a reducdo da sua expressdo génica,
foi considerada um preditor independente de agressividade tumoral (p = 0,035) e relacionada
a pior diferenciacdo celular na analise histopatoldgica (Tabela 7) (KATOH et al, 2012).

Os mecanismos pelos quais a reducao da expressdo e a hipermetilacdo do promotor do
gene HOPX induzem a tumorigénese e a maior agressividade da neoplasia ainda ndo estdo
completamente elucidados. Sabe-se previamente que, diferente de outras proteinas derivadas
de genes homeobox, HOPX ndo possui sitios de ligacdo do DNA. Desta forma, foram
propostos modelos em que HOPX regula a transcri¢cdo génica de maneira indireta, através de
sua ligacdo com fatores de transcricdo. Um destes modelos propde a interacdo de HOPX com
0 SRF (serum response factor — fator de resposta ao soro), que por sua vez participa da
regulacdo de genes relacionados com ciclo celular, crescimento e diferenciacdo celular, bem

como apoptose; o SRF, por exemplo, estd relacionado com o crescimento do musculo
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esquelético induzido pelo exercicio. Outro modelo propde a interacdo de HOPX com HDAC?2
(deacetilase de histona tipo 2), que por sua vez tem agdo sobre GATA4 (GATA binding
protein 4) (Figura 6). A consequente deacetilacdo de GATA4 leva a modulacdo de genes de
ciclo celular e sua acdo coordenada ja demonstrou ser essencial na regulacdo da proliferacdo
dos midcitos cardiacos durante a embriogénese (TRIVEDI et al, 2010).

Tabela 8 — Relagdo entre o gene HOPX e a funcéo de supressdo tumoral em células de cancer em humanos

Tipo de Tumorigénese  Tumorigénese n . = A Metéastases
Cancer fin WV - Proliferagcao Apoptose Invaséao Angiogénese - "

Placenta SIM N"?‘O Nz_ao Nz_ao Nz_ao N‘?O N‘?O
avaliada avaliada avaliada avaliada avaliada avaliada

Es6fado Nao SIM Nao Néao Nao Nao Nao
9 avaliada avaliada avaliada avaliada avaliada avaliada

Cabeca e N&o SIM Nao Nao N&o N&o N&o
Pescogo avaliada avaliada avaliada avaliada avaliada avaliada

Pulmé&o SIM SIM SIM NAO SIM Ndo SIM

avaliada

. Nao Nao Nao Nao Nao
Liczie =l avaliada s avaliada avaliada avaliada avaliada

Mama SIM Néo SIM Néo Néo Nao Né&o
avaliada avaliada avaliada avaliada avaliada

o Nao Nao Nao
Eygin)e avaliada = s S =l avaliada avaliada

Colorretal SIM SIM SIM SIM SIM SIM Néo
avaliada

Pancreas Mg SIM SIM SIM SIM e Né&o
avaliada avaliada avaliada

Fonte: adaptado de: (YAMASHITA, KATOH e WATANABE, 2013).

Estudos em modelos de linhagem celular de cancer colorretal, de pancreas, de
estdbmago, de es6fago e de pulméo levaram ao entendimento das alteracbes moleculares em
células cuja expressdo de HOPX sofreu repressao epigenética (Tabela 8 e Figura 7). Dentre 0s
eventos celulares, incluem-se (YAMASHITA, KATOH e WATANABE, 2013):

a) Expressdo de proteinas de superficie celular com atividade tirosinoguinase, tais
como EphA2 (efrin tipo-A receptor 2), mediadora de eventos do desenvolvimento,
particularmente no sistema nervoso; e EMP1 (proteina epitelial de membrana 1), cuja reducéo
da expressdo esta envolvida com pior prognéstico em carcinoma oral de células escamosas e

em carcinogénese de esofago.
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Figura 6 — Modelos de interagdo de HOPX com genes relacionados com diferenciacdo, crescimento e ciclo
celular

=

Ativagao da transcricéo

Diferenciacéo
Inibicdo da proliferacdo, invasdo e metastase

Fonte: adaptado de: (YAMASHITA, KATOH e WATANABE, 2013).

b) Expresséo do fator de crescimento vascular Cyr61 (indutor de angiogénese rico em
cisteina 61), proteina de matriz celular capaz de regular diversas atividades celulares, tais
como adesdo, migracdo, proliferacdo, diferenciacdo, apoptose e senescéncia. Critico para
formacdo de vasos placentarios e septos na morfogénese cardiaca, relacionado com processos
de aterosclerose, complicacbes do diabetes mellitus e angiogénese em cancer de mama,
prostata, gliomas, adenocarcinomas gastricos.

c) Hiperexpressdo de fatores de transcricdo, tais como: c-Fos (protooncogene, da
familia dos fatores de transcricdo de genes de expressdo rapida, homélogo do oncogene
retroviral v-fos). Sua superexpressdo esta relacionada com osteossarcoma, por outro lado em
carcinomas de ovario a supressao de c-Fos correlaciona-se com a progressdo da doenca (papel
supressor tumoral). Este duplo modo de acao é induzido por diferentes composicdes proteicas
das células tumorais e seu meio. Estudo de 2003 demonstra superexpressao de c-Fos em
cancer de tireoide (KATAKI et al, 2003). Yamaguchi e colaboradores (2009) demonstraram
que HOPX inibe o estimulo proliferativo do estradiol (E;) sobre linhagens celulares de cancer
de endométrio e de mama, mediante interacdo com SRF e reducdo da expressdo de c-Fos
(YAMAGUCHI et al, 2009); c-Jun, primeiramente identificada como p39. Seu knockdown é
letal. Em conjunto com c-Fos, forma o fator de transcri¢do de resposta rapida AP-1 (proteina

heterodimérica), que regula a expressdo génica em resposta a variados estimulos, incluindo
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citocinas, fatores de crescimento, infec¢fes virais e bacterianas. AP-1 controla diversos
processos celulares, tais como diferenciacdo, proliferacdo e apoptose; EGR1 (proteina de
resposta ao crescimento precoce 1), trata-se de proteina nuclear, fator de transcricdo em
mamiferos; funciona como um regulador transcricional, age em genes ligados a diferenciagdo

e mitogénese, bem como na plasticidade neuronal cerebral (WORDEN et al, 2005).

Figura 7 — Modelo celular dos efeitos da repressao epigenética de HOPX, levando a expressdo aumentada de
fatores relacionados com angiogénese, invasividade tumoral e metastases a distancia

Cyr61l - angiogénese

EPHA2

invasividade
e metastases

célula cancerigena com expresséo de
HOPX reprimida epigeneticamente

Fonte: adaptado de: (YAMASHITA, KATOH e WATANABE, 2013).

d) Aumento da expressdo de genes relacionados ao metabolismo, tais como GLUT3
(transportador de glicose tipo 3), carreador que participa do transporte facilitado de glicose
através das membranas plasmaticas de células de mamiferos, inicialmente descrito em
neurdnios, posteriormente evidenciado em outros tipos celulares como esperma, embrides,
leucdcitos circulantes e linhagens celulares de carcinomas de rim, célon e placenta. NPC1 é
um gene que, quando mutado, resulta na doenca de Niemann-Pick, tipo C (doenga de
armazenamento lisossomal), quadro clinico de esplenomegalia, hepatomegalia e
comprometimento neurologico progressivo. NPC1 tem relagdo com obesidade, infeccdo pelo
HIV e virus Ebola, participando da formacéo da bainha de mielina, sem relagdo definida em
cancer (YAMASHITA, KATOH e WATANABE, 2013).
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A expressdo de HOPX, pelo menos no epitélio alveolar do pulmdo, é diretamente
controlada por NKX2.1 e GATAG, fatores que participam de um complexo transcricional que
envolve SRF para ativar uma série de genes cruciais para o desenvolvimento pulmonar (YIN
et al, 2006). O gene NKX2.1 (NK2 homeobox 1), também conhecido como TTF-1 ou T/EBP, é
um fator de transcricdo da familia Nkx2 codificado por gene localizado no cromossomo 12
em camundongos e 14913 em humanos. Durante a vida embrionaria, 0 NKX2.1 expressa-se
no primoérdio tireoidiano, traquéia, pulmédo, cérebro e neuro-hipéfise. Animais com mutacéo
inativadora do NKX2.1 (NKX2.1") apresentam fendtipo complexo, caracterizado por morte
neonatal, agenesia tireoidiana, hipoplasia pulmonar, morfologia alterada da traquéia,
alteracOes cerebrais e auséncia da hipéfise (RAMOS, NESI-FRANCA e MACIEL, 2008). As
vias genéticas controladas pelo NKX2.1 ndo estdo esclarecidas. Sabe-se que a auséncia do
NKX2.1 determina, no embrido, a falta de expressdo de genes como BMP4 (proteina
morfogenética 0ssea 4) e FGF8 (fator de crescimento de fibroblastos 8) nos pulmdes e
hipofise, respectivamente. Paralelamente, 0 NKX2.1 poderia controlar a sobrevivéncia das
células foliculares tireoidianas através de mecanismos semelhantes, envolvendo alguns fatores
de crescimento. A proteina NKX2.1 é definitivamente regulada, de forma tecido-especifica,
participando do controle de diferentes genes em distintos tipos celulares (DE FELICE e DI
LAURO, 2004). HOPX atua promovendo regulacdo epigenética negativa, através de inibicao
de atividade HDAC (histona deacetilase), levando a reducdo da expressao do complexo
NKX2.1/GATA6/SRF (YIN et al, 2006). Portanto, uma queda na expressdo do gene HOPX
leva a desrepressdo da atividade do complexo Nkx2.1/GATAG6/SRF, promovendo uma
ativacdo precoce do processo de diferenciacdo do epitélio alveolar que é prejudicial para a
morfogénese e para a maturacdo pulmonar. Na tireoide, além da importancia embrionaria,
NKX2.1 desempenha claro papel na expresséo de genes especificos da tireoide na fase adulta
(Tg e TPO); ndo sabemos se 0 impacto na expressao de HOPX levaria ao mesmo processo de
diferenciacdo celular precoce com alteracdo da organogénese glandular.

A analise da literatura disponivel até o0 momento também ndo demonstra descri¢do da
associacdo entre alteracGes da expressdo do gene HOPX e o desenvolvimento de neoplasia
maligna da tireoide, incluindo caracteristicas relacionadas a apresentacdo clinica e a

agressividade da doenca.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Identificar o padrdo de expressdo do homeobox gene HOPX em amostras tumorais de

pacientes com carcinoma diferenciado de tireoide.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Estabelecer associagcbes entre a expressao do homeobox gene HOPX e aspectos
clinico-patologicos tais como idade, sexo, tamanho do tumor, extensdo extra-tireoidiana,
invasdo capsular e angiolinfatica, ocorréncia de metastases locorregionais e a distancia,
estadiamento tumoral, subtipo histoldgico, presenca de tireoidite e estratificacdo de risco de

recorréncia.
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3 HIPOTESES

HO: A expressdo do gene HOPX ndo estd alterada em carcinoma diferenciado de
tireoide, quando comparada com a expressao em tecido ndo-tumoral adjacente ao tumor e
com neoplasias benignas da tireoide.

H1: A expressdo do gene HOPX esté alterada em carcinoma diferenciado de tireoide,
quando comparada com a expressdao em tecido ndo-tumoral adjacente ao tumor e com

neoplasias benignas da tireoide.
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4 CASUISTICA, MATERIAL E METODOS

4.1 DESENHO DO ESTUDO

O estudo compde-se de duas etapas:

a) Estudo piloto envolvendo anélise de expressdo de mMRNA de HOPX de 10 amostras
de CPT, oriundas de trabalho previamente realizado para estudo do controle epigenético da
expressdo de NIS em CDT (GALRAO et al, 2014).

b) Estudo prospectivo com coleta de tecido fresco em pacientes submetidos a
tireoidectomia total ou parcial por diagndstico de CDT, além da coleta de controles com
neoplasia benigna de tireoide (bécio adenomatoso e/ou adenoma folicular).

4.2 AMOSTRA

4.2.1 Estudo piloto

Foram incluidos, para estudo, 10 pares de amostras de tecido tumoral e ndo-tumoral
adjacente de pacientes com diagndstico de CDT, submetidos a tireoidectomia total no
Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da Universidade de Sdo Paulo (USP)
(GALRAO, 2011).

4.2.2 Estudo prospectivo

Foi procedida coleta de tecido tumoral e ndo-tumoral adjacente de pacientes
submetidos a tireoidectomia total ou parcial no Hospital Sdo Rafael (Salvador/BA),
instituicdo participante, no periodo entre abril/2014 a outubro/2014, com diagndstico

citologico prévio indicando neoplasia maligna da tireoide, posteriormente confirmado ao
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estudo anatomo-patoldgico de carcinoma diferenciado da tireoide, cujo tumor tenha dimenséo

maior ou igual a 5 mm (cinco milimetros).

4.3 CRITERIOS DE INCLUSAO

— Diagnostico confirmado ao anatomo-patolégico de carcinoma diferenciado de
tireoide, cujo tumor (se unifocal) ou maior tumor (se multifocal) tem dimensdo maior ou igual
a 5 mm (cinco milimetros);

— Aceitacdo do (a) paciente em participar do estudo, mediante assinatura de TCLE
(Termo de Consentimento Livre e Esclarecido) (Anexo 2);

— Disponibilidade de prontuario para coleta de dados clinicos dos pacientes

submetidos a tireoidectomia;

4.4 CRITERIOS DE EXCLUSAO

— Diagnostico anatomo-patolégico de carcinoma indiferenciado de tireoide;
— Indisponibilidade do prontuario para coleta dos dados clinicos;

— Indisponibilidade da peca cirurgica para extracao de material.

4.5 CALCULO AMOSTRAL

Para o calculo do tamanho amostral, dado o ineditismo deste trabalho na analise da
expressdo do homeobox gene HOPX em cancer de tireoide (prevaléncia desconhecida), a
formula utilizada prevé o uso de prevaléncia estimada em 50%, o que visa evitar erros de
subestimacdo do tamanho amostral (Figura 9) (COCHRAN, 1977).
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Figura 8° — Férmula para calculo amostral

_Z*p(1-p)
-

Fonte: adaptado de: (COCHRAN, 1977)

n

Tendo em vista que a incidéncia estimada de novos casos de cancer de tireoide para o
Estado da Bahia para o ano de 2014 é de 360 casos (INSTITUTO NACIONAL DO CANCER
JOSE ALENCAR GOMES DA SILVA, 2014), o grau de confianca de 95% e margem de
precisdo de 20%, calculou-se o tamanho amostral minimo de 23 casos de carcinoma

diferenciado de tireoide para adequada analise do padréo de expressdao de HOPX em CDT.

4.6 COLETA DE DADOS E ANALISE

4.6.1 Coleta de amostra de tecido tumoral fresco

Foi coletada amostra de tecido neoplasico em espécimes oriundos de tireoidectomia
total ou parcial realizadas no Hospital Sdo Rafael, Salvador/Bahia. Logo ap6s o término do
procedimento cirdrgico (tempo méaximo de 60 minutos), as pecas foram levadas para o
Servico de Anatomia Patologica do Hospital, onde o médico patologista realizou analise
macroscopica da peca e posterior retirada do tecido tumoral e ndo-tumoral adjacente,
aproximadamente 5 mg em cada fragmento. As amostras foram acondicionadas em tubos
eppendorfs estéreis de 2 ml (Greiner Bio-One, Kremsminster, Austria) previamente
autoclavados e identificados, contendo em seu interior 1 ml de solucdo de conservacdo RNA
Later® (Life Technologies, Carlsbad, CA). A seguir, as amostras foram transportadas em
recipiente refrigerado até o Laboratério de Estudo de Tireoide (LET), localizado no Instituto

de Ciéncias da Saude da UFBA, e armazenadas em freezer -20°C.

® Legenda: n = amostra; Z = grau de confianca; p = prevaléncia estimada; d = margem de erro.
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4.6.2 ldentificacdo da ilha CpG

Através de revisao de literatura, identificamos que HOPX é um gene cujo mecanismo
de controle de expressdo envolve a hipermetilagdo de sua regido promotora (controle
epigenético). Desta forma, optamos por proceder a reanalise da ilha CpG de HOPX,
confrontando com os dados previamente disponiveis na literatura, visando experimentos
futuros de andlise de metilacdo por metodologia quantitativa (QMSP — reacdo em cadeia da
polimerase quantitativa em tempo real, especifica para metilacdo). Para uma adequada
identificacdo da ilha CpG, procedeu-se analise da regidao 5’ do gene HOPX, entre as posicdes
4500 pb e +500 pb em relacdo ao sitio de inicio da traducdo (ATG), empregando-se
ferramentas de bioinformatica. Utilizou-se inicialmente o programa “CpG Island Explorer”
versdo 2.0, disponivel em http://cpgie.sourceforge.net (WANG e LEUNG, 2004), seguindo 0s
pardmetros descritos por Takai e Jones (TAKAI e JONES, 2002) (Tabela 9). Este programa
determina potenciais ilhas CpG através dos célculos de porcentagem de bases guaninas e
citosinas (C+G), da razdo entre o nimero de sitios CpG observados e sitios CpG esperados
(CpGobs/CpGesp) e do tamanho minimo do fragmento desejado.

Em seguida, para analise da funcionalidade da ilha CpG, utilizou-se o programa
Cpg_MI, disponivel em http://bioinfo.hrbmu.edu.cn/cpgmi (SU et al, 2010). Este programa
identifica ilhas CpG funcionais baseado na informacdo cumulativa da distancia fisica entre
sitios CpG funcionais vizinhos. Desta forma, possibilita-se a distincdo entre um
enriquecimento por acaso de CpG e um agrupamento significativo.

Posteriormente analisou-se esta mesma sequéncia no programa RepeatMasker versdo
aberta 4.05, disponivel em http://www.repeatmasker.org, para descartar qualquer
sobreposicdo de sequéncias repetitivas (HUTTER, PAULSEN e HELMS, 2009). Para
concluir a determinacdo de ilhas CpG funcionais no promotor do gene NIS, as sequéncias
identificadas como unicas pelo programa “RepeatMasker” foram reanalisadas pelo programa
“CpG Island Explorer”, mesclando-se desta vez os parametros de Takai e Jones e oS
parametros descritos por Gardiner-Garden e Frommer (Tabela 9) (GARDINER-GARDEN e
FROMMER, 1987).
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Tabela 9 — Critérios de classificagdo de ilhas CpG

Critérios Utilizados

Parametros Tak?izgao‘;())nes Gg:gmﬁ:'e??{gg%& no ES,tl_,ldO
(reanalise)
Conteldo C+G 255% 250% 255%
CpGobs/CpGesp 20,6 20,6 20,6
Tamanho minimo do 500 pb 200 pb 200 pb

fragmento
Fonte: adaptado de: (GARDINER-GARDEN e FROMMER, 1987); (TAKAI e JONES, 2002).

4.6.3 Extragdo do DNA de tecido fresco

Para a extracdo de DNA de tecido fresco foi utilizado o estojo comercial Gentra®
Puregene® Kit (QIAgen, Valencia, CA), conforme instrucdes do fabricante. A amostra de
tecido fresco foi colocada em tubo conico de 5 ml contendo 300 ml de solucéo de lise celular
do referido Kit e homogeneizada por 80 segundos usando Haste Homomix de 5 mm
(Biosystems, Curitiba, PR). Ap0s o término do processo de extracdo, com eluicdo em 50 pul de
solucdo de hidratacdo de DNA do referido Kit, as amostras foram armazenadas em freezer

-20°C até a sua utilizagéo.

4.6.4 Quantificacdo do DNA total

Para analise da quantidade e a pureza do DNA extraido, dois microlitros da amostra
foram utilizados para determinacéo, utilizando Nano Espectrofotometro KASVI Modelo K23-
0002 (KASVI, Curitiba) através de leitura a DO 260nm e DO 280nm. Foi considerado
DO2sonm = 1 equivalente a 50 ng/uL.
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4.6.5 Extragéo de RNA total de tecido

Para homogeneizagdo, a amostra de tecido fresco foi colocada em tubo conico de 5 ml
contendo 1 ml de Trizol® (Invitrogen, Life Technologies, Carlsbad, CA) e homogeneizada por
80 segundos usando Haste Homomix de 5 mm (Biosystems, Curitiba, PR). O material foi
transferido para tubo eppendorf de 2 ml (Greiner Bio-One, Kremsmiinster, Austria) e
incubado por 10 minutos a 25°C sob agitacdo. Adicionou-se 200 ul de cloroférmio, agitou-se
por 15 segundos e incubou-se sob agitacdo por 10 minutos a 25°C. Procedeu-se centrifugacao
a 13.000 rpm por 15 minutos a 4°C, utilizando-se centrifuga refrigerada Heraeus™ Fresco™
17 Microcentrifuge (Thermo Fisher Scientific, Inc., Waltham, MA), e a fase aquosa em
suspensdo foi transferida para outro tubo de 2 ml. Repetiu-se a etapa de adi¢do do cloroformio
e centrifugacdo. Apoés retirada da solucdo sobrenadante para outro tubo de 2 ml, foram
adicionados 1 pl de glicogénio e 500 ul de alcool isopropilico. O material foi centrifugado a
13.000 rpm por 30 minutos a 4°C. A fase liquida foi desprezada e 1 ml de etanol 75% gelado
foi adicionado. Procedeu-se centrifugacdo a 13.000 rpm por 30 minutos a 4°C, com descarte
da fase liquida, nova adicdo de 1 ml de etanol gelado a 75% e nova centrifugacdo a 13.000
rpm por 30 minutos a 4°C. O sedimento foi seco ao ar ambiente e ressuspendido em 35 ul de

agua DEPC. O RNA foi conservado em freezer -80°C até a sua utilizacéo.

4.6.6 Quantificacdo do RNA total

A quantidade e a pureza do RNA extraido foram avaliadas pela absorbancia das
amostras em Nano Espectrofotometro KASVI Modelo K23-0002 (KASVI, Curitiba, PR) a
260 nm e 280 nm, utilizando-se dois microlitros da amostra, considerando-se que amostras de
RNA de boa qualidade possuem relagdo DO260/DO2g0 >1,8 € DOssonm = 1 equivalente a 40
ng/uL.
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4.6.7 Sintese de DNA complementar (cDNA)

A sintese de cDNA foi realizada empregando-se 500 ng de RNA previamente extraido
de cada amostra e adicionado a &gua q.s.p. para completar 17 pl, com adicdo de 2 pl de
DNAse Buffer (Invitrogen™, Life Technologies, Carlsbad, CA) e 1 ul de rDNAse
(Invitrogen™, Life Technologies, Carlsbad, CA). Procedeu-se incubacdo por 1h a 37°C em
termociclador Veriti® (Applied Biosystems®, Life Technologies, Carlsbad, CA). Adicionou-se
5 wul de inibidor de DNAse (Invitrogen™, Life Technologies, Carlsbad, CA). Apos
homogeneizacdo e incubacdo a temperatura ambiente por 5 minutos, procedeu-se
centrifugacdo a 13.000 rpm por 15 minutos a 4°C, utilizando-se centrifuga refrigerada
Heraeus™ Fresco™ 17 Microcentrifuge (Thermo Fisher Scientific, Inc., Waltham, MA).
Posteriormente foram adicionados 1 pl de randon hexameros (50mM), 1 ul de dNTP (10mM),
1 ul de Oligo(dT)yo (Life Technologies, Carlsbad, CA) e agua g.s.p. 1 ul. A reacdo foi
incubada a 65°C por 5 minutos. Posteriormente realizou-se choque térmico em gelo por 1
minuto e incubagdo a temperatura ambiente em 5 minutos (para anelamento do primer de
Oligo(dT)20). Em seguida, acrescentou-se 6 puL de tampéao de rea¢do 5x First Strand, 1,5 uL
de DTT (0,1M), 0,5 ul de inibidor de RNAse (20U/uL) e 1 uL da enzima SuperScript® IlI
Reverse Transcriptase (Life Technologies, Carlsbad, CA). Esta ultima reacdo foi incubada a
50°C por 60 minutos. As amostras de cDNA foram entdo armazenadas em freezer -20°C.

Para testar a qualidade do cDNA, procedeu-se PCR (reacdo em cadeia de polimerase)
convencional utilizando 1 ul de cDNA adicionado a 1,5 pl do primer forward e 1,5 pl do
primer reverse a ser utilizado na etapa de real time PCR, acrescidos de 3 pl de dNTP, 2 ul de
MgCly, 2,5 pl de tampéo 10x para PCR, 0,25 pl de Taqg Polimerase e 13,25 ul de 4gua g.s.p. A
reacdo foi incubada em termociclador Veriti® (Applied Biosystems®, Life Technologies,
Carlsbad, CA) a 95°C por 5 minutos, seguido de 40 ciclos de 95°C por 1 minuto, 60°C por 1
minuto, 72°C por 1 minuto e etapa de extensao final em 72° C por 10 minutos.

A fim de visualizar o padrdo das bandas obtidas na PCR (amplicons), as amostras
amplificadas foram submetidas a eletroforese em gel de agarose a 1,5% utilizando
UltraPureTM Agarose (Invitrogen™, Life Technologies, Carlsbad, CA) diluido em tampao
Tris/Borato/EDTA (TBE) 1x (UltrapureTM TBE Buffer, Invitrogen™, Life Technologies,
Carlsbad, CA) contendo 0,1ul/ml de Sybr Safe DNA Gel Stain (Invitrogen™, Life

Technologies, Carlsbad, CA). O sucesso da PCR foi determinado com a visualizacdo de
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bandas contendo 151 bp no transluminador Safe Imager 2.0 Blue Light (Invitrogen™, Life
Technologies, Carlsbad, CA) (Figura 9).

Figura 9 — Gel de agarose a 1,5% contendo o produto de amplificacdo de cDNA do fragmento (151 pb) do gene
HOPX

Controle
negativo

2000

Marcador de peso molecular

Fonte: elaborado pelo autor

4.6.8 Quantificacdo da expressdo génica por real time PCR (reacdo em cadeia da

polimerase em tempo real)

A quantificacdo do mRNA de HOPX nos tecidos tireoidianos foi realizada por RT-
PCR (PCR transcriptase reversa) quantitativa em tempo real, empregando-se 0 equipamento
7500 Real Time PCR System (Applied Biosystems®, Life Technologies, Carlsbad, CA), o
estojo comercial Platinum SYBR Green gPCR SuperMix-UDG (Invitrogen, Life
Technologies, Carlsbad, CA, EUA) e os iniciadores HOPX-S F (5 TAGTTTTGTTTGGAGA

GGGTTTTAAAG3') e HOPX-8 R (5'AACCTCCCCTAAAAAC AAACTTAACS)).

Quantificou-se também a expressdo do gene S8, utilizado como controle interno
(housekeeping), para normalizacdo dos valores de expressdo. Para o gene ribossomal S8,
foram empregados os iniciadores S8 F(5'AACAAGAAATACCGTGCCC3) e S8
R(5CTAATAACGAGCTGGTTCGTACS") (Tabela 10).
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Tabela 10° — Sequéncia de iniciadores utilizados na reacdo de RT-PCR

Gene Sequéncia dos iniciadores utilizados
HOPX-B . .
iniciador Forward 5TAGTTTTGTTTGGAGAGGGTTTTAAAG3
HOPX-B . ;
iniciador Reverse 5'AACCTCCCCTAAAAACAAACTTAACS
S8 \ :
iniciador Forward 5'AACAAGAAATACCGTGCCC3
S8

iniciador Reverse 5'CTAATAACGAGCTGGTTCGTACS

Fonte: elaborado pelo autor.

As amostras foram analisadas em triplicata, 03 po¢os na placa de real time PCR para
cada amostra tecidual. Utilizou-se 1 ul de cDNA de cada amostra em cada poco, acrescidos de
6 ul de SYBR Green, 0,3 ul de cada primer (forward e reverse) e 4,4 ul de &gua DEPC. As
amostras foram aquecidas a 50°C e a 95°C por 2 minutos, seguidos de 45 ciclos de
amplificacdo: 95°C por 20 segundos, 62°C por 30 segundos e 72°C por 30 segundos. Para o
calculo da expressdo génica foi empregado o método de AACT (User Bulletin # 2, ABI Prism
7700 Sequence Detection System, 1997, Applied Biosystems, Life Technologies, Carlsbad,
CA).

4.6.9 Revisao de prontudrios

As informac6es sobre os dados clinicos, anatomo-patoldgico e estadiamento tumoral
foram obtidas através de entrevistas com os pacientes e de revisdo de prontuarios do Hospital
Sdo Rafael, Salvador/Bahia, com posterior preenchimento de formulario semi-estruturado

pelos pesquisadores participantes do projeto (Anexo 01).

® Legenda: RT-PCR: reacdo em cadeia da polimerase — transcriptase reversa
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4.7 ASPECTOS ESTATISTICOS

Foram avaliadas as seguintes variaveis: idade a época da cirurgia, sexo, tamanho do
tumor, subtipo histoldgico, multifocalidade, extensdo extratireoidiana, invasdo vascular e
perineural, presenca de metastases linfonodais, presenca de metéastases a distancia,
estadiamento tumoral, padrdo de expressdo do gene HOPX em carcinoma diferenciado de
tireoide em comparacdo com tecido ndo-tumoral adjacente e com neoplasias benignas da
tireoide. O processamento e a andlise dos dados foram realizados com o auxilio do pacote
estatistico Statistical Package for the Social Sciences (SPSS), versdo 22 (International
Business Machines Corp., Armonk, NY), de acordo com as variaveis categéricas da pesquisa.
Os graficos com os dados resultantes da andlise estatistica foram elaborados utilizando o
programa Prism 6 (GraphPad, La Jolla, CA).

Os valores de expressdo génica foram descritos como média + desvio padrdo ou
mediana (minimo e maximo). A analise de distribui¢do de normalidade foi avaliada através do
teste de Shapiro-Wilk. A comparacdo da expressdo génica entre tecidos tumorais (T) e ndo-
tumorais (NT) foi realizada utilizando o teste de Wilcoxon. Para comparar 0s grupos benigno
e maligno foi utilizado o teste de analise de variancia unidirecional (ANOVA). Para analises
de associagdo com as demais varidveis estudadas foram utilizados o teste do qui-quadrado e o
teste de Kruskal-Wallis.

Todos os testes foram realizados com nivel de significancia de 5%.

4.8 ASPECTOS ETICOS

Este trabalho foi executado de acordo com a Resolucdo 466/2012 da Comissdo
Nacional de Etica e Pesquisa (CONEP). O projeto foi submetido a Plataforma Brasil e
aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Odontologia da Universidade
Federal da Bahia, conforme o Parecer Consubstanciado n° 359.041, de 13/08/2013. Os
pacientes selecionados para o estudo prospectivo foram incluidos no mesmo apos
concordancia em sua participacdo, expressa atraves da assinatura de Termo de Consentimento

Livre e Esclarecido (TCLE), detalhado no Anexo 02 deste projeto.
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5 RESULTADOS

5.1 IDENTIFICACAO DA ILHA CPG

Através do uso das ferramentas de Bioinformatica previamente descritas foi possivel
identificar a ilha CpG do promotor de HOPX}J5, contendo 234 pares de bases e abrigando 61
sitios CpG’s. A partir desta identificagdo, foram desenhados os iniciadores para 0s
experimentos futuros de quantificacdo de metilacdo por técnica de QMSP (Figura 11).
Inicialmente, usando o Cpg ISLAND EXPLORER (http://sourceforge.net/projects;cpgie/) e
aplicando-se os critérios de Takai e Jones (2002) apenas uma ilha CpG foi identificada na
regido promotora do gene HOPXS (Figura 10). Observamos que a regido promotora deste
gene localiza-se no exon 1. Toda a sequéncia de DNA correspondente ao exon 1 e intron 1 do
gene HOPX (ENSG00000171476) foi avaliada pelo CpG ISLAND EXPLORER.

Figura 10 - Resultado da Identificacdo de ilha CpG na regi&o promotora de HOPXp,

1 CpG island was identified in Raw DNA sequence

Start .. End GC% O/E (CpG) Length
349 .. 582 50.6 0.60 234

ACAGATGCAGGGGAAATAAATGAGAATCGTTTTTGAGGGAGACCTAAAACTGTATCATCCTAGCCCGA
ATCTCTCCCTTTTAACTGTTCTTTATGTGTACATTCTGTGCCCAAAAGAAAACAACCTTTCATTAATT
GGGCAATTGTCCAGGCTCTTAGCTTGGCATCCAGCTCTCAGAGCTGTGAAATCAACCGCACCAGATCT
ACGCTTTGAAATGAGGCAACATCTAACTGGAAACTCGCTCAAAGTAAGGAAGTGGATGAGAAGACTCA
GGGTCCCTTTTCTCTTCCCCGTCTTCTCTCAGCCACATCTCTCTTATCCTATCTTGGTGAAGAAGCTT
GCTTGGCTAGGAGAGAGGTCAGGGACGAGAAGATAGTGACGAGAAAGTTCCATGAGACTCTCAGAAGT
CCCAGCCTGAACATCAAACCTGAATAACCAGGAGAGACGTAACCTCGGCATACTTTCAGTGGTTTACC
TCCTGCCCACGCTGCAGGTTTTTCAGGTCCTTGCTCGAGTGTGTGCTCATAGGCGTAAATAAACGTGC
TATCAGCAGCCTGCGTCAGCCAGCCCAGCTATTTAAGCAGGCTGGCATCAGCAAACACAGCTTCCAAA
CCCAGGGCTTGCGCTTGCCTTTGCCTCTTCCACGTAAGTACCTTTCAAAGGTCTGCCTTTTATGCAGA
GGAATGAGTTTGTGCAGGAACTAGACCAAAATGCTATCGTTACCGTATTTGCTCATCTGTTGGAAAAC
GGTAGAGGTGAAAGGGAGAATAGGAATGACAAGCTTACCCCCAAGCAGAAGCTAGGAAATGCTGCTGG
GTGTAAGACATCAGTCCCTTACAAACAAAACTGCATGGGGTCGAGGGGAATTTGGAGGAAGGGGAGTT
GGTGTTGGTCTTTTGGCCAAGCAGGTGAGATGTTTTTCTTACTCGCTTCTATTTTGGAAAGATAACTT

7 Legenda: Ilha CpG presente na regido promotora do gene HOPX, localizada no exon 1, identificada pelo Cpg
ISLAND EXPLORER. Em amarelo, a &rea da ilha CpG que preenche os critérios combinados de Takai e Jones e
Gardiner-Garden e Frommer, com 50,6% de GC e a razdo CpG observado/CpG esperado de 0,6, com 234 pares
de base de extensdo.
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TGAAACCAGCATTTGTCAGATGCCTATGATTTTCTCATTTAGAAGCAGATTATTGTTATTCTACATCC
CAGACTTTTATCTAAAATCAGACATAATATCGTTTTAAAATATGT TTTGTGTTTGACAAGGGGAAGTG
AGGGAGCTGTCTCTGGATGGAGAAGTGGCTTGATTTTGAATTTGCAGTTTATTGTTACTTCTGGTTCT
CATAATACTTATTTATAACAACAAAAACAGTGATTTTTTTTTTTTGAGATGAAAAGGAATCCCAGGCT
CTGGGGTTTAGAGAAAGTATAGGTTTGTGATATGTGAGTGGCATCCAAGTATTCAGGGTAAACTGTTA
AGTAAAGTGGAATAAGAATCATTGAATAAAAAGGTACAATCTATCACATAGTTCAGATAAGAAGCTCT
TAAAGAGAAAAGGAATGCAAACAGTTCCCATGAAGTGGCACTGCTACTGGACAGGGCCCTGTAGTGTG
TTTAGTTAAGTAAGGTTAAGTATAACCAGGGCAGGCAGAGAACAAAACGAAGGTGCTGGGGAGGTGGG
AAGGGAGGAGAAGGGAGGAGCAGATAGTAAAGGATTTATAATTAAACAACAGATTCATGAAAAGCAGA
TAGGAATAGAGCAGGGCATTAATTCCATAGTCTATCCCTTTGTATCAAGAATCTGGTGAAAGCCAAGG
ACCTTTCTCAGGTATTCATTCCTCGCTTCCTGAGCCTCCCCTTCCACCCCACACCCCAACCCACACCT
TGACTCTCACTTTCTGGACTCCTAGAAGTCCACGGACCTAAATGAAGCTCATATGCTTATTATTATTT
TTTTTTAACTGGGCTGAAGCTGCCGACTGAGGAACCTCTCCAGAAGTGGTGGCGAGTTAAAAACCTTC
AACGTGGCAGGCACTTCTTAGCCACCAAACTGAAGCTTGGTTTTAAGTTCATGAAGGTCTTATGTCAA
TCAAGCAAATAATGATTAAGGGCTATATCTGAGAAAAGATAAGTTGAAGGCCAAGAGGAAGAGAAAAG
AAAAAATGGATCTTGTTCTCAAAGAGCTTGAAATCTAAAGTCCAGGGAGATAATTAGATGTTATGTCC
ATGCACAAAATAGGATGTGTTGAGTGATTACATTTGTATAAAATGATAGAAAATGCAAACTAATCTAT
AGCAAAAAGAAAGTGGCTGGGTGCGGTGGCCCACGCCTGTAATCCCAGCACTTTGGGAGGCCGAGGTG
AGCGGATCACTTGAGGTCAGGAGTTTGAGACCAGCCTGGCCAATATAGTGAAACCCCGTCTCTACTAA
AAATACAAAAATTAGGCGGGCTTGGTGGTGGGCACCTGTAATCCCAGCTACTCGGGAGGCTGAGACAG
GATAATTGCTTGAACCCGGGAGGCGGAGGTTGCAGTGAGCTGAGATTGTACCACTGCGCTCCAGCCTG
GGCGACAGAGCAAGATTCTGTCTTAAGAAAAAAAAAAAAAAGAAAGAAAGAAGATCCATGGTTACTTG
GGAAGGTAGGGGCAGGAGAAAAAATGTTTGGGGGGACTCCCAAGGTACACAGGAAACTTTTGAGGGTG
ATGGATATGTTCATTATTGTGACTGTGACCATTTCTTATATGGGAAGATTTATCAAATTGTGTACTTT
AAACATTCAGTATTATAGCTGATTACTCCCAACAAACAATACTTTAACCACATTATTTTTATTTTTAT
TTTTTTGAGATAGGATCTCACTCTGTCACCCAGGCTGGAGTGCAGTAGCACGATCTCGGCTCACTGCA
GCCTCTGCCTCCCAGGCTCAAGCAATCCTCCCACCTCAGCCTCCCAAGTAGCTGGGAACACAGACTTG
TGCCACCACACCCAGCTGTAGAGATGGGGTTTTGCTATGTTGCCCAGGCTAGTCCCAAACTCCTGAGC
TCAAGCGATCTGCCTGCCTTGGCCTCCCAAAGTGCTGGGATTACAGGTGTGAGCCACTGTGCCTAACC
AACAATATAATTTTTAAATAAGTAAAAGCATTTCTAAAAATCAGCCTATGTAACATGCTGAACATAAA
AGATGAGTATTTATGGAGAAAAAAATAAATTCAGTAAAGCACAGAGACCAGACAGTAAGGATCATAGA
CTTTTATAGAACTGGGAGGGTCCCTGGAGATAATCTAACCTAGTGGTTGTGGGGCCTGGAGAACTTAA
AAAAGAAAAAAAAAATCAGTGACTGGGGCAGGGCATGGTGGCTCATGCCTGTAACCCCAGCACTTTGA
GAGGCTGAGGCGGGTGGATCACCTAAGGTCAGGAGTTCGAGACCAGCTTGACCAACATGGTGAAACCT
CATCTTTACTAAAATACAAAAATTATTCTGGGCATTGTGGTGAGCGCCTGTAATCCCAGCTACTTGGG
AGGCTGAGGCAGGAAAATCGCTTGAATCTGGGAGGCAGAGGTTGCAGTGAGCGGAGATCGTGCCACTG
CACTCCTGCCTGGGTGGCAGAGCAAGACTCCGTCTCAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAATCAGTGA
CTAGGCCCCACCCTGGACCAATTAAATCAGAATCCCCAGGTGTGCAGCCCTGGGATTGGTTTTTAAAG
TTCCCCAGGTGAGTCTAATGTGCAGCTAGGGATGAAAACCAGTGAAATCAAAACCATTCACTTGACAG
ATAAGGACAGTAAGGGCCAAAGAGAGGATGGGGATGGCCCCATGCCACCTGACCACCAAGTCCGAGAG
TAGGATGAGGCTTGGGAGGCTCAGGGAACACAGCAACAGAGGCTCAAAGGTAAAGAAAGAGGCTGCTT
CTGGACACTCCCAGCTCCAGCGAGGATAGGGTATCCAGCACCTTCCAAGCGAATCCTTGGAACCCAGA
CATGCTGCGGGGCAGCAAACTAGAAGAATTACTCAGGGCCTCCAAGGTGCATTATTAAAGGATTGTGC
TAATGAGTGAGAAGGGATGTTTCAAAACTAAAGCTTCCTTTTTTTCCCGATTAATATCTGGCATAAGT
AGAGGATTCTAATTATTGAAAGGAATCCCAGTGTACACACTGGGCACTCTGTTCTGGGGGACAGCCAA
GTTGTTCTTTCAAGAAATAGCATGTGTGCATTCCCAGCACTGGGATGAGTCTATCTGGCAGTCCAGGG
TCTTTTAATTAGGACTTCCAGGTCAGGCCCAGGCAAAAGCATGAGTGGGTGAAGTTTGTCGTTGTGAC
TTCTGTCCTTCCTGTCTGTGGCTCCTTAGCTCTCCCTCAGCACCTGTATGGGTGCAGGTGTCAGTTCA
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GAGGTGTCTGTGGGACCACAGAGCCTCACCGGCTCCACCCTGGCCATGTTTCCAATTGGTTTTTACCT
CCCCTTCAATCCAAATGTGCCACTTTCCAGGTCTTATTCTCTCAGGGCTTGTTTTCTCCATCTCTGGA
AAACTAATTAAAATTAGGATGTTAATAGACAATAATCGTTTAATGAATTATGTCACTCCCTGGTATAG
TAAGTAGGTTCCAGCAAGATAACATATCTAGGAGTTCCTTGAAATGTTATATATAGTTACCATTTGAA
TTTTTAAGTGGGGCAATCAGGCAAATCAAAGTTTTATGCAAAATATGTGCTCCTTATTGGTCAGAATT
CCAAGCAACTTGCTGGGCAAAAATATACCAAGATTGTGGGTTTTCAGTATAATTTTTCAAACCATATC
CAGTAGGCAACCATCTATAGGTTGTGGGCCCTGTTAGATTGTTTTTTCTAAATTAGTCCATTTTTTGT
CAATGCAGTTGAACTCATCAGAAGTAGCTGCATTTCCTGTGTCTTTCTGAAAAATGGAGAGCCACCTT
AAGGTTACTATAATGGAGACAAAATGTCAAGAAATTCTGCTCATAAGGATTTTAGAATATTACCTGCT
TCTTTCTCAGGAGCAGAAGGCTGGCACCAGCAGAGTAGCTTGCCTAGTATTAGTGGCCAGGAGCCTCA
TTCTTTGGGGACCCAGTTGTGCAGCTGGGGCAGCCCCCCCACCCCCTCCCAGTGCATGTGGCCATGGG
CCCATTCGGGCACTTTTGCCCAGTTTGAAAACCAGATTGTGGCAGTTCTTGAAAACAAGTGGCAGCTG
CCTGTGGCCAGTCCTGTCTCTGAAGAGGGGCGTGGCTGGGTGTGTAATTAACATCCCTTCTGGGGAGG
CAGTCTGCAGGCAGTCGGAGCCCAGAGCAGCCCTGCAGCCAGAGGACACATTGTGACAGCAGCAGTGG
GGAGGAGAGGGTGAAGGCGAGCTCCATCTTGAGTCCCTGGGAGCCCTGGCACTCTAGCTCTGGGGAAC
GGATTAGGTCGTTGGCATCAGGGCAGCAGTCAACACCAGTTTAATGCCCCTACTTGGAAGCCAAATGC
TTTTTCCTGTGCTTTTTCCTGTTATTCAG

Fonte: Elaborado pelo autor.

Em seguida o mesmo resultado foi confirmado através da ferramenta CpG island
Search, disponivel no site: <http://epigenome.usc.edu/resources/software_tools/cpg_island.ht
ml>, utilizando os mesmos critérios. Numa segunda etapa utilizamos o programa CpGCluster,
disponivel em http://bioinfo2.ugr.es/CpGcluster/, para avaliar a funcionalidade da ilha CpG
identificada na regido promotora do gene HOPXp. O algoritmo utilizado pelo CpGCluster
baseia-se na distancia fisica entre as sequéncias CpGs e possui acuracia na identificacdo de
ilhas CpG funcionalmente relevantes. Na figura 11 podemos avaliar que a sequéncia
identificada como ndo funcionalmente ativa pelo CpGcluster, em cinza, ndo envolve a area
que desejamos avaliar por QMSP e Sequenciamento por Bissulfito em futuros experimentos,

€m rosa.
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Figura 11 — Identificacdo da ilha CpG na regi&o promotora de HOPX} e sequéncia de iniciadores para QMSP

CGTGTCTCAATCCCCTGCCTTARATCACTTCTCTGCGGACCTATCTCCATCTCTGTAAAATGGAARA
GACATTAAAAGCACHBCCTCEETCTCCCCAACTTTGAGAAGTAACTTGTCTTGEEGGGA
ACTTTTTTGGAGGAAGGGTGGGGTGTGCAGCCCTG CCA
ACCCACTG AGGCEGGCTAGT
CTEEGGEEAACCCACC CCAGGGGAGGTCCCCCTTTE
GGAGGAAGTTTTTAAGGGGATTTCTCAAAATCACCCC CTTCCTTCACTCCTTCC
TTAGAGCEEGAGGTEEGTGAGGGCC GAATCATCTATCTEGCCCCEETEECAGGCA
GGGATACAGTTCCTGCAAGGGGTCCEEGGGGGLEEEGGA! AGGACGCTAGGCTCT
GCEETCAGCC CAGEBEBCTCAGTCCAGGGAGGGAGGCCEEGGTGGGGGGCAGCERT
AAGCCCCEECTCAGEETGCAGCCACEEGGGACTT GCEETGGCACEECTGGAGGG
G CTGGGGCTGGGGCTGCCEEGEECEEC! ACEECCTTCCTTEECTGEETCC
TCCA CT TCACEGCEECEECTTCTCCCTGCCC : CAGGGAC
CATGTEEG AG GCCCCACAGAGGACCAGGTGGAAATCCTGGAGTACA
ACTTCAACAAGGT CAAGCACC.GATTCCAC :
GCAGGCCTTTCEEAGGAGGAGACCCAGGTGEETCCCCACR
CCCCTGCCTGGGCTGAGCCTTCT

BCCACCCCCATCCAGCEBTGGTTCCCEEBGGAGCTGEBCAGAAACCCCT

CCTTTCTTTTCCACTCTCCCEBBGCAGCCEBBGGATACABBCTTTCTCCCTCTGEBBAGTTG
GGAGCAGEETCTCTBECCTGTCCCTGTCTEBCCTTCCBEGC TBBGTCCCCTCTGGTCTG
TCTGEBAAACCTTEEGGAAGATCTATTCTAGGEBGGAATGTCAGAGCTGGAAGGCGCCC
CAGAGACCAGCTAGCCATAAATTCAGTCCTCCGGTTTGGCGAACCAGGAGGCTGAGGCC
GGGAGGGAGGGEECTGTCAGGATGGCAGGAGEBGTGAAGCATGCTCTCTCCACCACATC
ACACTGCAGBETCCCCBEAGCTGCAGAACTCABBCTGCABBAAGCCABBGAGATTTGGT
TC.&TTTTTTAAAAAATTCCC.GCTCTAAGGTTTAGAGGTTTTTCCTGG TTTTAT
AAGABBGTAGATAGCTAACATTTCAGCTGABBGCAGEBGCAGCEBATGTCCCCCTAAGT
GCATTCATTGACTTATCTATTTTTTAAATGCTCCTGTATTATCCCGAARAGTGCCAGGTARAGAAT

Fonte: elaborado pelo autor.

Os iniciadores para QMSP contém uma limitagéo, pois sdo desenhados para anelar em
regido que contém apenas 6 sitios CpG’s, excluidos os contidos nas sequéncias dos proprios
iniciadores. Desta forma, foram também desenhados iniciadores para etapa de
sequenciamento apds conversao com bissulfito de sddio, com capacidade de avaliar um maior
namero de sitios (61) dentro da ilha CpG (Figura 12):

® Legenda: llha CpG presente na sequéncia convertida por bissulfito da regifo promotora do gene HOPXp,
identificada pelas ferramentas disponiveis online no UCSC Genome Bioinformatics e Cpg ISLAND
EXPLORER. Estdo indicados em verde os sitios CpG’s, com 61 sitios encontrados. Dispostas na cor vermelha
estdo as sequéncias dos iniciadores desenhados para a amplificagdo de parte da ilha CpG utilizados na QMSP.
As letras sublinhadas representam a regido correspondente aos exons 1 e 2. Em amarelo estd o nucleotideo
referente ao sitio inicial de transcrigdo (+1) localizado no exon 2. Em rosa, a &rea da ilha CpG que deverd ser
futuramente estudada com a técnica de sequenciamento ap6s tratamento com bissulfito. Em cinza, &rea sem
relevancia funcional identificada pelo CpG cluster.
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Figura 12° — Identificacdo da ilha CpG na regido promotora de HOPX/ e sequéncia de iniciadores para etapa de
sequenciamento pos-tratamento com bissulfito.

CETGTTTTAATTTTTTGTTTTAAATTATTTTTTTGEGGAT TTATTTTTATTTTTGTAAAATGGAAA
GATATTAAAAGTATEETTTTEETTTTTTTAATTTTGAGAAGTAATTTGTTTTG
ATTTTTTTGGAGGAAGGGTGGGGTGTG

GGAGGAAGTTTTTAAGGGGATTTTTTAAAATTATTTT
TTAGAGTBGGAGGTEEGTGAGGGTT TAGGTA
GGGATATAGTTTTTGTAAGGGGTTTEEGCCCCEEEEG TTAGGTTTT
GTEETTAGTTEETAATA

TTTTTTTTTTTTATTTTTTTEEGTAGTT GGATATA.;TTTTTTTTTTTG.AGTTG
T

GGAGTAGEBBTTTTTEETTTGTTTTTGT TTEBT TTTTTEEGT TBEGT TTTTTTTGGTTTG
TTTGEEAAATT TTEEGGAAGATTTATT TTAGGEEGGAATGTTAGAGTTGGAAGGEETTT
TAGAGATTAGTTAGTTATAAATTTAGT TTTTTGGT TTGGEGAATTAGGAGGTTGAGGTT
GGGAGGGAGGGEBTTGTTAGGATGGTAGGAGEBGTGAAGTATGTTTTTTTTATTATATT
ATATTGTAGEEBTTTTTEEAGTTGTAGAATTT TGTABBAAGTTABBGAGATTTGGT
TTEEATTTTTTAAAAAATTTTTOEGTTTTAAGGTTTAGAGGTTTTTTTTGGBETTTTAT
AAGABBGTAGATAGTTAATATTTTAGTTGABBGTAGEBGTAGTEBATGTTTTTTTAAGT
GTATTTATTGATTTATTTATTTTT TAAATGTTTTTGTATTATT TEGARAAGTGT TAGGTAAAGAAT

Fonte: elaborado pelo autor.

5.2 ESTUDO PILOTO DE ANALISE DE EXPRESSAO GENICA DE HOPXB EM
AMOSTRAS TUMORAIS

Para o estudo piloto, foram analisados 10 pares de amostras de tecido tumoral (T) e
ndo-tumoral (NT) adjacente de pacientes com diagndstico de carcinoma papilifero de tireoide,

cujos dados clinicos sdo apresentados na Tabela 11.

° Ilha CpG presente na sequéncia convertida por bissulfito da regi&o promotora do gene HOPXp, identificada
pelas ferramentas disponiveis online no UCSC Genome Bioinformatics e Cpg ISLAND EXPLORER. Estéo
indicados em verde os sitios CpG’s, com 61 sitios encontrados. Dispostas na cor vermelha estio as sequéncias
dos iniciadores desenhados para a amplificacdo de parte da ilha CpG utilizados no Sequenciamento ap6s
tratamento com bissufito. As letras sublinhadas representam a regido correspondente aos exons 1 e 2. Em rosa, a
area da ilha CpG inicialmente foi delimitada para estudo com a técnica de sequenciamento apés tratamento com
bissulfito. Em cinza, &rea sem relevancia funcional identificada pelo CpG cluster.
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Variavel Clinica

Caracteristicas dos Pacientes

NUmero de pacientes

10 pacientes

41,5 + 10,56 anos

|dade (50% dos pacientes tinham
idade = 45 anos)
7/10 (70%) sexo feminino
Sexo

3/10 (30%) sexo masculino

Tempo médio de diagndstico (USG)

1,6 £ 0,89 anos

Tamanho médio do tumor (maior didmetro)

3,16 + 2,18 cm

(20% dos tumores = 4 cm)

TSH prévio a tireoidectomia

1,79 + 1,13 mUl/L

Tireoglobulina sérica prévia a cirurgia

771 = 859 ng/ml

Presenca de microcalcificacdes na
ultrassonografia

60% das amostras avaliadas (3/5)

Fonte: elaborado pelo autor

Apos analise com PCR em tempo real, verificou-se significativa reducdo (45,9%) da

expressdo génica de mRNA de HOPXp nas amostras T quando comparadas com as NT

(1,504+1,89 vs. 2,682+2,90) (p < 0,05). Das amostras tumorais, 70% apresentaram reducdo de

expressdo do gene HOPX em comparacdo com tecido NT do proprio paciente.
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Figura 13" — Resultados do estudo piloto: expressdo de mMRNA de HOPX/ em amostras tumorais e nao-tumorais
de CDT
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Fonte: elaborado pelo autor.

O trabalho original de Galrdio (GALRAO, 2011) incluiu avaliagdo da mutacéo
BRAFY®%E nas amostras estudadas. Dos pacientes estudados, 40% apresentaram a mutago
BRAFY®%E: foi procedida anélise estatistica da associacdo entre a mutacio BRAFY®'F ¢
reducdo da expressdo de HOPXp, porem ndo foi encontrada significancia estatistica (Tabela
12).

10 Legenda: T — tecido tumoral; NT — tecido ndo-tumoral (adjacente ao tumor)
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Tabela 12" — Comparac#o entre reducdo da expressdo de HOPXJ e presenca da mutagio BRAF "¢ (p = NS)

Paciente VEIEl BalEesee VRl SRS e?(;?;sgsgléooddae paprgseilt ir\;igti\%%o
HOPXSB NT HOPXB T HOPXB? BRAFY600ES
001 0,9858 0,2177 SIM NAO
002 3,4538 1,7167 SIM NAO
003 3,9982 1,9600 SIM NAO
004 0,8701 0,7943 SIM NAO
005 6,0938 0,0303 SIM NAO
006 8,6089 6,5251 SIM SIM
007 2,6509 0,0409 SIM SIM
008 0,0311 1,1784 NAO SIM
009 0,0006 1,4743 NAO NAO
010 0,1272 1,1031 NAO SIM

Fonte: elaborado pelo autor.

5.3 CARACTERISTICAS CLINICO-PATOLOGICAS DOS PACIENTES DO BRACO
PROSPECTIVO

Apos cumpridos os critérios de inclusdo de pacientes no braco prospectivo do estudo,
incluindo aplicacdo de TCLE, foram admitidos 32 pacientes no estudo, sendo 26 pacientes
com diagnostico de neoplasia maligna de tireoide (Tabela 13). Os pacientes com diagndstico
de neoplasia benigna foram usados como controles internos e seus tecidos foram utilizados

para analises moleculares subsequentes.

' Legenda: em destaque, concordancia positiva ou negativa para reducéo da expressdo de HOPXJ e presenca da
mutacio BRAFY*E, NS = n4o significativo



Tabela 13"2 — Estudo prospectivo: dados clinicos dos pacientes (geral)

Variavel Clinica

Caracteristicas dos Pacientes

NUmero de pacientes

32 pacientes

45,94 + 12,61 anos

Idade (59,30% dos pacientes tinham
idade = 45 anos)
25/32 (78,13%) sexo feminino
Sexo

7132 (21,87%) sexo masculino

Tamanho médio do tumor ao USG
(maior didmetro)

1,88+ 1,10 cm
(6,3% dos tumores = 4 cm)

Laudo da PAAF
(classificacdo de Bethesda)

Bethesda | — 0/32 (0,0%)
Bethesda Il — 2/32 (6,25%)
Bethesda Il — 3/32 (9,4%)
Bethesda IV — 5/32 (15,6%)

Bethesda V — 12/32 (37,5%)
Bethesda VI — 10/32 (31,3%)

Diagndstico definitivo

Neoplasia maligna — 26/32 (81,2%)
Neoplasia benigna — 6/32 (18,8%)

Tipo Histoldgico

Carcinoma papilifero — 25/32 (78,1%)
Carcinoma oncocitico — 1/32 (3,1%)
Bdcio adenomatoso — 4/32 (12,5%)

Adenoma folicular — 1/32 (3,1%)
Adenoma oncocitico — 1/32 (3,1%)

Fonte: elaborado pelo autor.

Dos 26 pacientes com diagndéstico de carcinoma diferenciado de tireoide (CDT), 25
corresponderam ao carcinoma papilifero (96,1% da amostra) e 1 teve o diagndstico

histopatolégico de carcinoma oncocitico da tireoide (carcinoma de células de Hirthle). Os

dados clinicos e o perfil histopatologico dos tumores estdo descritos na Tabela 14.

12 |_egenda: PAAF — puncdo aspirativa por agulha fina; Classificacio de Bethesda — vide Tabela 2
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Tabela 14 — Estudo prospectivo: dados clinicos dos pacientes com diagnostico confirmado de neoplasia maligna

da tireoide

Variavel Clinica

Caracteristicas dos Pacientes

Namero de pacientes

26 pacientes

Idade

45,46 + 12,69 anos

(53,85% dos pacientes tinham
idade = 45 anos)

Sexo

19/26 (73,08%) sexo feminino
7/26 (22,92%) sexo masculino

Tamanho médio do tumor ao anatomo-
patolégico
(maior didmetro)

1,02 £ 0,68 cm

e 20/26 (76,9%) dos tumores <1 cm
(microcarcinomas)

e 3/26 (11,5%) dos tumores =2 cm

e 1/26 (3,8%) dos tumores = 4 cm)

Laudo da PAAF
(classificacdo de Bethesda)

Bethesda | — 0/26 (0,0%)
Bethesda Il — 1/26 (3,8%)
Bethesda Ill — 2/26 (7,7%)
Bethesda IV — 0/26 (0,0%)
Bethesda V — 12/26 (46,2%)
Bethesda VI — 10/26 (38,5%)

Tipo Histolégico

Carcinoma papilifero — 25/26 (96,1%)
Carcinoma oncocitico — 1/26 (3,9%)

Carcinoma Papilifero — Subtipo histolégico

Variante Classica — 22/25 (88%)
Variante Folicular — 2/25 (8%)
Variante Sélida — 1/25 (4%)

Tireoidite Associada

5/26 (19,23% dos pacientes)

Multifocalidade

15/26 (57,69% dos pacientes)

Extensao extra-tireoidiana

8/26 (30,77% dos pacientes)

Invasdo capsular

10/26 (38,46% dos pacientes)

Invasdo angiovascular

6/26 (23,08% dos pacientes)

Invasdo perineural

3/26 (11,54% dos pacientes)

Ressecc¢édo tumoral incompleta

3/26 (11,54% dos pacientes)

Presenca de linfonodos
acometidos pela neoplasia

6/26 (23,08% dos pacientes)

Estadio T (TNM)

Tla - 15/26 (57,7%)
T1b — 3/26 (11,5%)
T2 — 0/26 (0,0%)
T3 - 8/26 (30,8%)
T4 — 0/26 (00,0%)

Estadio N (TNM)

NO — 19/26 (73,1%)
Nla — 5/26 (19,2%)
N1b — 2/26 (7,7%)

Estadio Clinico

Estadio | — 20/26 (76,9%)
Estadio Il — 1/26 (3,8%)
Estadio Il — 5/26 (19,2%)
Estadio IV — 0/26 (0,0%)

Fonte: elaborado pelo autor
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Os tumores malignos foram estratificados quanto ao risco de recorréncia tumoral,

conforme diretrizes de cancer de tireoide de diferentes Sociedades (Tabela 15).

Tabela 15 — Estratificacdo de risco de recorréncia de neoplasia maligna da tireoide

Classificacdo dos Tumores Quanto ao

DiretriziUtilizada Risco de Recorréncia

e  Muito baixo risco — 12/26 (46,1%)
e Baixo risco — 3/26 (11,5%)
e Altorisco — 11/26 (42,3%)

ETA — Associacdo Europeia de Tireoide
(PACINI et al, 2006)

e  Muito baixo risco — 12/26 (46,1%)
e Baixo risco — 3/26 (11,5%)
e Altorisco — 11/26 (42,3%)

LATS - Sociedade Latinoamericana de Tireoide
(PITOIA et al, 2009)

e Baixo risco — 15/26 (57,7%)
e Risco intermediério — 8/26 (30,7%)
e Altorisco — 3/26 (11,5%)

ATA — Associacdo Americana de Tireoide
(COOPER et al, 2009)

Muito baixo risco — 14/26 (53,8%)
Baixo risco — 6/26 (23,0%)

Risco intermediario — 3/26 (11,5%)
Alto risco — 3/26 (11,5%)

SBEM - Sociedade Brasileira de Endocrinologia e Metabologia
(ROSARIO et al, 2013)

Fonte: elaborado pelo autor

Seis pacientes com neoplasia benigna da tireoide foram usados para comparacdo de
expressdo de HOPXS. Os dados clinicos e o perfil histopatologico dos tumores benignos estdo

descritos na Tabela 16.
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Tabela 16 — Estudo prospectivo: dados clinicos dos pacientes com diagndstico confirmado de neoplasia benigna
da tireoide

Variavel Clinica Caracteristicas dos Pacientes

Numero de pacientes 6 pacientes

48,00 + 13,22 anos

\dade (83,3% dos pacientes tinham
idade = 45 anos)
Sexo 6/6 (100%) sexo feminino

Tamanho médio do tumor ao USG

(maior didametro) 3,03+1,04cm

Bethesda | — 0/6 (0,0%)
Bethesda Il — 1/6 (16,7%)
Laudo da PAAF Bethesda Ill — 1/6 (16,7%)
(classificacdo de Bethesda) Bethesda IV — 4/6 (66,6%)
Bethesda V — 0/6 (0,0%)
Bethesda VI — 0/6 (0,0%)
Bécio adenomatoso — 4/6 (66,6%)
Tipo Histologico Adenoma folicular — 1/6 (16,7%)
Adenoma oncocitico — 1/6 (16,7%)

Fonte: elaborado pelo autor

5.4 RESULTADOS DA EXTRACAO DE RNA TUMORAL E NAO TUMORAL E
CONVERSAO PARA CDNA

Conforme protocolo do estudo, procedeu-se extracdo de RNA das amostras tumorais e
ndo-tumorais. Os resultados da extracdo de RNA das amostras, com analise em Nano
Espectrofotdmetro, sdo apresentados no Anexo 3.

Em seguida, procedeu-se conversdo de RNA para cDNA, molécula de maior
estabilidade, para prosseguimento com a analise por técnica de PCR em tempo real da

expressao de HOPXJ; nas amostras estudadas.
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5.5 PCR EM TEMPO REAL

Apo6s conversdo do RNA em cDNA, o mesmo foi submetido a procedimento de PCR
em tempo real, visando quantificar a expressdo de HOPX/ em tecido tumoral e ndo-tumoral,
além dos controles com tecidos benignos.

Das amostras de neoplasia maligna de tireoide (19/26), 73,08% apresentaram
reducdo de expressdo de HOPXp no tecido tumoral (T) em comparagdo com o tecido ndo-
tumoral (NT) adjacente. A analise quantitativa de expressdo génica pelo método AACT nas 26
amostras de tumor maligno evidenciou reducdo significativa (65,6%) da expresséo de HOPXp
nas amostras T quando comparadas com as NT (3,4864+8,29 vs. 10,1375+27,87) (p < 0,05)
(Figura 14).



Figura 14" — Expressio de mRNA de HOPXf em amostras tumorais e nio-tumorais de CDT
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Fonte: elaborado pelo autor.
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Em comparacdo com as amostras de tecido benigno (N=6), encontrou-se significancia

entre a diferenca quantitativa de expressdo de HOPXJ3 no tecido tumoral (T) em comparacédo

com o tecido ndo-tumoral (NT) adjacente em CDT (p < 0,05) (Figura 15).

13 Legenda: T — tecido tumoral; NT — tecido ndo-tumoral (adjacente ao tumor)



70

Figura 15" — Diferenca de expressio de HOPXf em tecido T e NT entre neoplasias malignas e benignas de
tireoide
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Fonte: elaborado pelo autor.

Foi procedida analise de associacdo da reducéo de expressdo de HOPXf com aspectos

clinico-patoldgicos dos pacientes com CDT. Os resultados estdo expostos na Tabela 17.

Tabela 17" — Analise de associagdo entre a expressio de HOPXp e aspectos clinico-patolégicos em CDT (N =
26 pacientes)

Reducéo da expressdao de HOPXpB
em tecido tumoral versus nao tumoral

Variavel Clinica 9% de tumores com
~ Valor de
Presente Ausente reducédo de
expressao b
Idade
< 45 anos 11 1 91,7% 5
0,048
=45 anos 8 6 57,1%
Sexo
Masculino 5 1 83,3%
— 0,518
Feminino 14 6 70,0%

4 |egenda: T — tecido tumoral; NT — tecido n&o-tumoral (adjacente ao tumor)
> Legenda: § - significante pelo teste do qui-quadrado; §§ - significante pelo teste de Kruskal-Wallis
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Classificagdo PAAF

Bethesda Il 1 0 100,0%
Bethesda Il 2 0 100,0%
Bethesda IV 0 0 - 0,115
Bethesda V 7 5 58,3%
Bethesda VI 9 1 90,0%
Presenca de microcalcificagbes ao USG
Sim 4 2 66,7%
= 0,686
Nao 15 75,0%
Tamanho tumoral ao anatomo-patolégico
<2cm 17 70,8%
>2cme<4cm 2 0 100,0% 0,372
=24 cm 0 -
Microcarcinoma (até 1 cm de diametro)
Sim 14 70,0%
~ 0,518
Nao 5 83,3%
Tipo histologico
Carcinoma papilifero 18 7 72,0% 0.383
Carcinoma oncocitico 1 100,0% '
Subtipo histolégico
(apenas para carcinoma papilifero)
Variante classica 18 4 81,8%
Variante folicular 0 2 0,0% 0,004%
Variante sélida 0,0%
Presenca de tireoidite associada
Sim 4 1 80,0%
- 0,698
Nao 15 6 71,4%
Tumor multifocal
Sim 10 66,7%
~ 0,390
N&o 9 81,8%
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Extensao extra-tireoidiana

Sim 6 2 75,0%
0,883
Nao 13 72,2%
Invasdo capsular
Sim 8 80,0%
0,529
Nao 11 68,8%
Invasédo angiolinfatica
Sim 16 4 80,0%
0,146
Nao 3 3 50,0%
Invaséo perineural
Sim 2 66,7%
0,790
Nao 17 73,9%
Margem cirdrgica comprometida
Sim 2 66,7%
~ 0,790
Nao 17 73,9%
Metastase locorregional (linfonodos)
Sim 4 66,7%
- 0,686
N&o 15 75,0%
Estadiamento TNM
Estédio | 16 4 80,0%
Estédio Il 0 100,0%
o 0,124
Estédio Ill 3 40%
Estéadio IV 0 -
Estadiamento TNM (categorizado)
Estadio | + 1 17 4 81,0%
o 0,064
Estédio Ill + IV 2 3 40,0%

Fonte: elaborado pelo autor

Em trabalho de analise de padrdo de metilacdo de genes em diferentes subtipos

histoldgicos de carcinoma de tireoide, Hoque e colaboradores (2005) indicam que genes cuja

expressdo € regulada epigeneticamente podem ter seu padrdo de expressdo alterado em

presenca de tireoidite associada ao tumor (HOQUE et al, 2005). Desta forma, optamos por

proceder reandlise dos dados clinicos, excluindo os tumores que apresentavam tireoidite

associada (N = 5, todos malignos). A diferenca de expressdo entre tumores benignos e

malignos continuou significante (p = 0,044) e foi encontrada significancia na diferenca da

expressdo génica nos tumores classificados como Estadio |1 + 1l quando comparados aos

tumores em Estadio 111 + IV (p = 0,021), conforme demonstrado na Figura 16.
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Figura 16'® — Grafico de distribuicdo da expressio de HOPXpS (T/NT) em neoplasias malignas e benignas de
tireoide
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Fonte: elaborado pelo autor.

16 Legenda: T — tecido tumoral; NT — tecido ndo-tumoral (adjacente ao tumor)
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6 DISCUSSAO

Estudos prévios ja identificaram vérias alteracbes genéticas envolvidas na
carcinogénese tireoidiana. Embora varios genes supressores tumorais estejam, de fato,
inativados por dele¢des e/ou mutacBes nas células cancerigenas, mecanismos epigenéticos,
incluindo hipermetilacdo anormal de ilhas CpG na regido promotora, também podem
contribuir para o processo de silenciamento transcricional génico, contribuindo para o
desenvolvimento e progresséo do CDT.

Os resultados do presente estudo apontam, pela primeira vez, que existe menor
expressdo génica de HOPX em pacientes com carcinoma diferenciado de tireoide, em
comparagdo com tecidos ndo-tumorais (reducdo de 65,6%; p = 0,009) e formas benignas de
tumores tireoidianos (p = 0,024). A reducdo de expressdo observada pode ser resultante de
varios mecanismos: mutacéo inativadora do gene, modificacOes epigenéticas como metilacédo
do DNA e acdo de deacetilases de histonas (HDAC) ou modulagdo por outro gene upstream.
Nossos achados de reducdo de expressdao do gene HOPX ainda séo interessantes por varios
motivos, mas sobretudo porque ocorrem predominantemente em estadios precoces da
tumorigénese (Estadio 1 + I1), podendo ainda ser observado em alguns casos de doenca
benigna. Este perfil diverge da classica inativacdo génica observada para importantes genes
supressores tumorais como p53, que geralmente ocorre em tumores de estadio mais avancados
e subtipos histoldgicos mais indiferenciados (XING et al, 2004).

Pauws e colaboradores avaliaram 6 amostras de carcinoma papilifero submetidas a
analise por técnica de Northern Blot e RT-PCR visando observar a expressao de HOPX,
também denominado de SMAP31, usando como comparador o tecido normal adjacente ao
tumor e 4 amostras de tecido tireoidiano normal. Em 4 das 6 amostras de tecido tumoral
estudadas, a expressdao de HOPX foi aumentada em comparacdo com o tecido ndo-tumoral
adjacente que, por sua vez, apresentou expressdo de HOPX maior do que as amostras de
tecido normal utilizadas no estudo. Isto levou os autores a considerar que 0 aumento da
expressdo de HOPX seria um evento precoce na carcinogénese tireoidiana (PAUWS et al,
2004).

Entretanto, nossos dados sdo divergentes e esta hipdtese ndao condiz com o papel
supressor tumoral ja estabelecido para HOPX em outros tumores (YAMASHITA, KATOH e
WATANABE, 2013). A funcdo de HOPX como gene supressor tumoral tem sido descrito na

literatura em diversos tipos celulares, tais como adenocarcinoma de pulméo, tumor
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trofoblastico placentario, carcinoma escamocelular de esdfago, carcinoma de endométrio,
adenocarcinoma de estdbmago, adenocarcinoma colorretal e adenocarcinoma de pancreas
(YAMASHITA, KATOH e WATANABE, 2013). Os estudos utilizando analise de expressao
de HOPX em células cancerigenas e/ou analise qualitativa e quantitativa da hipermetilagdo da
regido promotora de HOPXp nestes tecidos em comparagcdo com amostras nao-tumorais
indicam associacdo da diminuicdo da expressdo génica de HOPX com aspectos clinico-
patoldgicos de agressividade em diferentes tecidos, tais como em cancer de eséfago
(YAMASHITA et al, 2008), de estobmago (OOKI et al, 2010), de pulmdo (CHEN et al, 2007)
e colorretal (KATOH et al, 2012).

Além disso, o pequeno universo amostral do estudo de Pauws e colaboradores pode ter
levado a viés de interpretacdo. A auséncia de dados clinicos dos pacientes selecionados no
estudo de Pauws, bem como a ndo-realizacdo de analise de hipermetilacdo para confirmacao
dos dados de expressao génica, dificultam uma analise mais conclusiva de seus resultados.

Nosso estudo encontrou uma reducdo significativa na expressao de HOPX em tecido
tumoral maligno em comparacdo a amostras de tumores benignos. Entretanto, ao
classificarmos os tumores quanto ao estadiamento TNM, encontramos uma tendéncia a menor
expressdo de HOPX nos estadios mais iniciais (I e 1) em comparacdo com estadios mais
avancados (I11 e IV) (p = 0,064), que se mostrou significativa ao eliminarmos as amostras de
CDT com tireoidite associada (p = 0,021). Este aspecto da expressdo de HOPX em CDT vai
de encontro ao padrdo de expressdo de diversos genes com funcdo de supressdo tumoral
regulados epigeneticamente em cancer de tireoide, cuja expressdo se reduz na medida em que
0 tumor torna-se mais indiferenciado (SCHAGDARSURENGIN et al, 2006). Este achado
pode dever-se a influéncia de genes relacionados com agressividade tumoral em CDT (p.ex.:
mutacbes do gene BRAF e/ou TERT) no padrdo de metilacdo e consequente expressdo de
HOPX}J. Pretendemos analisar esta hipotese em etapas futuras deste estudo pois, no momento,
as amostras tumorais ainda ndo foram avaliadas para a mutagdo BRAFY®"F e mutacdes na
regido promotora do gene TERT. Em CPT, a hipermetilacdo de regido promotora do gene
RASSF1A, outro supressor tumoral, esteve correlacionada negativamente com a mutacdo
BRAFYE_ A alta prevaléncia de hipermetilacdo de RASSF1A em casos de adenomas e CPT
BRAFY®E negativos fornece evidéncia epigenética para a hipotese de que tumores
BRAF Y% negativos sejam oriundos de adenomas benignos da tireoide (XING et al, 2004). E
possivel que a maior diferenca da expressdo génica nos tumores classificados como Estadio |
+ 11 quando comparados aos tumores em Estadio 111 + IV (p = 0,021) seja correlacionado com

a conhecida menor prevaléncia de mutacdo BRAF'*°* em tumores Estadio | + Il (LI et al,
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2012). Em estudo com alta prevaléncia de mutacdo BRAF*°°F em amostras tumorais de CPT,
0 gene RASSF1A também apresentou padrdo de reduzida hipermetilagcdo
(SCHAGDARSURENGIN et al, 2002). Portanto, é possivel que a reducdo da expressdo do
gene HOPX e sua inativacdo epigenética represente mecanismo importante na formacdo do
adenoma benigno de tireoide e sua progressdo para CPT, sobretudo em tumores Estadio /11 e

na auséncia da mutagio BRAFY®

, contudo esta hipOtese ainda devera ser melhor
investigada. A expressdo reduzida do HOPX poderia estar envolvida na expansdo clonal
progressiva de tumores benignos e, quando o acimulo desta hipermetilacdo atinge niveis
criticos ou, talvez, novos eventos genéticos/epigenéticos se sobreponham, poderia ocorrer
transformacéo de lesdes benignas em CPT.

Em nosso estudo, a reducdo da expressdao de HOPX néo teve associacdo significante
com o grau de agressividade tumoral, sugerindo que a perda de expressdo de HOPX pode ser
importante em todos estadios tumorais, independente do grau de diferenciacdo. No entanto,
apos exclusdo das amostras positivas para tireoidite de hashimoto, houve comprovadamente
uma maior associacao da reducéo de expressdo com tumores classificados como Estadio | + 11
quando comparados aos tumores em Estadio 11l + IV (p = 0,021) (Figura 16). Hoque e
colaboradores enfatizaram o papel da presenca de infiltrado linfocitico (tireoidite de
Hashimoto) associado a neoplasia maligna de tireoide no padrdo de metilacdo (e, por
consequéncia, na expressao) de genes como RARS2, CDH1 e TIMP3 (HOQUE et al, 2005).
Este aspecto ja foi descrito em outros tipos celulares, como no processo inflamatério induzido
por Helicobacter pylori no epitélio gastrico (NIWA et al, 2010), indicando que multiplos
fatores sdo capazes de influenciar a expressdo de genes epigeneticamente regulados.

Além disso, também houve diminuicdo de expressdo em 33% (2/6) dos casos de
doenca benigna da tireoide (Figura 16; amostras H032 e HO033). De fato, alguns estudos
prévios demonstraram hipermetilacdo da regido promotora de genes associados a cancer
endometrial como RASSF1A, RARS2 (ARAFA et al, 2008) e MLH1 (KANAYA et al, 2003),
em tecido normal imediatamente vizinho ao tumor. Hoque e colaboradores destacam que
alguns genes, como RASSF1A, possuem consideravel sobreposicdo (overlapping) do padrdo
de expressdo em tecidos tireoidianos benignos e malignos, sugerindo que a hipermetilacdo da
regido promotora e a reducdo da expressdo destes genes seria um evento precoce nha
tumorigénese. Contudo, esta sobreposicdo do padrdo de hipermetilacdo e expressdo génica
ndo € tdo comumente observada em tecidos nao-enddcrinos (HOQUE et al, 2005). Especula-
se que alteracOes da expressdo e da metilagdo do gene HOPX em tecido adjacente

aparentemente normal j& possam predizer uma evolugcdo maligna, uma vez que podem
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representar estagios iniciais de uma futura transformacdo para cancer. Por outro lado, o
possivel impacto do microambiente celular na expressdo de HOPX ndo pode ser descartado.
Yamaguchi e colaboradores demonstraram o papel do estradiol (E;) na supressdo da
expressdo de HOPX em tumores e linhagens celulares de carcinoma endometrial
(YAMAGUCHI et al, 2009).

Tendo em vista o conhecimento prévio do controle epigenético da expressdo de HOPX
através da hipermetilacdo de sua regido promotora, bem como a evolugdo dos diversos
programas de bioinformatica utilizados para identificar ilhas CpG, o que potencialmente pode
levar a novas caracterizacdes em regides previamente estudadas (GALRAO, 2011), optamos
por primeiramente realizar a caracterizacdo da ilha CpG da regido promotora de HOPXp,
utilizando as ferramentas de bioinformatica atualmente disponiveis. Identificamos a ilha CpG
contendo 234 pares de bases de extens&o. Posteriormente, desenhamos os iniciadores para uso
futuro na metodologia de QMSP. Esta metodologia permite a quantificacdo da metilacao
génica e a geracdo de escore para classificacdo quantitativa do grau de hipermetilagdo nos
tecidos tumorais e ndo-tumorais; entretanto, possui a limitacdo de albergar apenas 6 sitios
CpG's, além daqgueles ja contidos nos iniciadores. Desta forma, optamos por também desenhar
iniciadores para etapa subsequente de sequenciamento apds tratamento do DNA com
bissulfito e clonagem (que néo sera realizada no escopo deste estudo), que possibilita o estudo
do estado de metilagéo de regido com maior nimero de sitios CpG's (61).

Com relacdo aos diversos aspectos clinico-patologicos estudados, encontramos
associacdo da menor expressdo de HOPX com idade abaixo de 45 anos (p = 0,048). Tendo em
vista que a classificacdo TNM para o cancer de tireoide utiliza a idade como um fator para
definicdo de estadiamento (AMERICAN JOINT COMMITTEE ON CANCER, 2010), este
dado correlaciona-se com o previamente descrito, de menor expressao de HOPXf em estadios
iniciais do CDT. A andlise de expressdo de HOPXJ em outros tecidos, como cancer gastrico
(OOKI et al, 2010) e cancer de pancreas (WARAYA et al, 2012), ndo demonstrou associacao
com faixa etéria, apesar de numericamente prevalecer a reducdo da expressdo em pacientes

mais idosos. Como comparagio, a presenca da mutagio BRAF %

, que constitui a alteracdo
genética mais frequente em CDT, foi correlacionada com maior idade em diferentes estudos
(ZUO et al, 2007; WANG et al, 2012).

O achado de associacdo da reducdo de expressdo de HOPX com a variante classica
(considerada de menor agressividade) do carcinoma papilifero de tireoide (CPT) (p = 0,004)
deve ser analisada com cautela, haja vista que apenas 12% (3/25) dos pacientes com CPT

tinham outras variantes histoldgicas. Analises futuras, incluindo maior universo amostral de
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variantes agressivas de CPT, permitirdo elucidar melhor esta associacdo da expressédo de
HOPX com subtipos histolégicos.

A ocorréncia do cancer de tireoide em mulheres é 3-4 vezes maior do que em homens,
0 que também é observado em tumores benignos da glandula (DERWAHL e NICULA,
2014). A associacdo entre CDT e exposicdo ao 17p estradiol (E;) provém de estudos
observacionais que demonstram aumento da ocorréncia de CDT a partir da puberdade
(DERWAHL e NICULA, 2014), com queda apds a menopausa (LI et al, 2013), em
comparacdo com faixa etaria semelhante no sexo masculino. Posteriormente, estudos
experimentais demonstraram claramente que E, é um potente estimulador de células
tireoidianas benignas e malignas (DERWAHL e NICULA, 2014). Neste contexto, é crucial
ressaltar que E, age, via seu receptor a (ERa) ou receptor acoplado a proteina G GPR30
induzindo expressdo de c-fos, de modo dependente do SRE (Serum Response Element), em
carcinoma endometrial e linhagens de células de cancer de mama. Na verdade, c-fos & um
gene de resposta imediata, que responde rapidamente a diversos estimulos extracelulares
como horménios esterdides e outros mitdgenos. Subsequentemente, c-Fos termina interagindo
com outros fatores de transcricdo para formar complexos de fatores de transcricdo AP1
(Activating Protein 1), que regulam a expressdao de multiplos genes envolvidos no
crescimento celular, diferenciacdo e transformacéo, incluindo Ciclina D1.

HOPX possui um homeodomain Unico, incapaz de ligar-se a sequéncias especificas de
DNA. No entanto, HOPX interage ativamente com SRF e promove recrutamento de HDAC,
reduzindo a capacidade de SRF ligar-se a0 DNA e assim exercer seu papel na transcri¢do
génica. A proteina SRF dimerizada normalmente reconhece SRE (Serum Response Element) e
promove recrutamento de TCFs (Ternary Complex Factors). Os TCFs possuem trés
membros: SAP1 (proteina acessoria ao SRF tipo 1), SAP2 e ELK-1. Apds estimulo
estrogénico, SRF e ELK-1 sdo normalmente ativados via PI3K (fosfatidilnositol 3 quinase) e
MAPK (proteina quinase ativada por mitdgenos), respectivamente. Podemos especular que a
hipermetilacdo do gene HOPX e seu silenciamento, poderia contribuir para um possivel efeito
deletério do estrégeno na carcinogénese tireoidiana. A menor expressao de HOPX levaria ao
aumento do SRE via ativacdo do SRF, contribuindo para maior producdo de c-fos induzida
por E, enddgeno e, desta forma, contribuindo para maior carcinogénese observada no sexo
feminino.

A estimulacdo da via de sinalizacdo da proteina quinase ativada por mitdgenos
(MAPK) por RAS tem a capacidade de induzir senescéncia (processo de envelhecimento

celular progressivo, relacionado com o encurtamento de telémeros) em varios tipos celulares,
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este processo € geralmente regulado por p53 e pRB. Adicionalmente, MAPK e AKT séo
componentes de duas vias paralelas de sinalizagdo de RAS. Em trabalho recém-publicado,
Chen e colaboradores identificaram que a expressdo ectépica de HOPX em linhagens
celulares de adenocarcinoma de pulmédo resultaram em ativagdo de RAS, 0 que por sua vez
levou a ativacdo/fosforilagdo de ERK e p38, dois dos principais participantes da via de
sinalizacdo de MAPK. Entretanto, a superexpressdo de HOPX levou a inativacdo de AKT,
downregulation de MDM2 (um regulador negativo de p53), além da elevacdo dos niveis de
fosforilacdo de H2A.X (um marcador de senescéncia) em celulas transfectadas com HOPX
em comparacdo com células controles. Desta forma, a indugdo do processo de senescéncia
celular pode ser um dos mecanismos pelos quais HOPX atua como supressor tumoral (CHEN
et al, 2014).

As multiplas interfaces de HOPX com a via de sinalizacdo de MAPK e AKT (Figura
2) permitem adicional especulacdo acerca de possivel correlagdo entre a mutacdo somatica
BRAF*F principal alteracdo genética relacionada ao CDT, e a hipermetilacdo da regido
promotora de HOPXp. Weisenberger e colaboradores demonstraram que o0 uso da
classificagdo fenotipica baseada no padrdo de metilacdo (CIMP — fenotipo metilador de ilha
CpG) associou-se fortemente com a presenca de mutacdes do gene BRAF em amostras de
cancer colorretal (odds ratio = 203, p < 10°). Esta associacdo com a mutacio do gene BRAF
foi mais importante inclusive do que com as alteracdes epigenéticas previamente conhecidas
associadas ao cancer colorretal, como a hipermetilacdo de MLH1 (WEISENBERGER et al,
2006). No entanto, para RASSF1A existe exclusdo mutua entre sua hipermetilacdo e mutacoes
no gene RAS nos carcinomas de cdlon (VAN ENGELAND et al, 2002) e de pancreas
(DAMMANN et al, 2002), além da mutacdo BRAF*°*F em CPT (XING et al, 2004)

Em trabalho analisando o controle epigenético da expressdao de NIS, Galrdo (2011)

V600E
F

verificou que 45,5% dos tumores malignos sem a mutacdo BRA apresentavam maior

nivel de metilacdo no tecido tumoral (T) em comparacdo ao seu tecido ndo tumoral (NT),

FV8%%E somente 22% dos tumores

enquanto que nas amostras positivas para a mutacdo BRA
malignos apresentavam hipermetilacdo de NIS em comparacdo com o tecido NT adjacente. A
autora considerou que, apesar de ndo ter detectado diferenca significativa entre 0s grupos, ndo
seria possivel descartar influéncia da mutacdo BRAFY®"°F na metilagdo, neste caso sugerindo
que na presenca da mutacdo o controle da expressdo génica por metilacdo poderia estar
diminuido (GALRAO, 2011).

No nosso estudo piloto, ndo encontramos associagdo entre a presenca da mutacdo

BRAFY®E e alteracBes de expressdo de HOPX. Contudo, em anélise quantitativa de
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metilacdo (QMSP) de um painel de 22 genes, Brait e colaboradores encontraram correlacdo
positiva para a ocorréncia da mutagdo BRAFY®"F com a hipermetilacéo de RARS2 e TIMP3 e
correlagdo negativa com a hipermetilacdo de RASSF1A, sem identificar novos genes que
pudessem ser correlacionados com a mutacdo (BRAIT et al, 2012). Estes achados
demonstram a dificuldade em encontrar um gene cuja anélise do padrdo de metilagdo seja
adequada para finalidades diagndsticas e terapéuticas.

Kunstman e colaboradores (2013) investigaram 0 uso da avaliagdo quantitativa da
metilacdo de RASSF1A como marcador molecular no carcinoma papilifero de tireoide (CPT).
Para tanto, analisaram 41 amostras de tecido tumoral em comparacdo com 18 amostras de
tecido normal, sendo 11 amostras ndo-tumorais adjacentes ao tumor e 7 amostras provenientes
de tireoide com doenca benigna. Utilizando metodologia de analise de metilacdo
(MethylScreen™ Technology - Orion Genomics, St Louis, MO) associada a analise por PCR
em tempo real, encontrou-se correlagcdo positiva com multifocalidade e correlacdo negativa
com invasdo extracapsular, sugerindo papel auxiliar da analise de hipermetilacdo de RASSF1A
na caracterizacao histopatoldgica do CPT (KUNSTMAN et al, 2013).

Em nossa casuistica de base prospectiva, notou-se elevada prevaléncia de
microcarcinomas, condicdo que normalmente é detectada no exame de imagem antes do
surgimento de sintomas ou sinais clinicos que indiquem a presenca do nddulo. De fato,
diversos estudos vém demonstrando que, em populagdes cujo acesso aos Servi¢cos de Saude
foi facilitado, o diagnostico de neoplasias malignas de tireoide vem crescendo de forma
importante, levando a detec¢do precoce de nddulos com menos de 1,0 cm de diametro
(HUGHES et al, 2011; MORRIS et al, 2013). Por outro lado, 30,7% dos pacientes com CDT
apresentaram extensdo extra-tireoidiana e 38,4% apresentaram invasdo capsular, sugerindo
maior agressividade tumoral. De fato, apesar das principais diretrizes atualmente em voga
preconizarem o uso do tamanho tumoral como critério de agressividade tumoral e fator para
classificacdo de risco de recorréncia, alguns trabalhos indicam que o uso isolado do tamanho
tumoral como critério para definicdo diagndstica e terapéutica pode levar a interpretactes
equivocadas (PAKDAMAN et. al, 2008; VARSHNEY et. al., 2014). Neste contexto, 0 uso de
novos métodos de avaliacdo do CDT, como o uso de marcadores moleculares, pode levar a

melhor estratificacdo de risco e planejamento terapéutico individualizado.
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7 CONCLUSAO

O presente trabalho indica, de forma inédita, reducdo da expressao do homeobox gene
HOPX em amostras de carcinoma diferenciado de tireoide, em compara¢do com tecidos nao-
tumorais adjacentes ao tumor e tecidos benignos, corroborando dados previamente descritos
em neoplasias malignas de outros tecidos.

Por outro lado, diferentemente de estudos previamente realizados analisando a
expressio de HOPX em outros tecidos tumorais, ndo encontramos associagdo com
caracteristicas indicativas de maior agressividade tumoral nos tumores com reducdo de
expressdo de HOPX. Excluindo amostras com tireoidite, a reducdo da expressédo de HOPX
esteve associada a estadios mais iniciais de neoplasia (I e Il, classificagdo TNM), em
comparagdo com estadios mais avancados (I11 e 1V). Estes achados sugerem uma possivel
especificidade dos mecanismos de controle da expressdo génica de HOPX em CDT, mediante
influéncias microambientais e geneticas ainda ndo identificadas.

Estudos complementares permitirdo validar estes achados em outras populagdes, bem
como elucidar melhor o papel de HOPX na tumorigénese tireoidiana, incluindo o estudo do
seu mecanismo molecular de supresséo tumoral, dos genes regulados por HOPX, da regulacéo
de sua expressdo génica, bem como o papel da expressdo de HOPX como marcador de
prognostico clinico e risco de recorréncia tumoral em cancer de tireoide. Subsequentemente,
sera importante definir se a reducdo de expressao de HOPX tem impacto na angiogénese,
crescimento tumoral, apoptose, senescéncia celular e invasividade tumoral, através de estudos

funcionais.
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8 PERSPECTIVAS FUTURAS

Como perspectivas de continuidade do presente projeto, incluem-se andlise da
mutacdo BRAFY®%F nas amostras estudadas, bem como quantificacdo da metilacio da regido
promotora do homeobox gene HOPXJ por técnica quantitativa (QMSP — reacdo em cadeia da
polimerase quantitativa em tempo real, especifica para metilacdo) ap6s conversdo do DNA
com bissulfito de sddio. A analise por QMSP permite quantificar o nivel de metilacdo de cada
amostra, dependendo do grau de amplificacdo e da fluorescéncia emitida pela sonda
hibridizada. A amplificacdo serd4 proporcional ao grau de citosinas metiladas na regido
estudada, sendo o valor de metilagéo calculado como a relagéo entre o valor de amplificacéo
do gene alvo e 0 do gene controle interno. Este metodo € considerado mais preciso do que a
analise de expressdo génica, em virtude de envolver manipulacdo de DNA (molécula mais
estavel que o RNA), evitar contaminacdo génica (p.ex. proveniente de hemacias) e ter maior
possibilidade de aplicacao futura na pratica clinica.

Além disso, reducdo na expressdo do gene HOPX em CDT, ao nivel proteico, pode ser
confirmada por imunohistoquimica e Western Blot. Estudo mais extenso, com niimero maior
de amostras tumorais, podera confirmar a importancia da expressédo de HOPX e sua potencial

aplicabilidade na analise do CDT.
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Hematoma sem reoperacdo (5) Rouquiddo (6) Seroma (7) Hipoparatireoidismo Transitorio (8)
Hipoparatireoidismo Definitivo (9) Fistula quilosa (10) SEromMa ........ceeeeeeeeeeeeiiieiiicriereeeeeeeeeeeeeeeeeeans Y T

Complicacoes sistémicas: (1) N3o (2) pneumonia (3) AVC (4) TVP (5) TEP (6) IAM
(@ =] 1S S € ) TR L Lo = Lo (o PP UPP ]

Dias de hospitalizacao poés-operatorio de tireoidectomia:

Laringoscopia pos-tireoidectomia: (1) Ndo ha relato (2) Mobilidade de PPVV preservada (3) Paresia de PVD
(4) Paresia de PVE (5) Paralisia de PVD (6) Paralisia de PVE...........couiiiiiiiiiiiiiin ittt ern s ||

Recidiva em qualquer momento do seguimento: (1) Nao (2) local (3) pescoco homolateral (4) pescoco
contralateral (5) Linfonodos do nivel VI (6) osso (7) figado (8) pulmao (9) OULIOS .......eevvevevvereeevernrnnnnnnnnnnnns ||

Data da recidiva (diagnosticado por ultrassonografia ou outro método de imagem, PAAF, citologia,
etc): (00/00/0000).............oeiiiiiiiiiiieiie e / /

Valor de tireoglobulina com supressao do TSH na recidiva (pacientes que tiveram recidiva
confirmada): |__|_ | |

Valor de tireoglobulina com estimulo do TSH (endégeno ou TSH recombinante) na recidiva: |__|_ |-

Tratamento da recidiva: (1) Nao (2) Totalizagao de tireoidectomia (3) Esvaziamento cervical unilateral
(4) Esvaziamento cervical bilateral (5) Esvaziamento recorrencial (5) Iodoterapia (6) Radioterapia (7)
Quimioterapia (8) outro|__|

Dose de Iodo utilizada na primeira recidiva (se fez Iodoterapia): (0) Nao (1) 100mCi / 3,7GBq (2)
150mCi / 5,5GBq (3) 200mCi / 74GBq (4) 250mCi / 9,25 GBg (5) 300mCi /[

Evidéncia de iodoresisténcia no tratamento das recidivas (No seguimento, dentro do periodo de 1
ano, alguma evidéncia de recidiva mesmo apés uma dose de iodo feita para tratamento de
metastase previamente detectada ou metastase identificada por outro método de imagem, mas que
nao aparece na PCI) : (1) Sim (2) Nao (999) Nao informado |__|__|_|

Evidéncia de desdiferenciacdo tumoral, PCI negativa e Tg positiva: (1) Sim (2) Nao (999) Nao
informado |__|__|_|

Status na ultima informacgdo: (1) vivo sem doenca (2) vivo com doenca (3) morte por cancer (4) morte
operatoria (5) morte por outra causa (6) perdido de Vista.......cceeveeeeeerereennnnnn, |



Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

Nome do Projeto: “Correlacdo entre a hipermetilacdo da regido promotora do
homeobox gene HOPX e aspectos clinico-patolégicos do carcinoma papilifero de
tireoide”

Pesquisador Responsavel:

Helton Estrela Ramos: Coordenador do Projeto — Professor Adjunto do Departamento
de Biorregulacdo do Instituto de Ciéncias da Saude da Universidade Federal da Bahia.

Em caso de duvida entrar em Contato: e-mail: ramoshelton@hotmail.com
Telefone: (71) 3283-8868 Ramal: 227

Propésito e Revisao Geral

O(A) senhor(a) é portador de uma neoplasia da glandula tireoide, e vocé esta
sendo convidado a participar, como voluntério, de um projeto de pesquisa intitulado:
“Correlacéo entre a hipermetilagéo da regido promotora do homeobox gene HOPX e
aspectos clinico-patolégicos do carcinoma papilifero de tireoide”. Este projeto ira
estudar a base molecular desta doenca, a neoplasia da tireoide. Estudo molecular
significa procurar esclarecer (entender) a causa genética da neoplasia, ou seja,
esclarecer se existe alguma alteracdo genética que causou a doencga. Para isto, sera
estudado um componente especifico, 0 DNA, que estd presente nas células (menor
parte do corpo humano, que forma os diversos 6rgédos, como exemplos de 6rgéos
podem ser citados: o coragdo, a pele, o olho e 0 sangue) e que é responsavel pelas
caracteristicas de um individuo (pessoa), que sao transmitidas de pai para filho, desta
forma possibilitando que os filhos se assemelhem (sejam parecidos) em algumas
caracteristicas aos pais.

O objetivo desta pesquisa é achar a causa genética (mutacdes, alteracdes,
mudancas no DNA) da neoplasia da tireoide em pacientes que serdo submetidos a
cirurgia desta glandula. A intencdo é reconhecer e avaliar clinicamente os pacientes
com neoplasia de tireoide que tenham possivel alteracdo genética que causou a
doenca.

A participacdo nesta pesquisa nao traz complicagfes legais. Os procedimentos
adotados nesta pesquisa obedecem aos Critérios da Etica em Pesquisa com Seres
Humanos conforme Resolucdo N° 466/2012 do Conselho Nacional de Saude.

A sua participacao ficara limitada a coleta de material da glandula tireoide apds
a realizacdo da cirurgia. Vocé, ao aceitar participar da pesquisa néo precisara fazer
nenhuma consulta médica ou coleta de exames.

Ao participar da pesquisa vocé esté autorizando o armazenamento de material
biol6gico e DNA coletados para a constituicdo de um Biobanco e Biorepositorio
segundo a Resolucdo CNS N° 441/2011, onde entende-se por Biobanco: colecdo
organizada de material biolégico humano e informagBes associadas, coletado e
armazenado para fins de pesquisa, conforme regulamento ou normas técnicas, éticas
e operacionais pré-definidas, sob responsabilidade e gerenciamento institucional, sem
fins comerciais. E Biorrepositério: cole¢cdo de material biolégico humano, coletado e
armazenado ao longo da execucao de um projeto de pesquisa especifico, conforme
regulamento ou normas técnicas, éticas e operacionais pré-definidas, sob
responsabilidade institucional e sob gerenciamento do pesquisador, sem fins
comerciais.

Desta forma, sua participacdo em estudos futuros fica sob seu critério, tendo a
possibilidade de optar por: a) necessidade de novo consentimento a cada pesquisa, ou
seja, em caso de novo estudo, onde seja necessario a utilizagdo do seu material



biolégico o pesquisador responsavel tera que lhe pedir nova autorizacdo. Em caso de
Obito (morte) ou incapacidade vocé deverd indicar uma ou mais pessoas que possam
consentir na utilizacdo ou descarte do seu material biolégico, assim como ter acesso
aos resultados obtidos e as devidas orientagfes; ou, b) manifestacdo de dispensa de
novo consentimento a cada pesquisa. O material coletado serd processado, analisado
e estocado no Laboratério de Imunologia do Instituto de Ciéncias da Saude da
Universidade Federal da Bahia (UFBA) e/ou Laboratério de Tireoide do Instituto de
Ciéncias da Saude da Universidade Federal da Bahia (UFBA). Em caso de mudanca
de local vocé serd informado formalmente por meio do Termo de Transferéncia de
Material Biolégico (TTMB).

Todas as informacdes coletadas neste estudo sdo estritamente confidenciais.
Somente os integrantes do estudo terdo conhecimento dos dados que forem
necessarios para realizacdo das atividades pertinentes ao desenvolvimento do
presente trabalho. Vocé ter4 acesso a todas as informagdes sobre o projeto e seus
dados genéticos assim como, direito de retirar o seu tecido biolégico e/ou DNA, do
local onde estes se encontram armazenados a qualqguer momento.

Todas as despesas necessarias para a realizacdo do estudo (exames, testes,
etc...) ndo sao da sua responsabilidade.

Os beneficios esperados ao entrar na pesquisa sdo: o diagndstico preciso da
causa da neoplasia de tireoide pode influenciar na melhoria do tratamento e adequar o
manejo dos pacientes, além de fornecer melhor explicacdo para o entendimento da
causa da doenca e do andamento do tratamento. A avaliacdo genética também pode
possibilitar um aconselhamento genético adequado para possiveis futuros filhos. Além
disso, esperamos que este estudo traga informacfes importantes sobre a causa do
neoplasia de tireoide na Bahia, de forma que o conhecimento obtido através desta
pesquisa possibilite identificar mutacées associadas com a neoplasia de tireoide na
Bahia, com conseqiente estabelecimento de procedimentos que possibilitem a
realizacdo da investigacao etiologica da doenca por instituicdes de ensino e pesquisa
do Estado.

Gostariamos ainda de esclarecer que vocé nado tera nenhum tipo de despesa
para participar desta pesquisa, bem como nada sera pago por sua participagao.

A sua participacdo neste estudo € voluntaria. Vocé tem a liberdade de recusar
a participacdo no estudo, ou se aceitar participar, pode retirar o consentimento e
material bioldgico a qualquer momento. Este fato ndo implicar4 na interrupcao da
continuidade do seu tratamento, que esta assegurado.

As informagfes relacionadas ao estudo poderdo ser inspecionadas pelos
médicos que executam a pesquisa e pelas autoridades legais, no entanto, se qualquer
informacé@o for divulgada em relatério ou publicagdo, isto serd feito sob forma
codificada (ou seja, seu nome nao ira ser divulgado), para que a confidencialidade seja
mantida. Os dados genéticos e resultados nao ficardo acessiveis ou divulgados a
terceiros (outras pessoas).

Apéls estes esclarecimentos, solicitamos o seu consentimento de forma livre
para participar desta pesquisa. Portanto preencha, por favor, os itens que se seguem:



Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

Eu recebi uma cdpia deste documento, e tenho o direito de negar ou desistir de participar deste
estudo em qualquer momento sem qualquer prejuizo para os cuidados a mim dispensados. A
PARTICIPACAO NA PESQUISA E VOLUNTARIA.

Eu , R.G. , reafirmando
gue tenho ciéncia do acima exposto, concordo em participar desse estudo, e estou ciente que tenho:

1. A garantia de receber a resposta a qualquer pergunta ou esclarecimento a qualquer divida acerca
dos procedimentos, riscos, beneficios e outros, relacionados com a pesquisa a que serei submetido;

2. A liberdade de retirar meu consentimento a qualquer momento e deixar de participar no estudo
sem que isso traga prejuizo & continuagdo dos meus cuidados;

3. A seguranca de que ndo serei identificado e que serd mantido o carater confidencial da informagéo
relacionada com minha privacidade;

4. O compromisso de me proporcionar informacéo atualizada durante o estudo, ainda que esta possa
afetar minha vontade de continuar participando;

5. A disponibilidade de tratamento médico e a indenizacdo que legalmente teria direito, por parte da
Instituicdo & Sadde, em caso de danos que a justifiquem, diretamente causados pela pesquisa e;

6. O conhecimento de que se existirem gastos adicionais estes serdo absorvidos pelo orcamento da
pesquisa.

Referente ao Biobanco ou Biorrepositério, eu, R.G.
, opto por:

[INecessidade de novo consentimento a cada nova pesquisa (estudo), e indico
para ser responsavel pelas minhas informagBes em caso de

invalidez ou morte;

[IDispenso a necessidade de novo consentimento a cada nova pesquisa

. de de 20

Participante ou Responsavel Legal Pesquisador Responsavel

Polegar direito

COORDENADOR RESPONSAVEL.: Helton Estrela Ramos

ENDERECO: Instituto de Ciéncias da Saude (ICS). Avenida Reitor Miguel Calmon s/n - Vale do Canela
- CEP 40110-100 Salvador, Bahia, Brasil.

E-MAIL: ramoshelton@gmail.com

TELEFONE: Coordenador responsavel: (71) 3283-8959/ Universidade Federal da Bahia
(UFBA)/Instituto de Ciéncias da Saude - ICS (Departamento de Biorregulagao).



ANEXO 3 — Dados relativos a extracdo de RNA das amostras estudadas

Amostra Quantificacao RNA (ng/ul) 260/280 A260 A280
HOO01 T 129,040 ng/pl 2,1140 3,2260 1,5260
HOO1 NT 190,980 ng/pl 2,2355 4,7750 2,1360
HO002 T 65,670 ng/pl 1,9783 1,6420 0,8300
HOO2 NT 150,760 ng/pl 1,9398 3,7690 1,9430
HOO3 T 226,670 ng/pl 2,0858 5,6670 2,7T170
HOO3 NT 160,610 ng/pl 1,8744 4,0150 2,1420
HO04 T 198,880 ng/pl 2,0503 4,9720 2,4250
HOO04 NT 176,050 ng/pl 2,0730 44,4010 2,1230
HOO5 T 147,390 ng/ul 1,7068 3,6850 2,1590
HOO5 NT 124,820 ng/pl 1,9778 3,1210 1,5780
HO06 T 227,410 ng/pl 2,0103 5,6850 2,8280
HOO06 NT 138,460 ng/pl 1,9704 3,4620 1,7570
HOO7 T 169,350 ng/pl 2,0434 4,2340 2,0720
HOO7 NT 148,630 ng/pl 2,0713 3,7160 1,7940
HO08 T 333,090 ng/pl 2,0709 8,3270 4,0210
HOO08 NT 636,570 ng/pl 22,2944 15,9140 6,9360
HO09 T 540,910 ng/pl 1,7859 13,5230 7,5720
HOO09 NT 284,330 ng/pl 1,9221 7,1080 3,6980
HO10 T 2375,800 ng/pl 16716 59,3950 35,5320
HO10 NT 501,740 ng/pl 1,9062 12,5430 6,5800
HO11 T 381,080 ng/pl 1,8030 9,5270 5,2840
HO11 NT 167,290 ng/pl 1,9325 4,1520 2,1640
HO12 T 438,550 ng/pl 1,7965 10,9640 6,1030
HO12 NT 1282,110 ng/ul 1,8897 32,0530 16,9620
HO13 T 205,470 ng/pl 1,7918 5,1370 2,8670
HO13 NT 398,180 ng/ul 16758 9,9540 5,9400
HO14AT 192,450 ng/pl_ 1,7208 23110 | 1,3430
HO14 NT 334,200 ng/pl 1,5401 8,3550 5,4250
HO15 T 491,960 ng/pl 2,0359 12,2990 6,0410
HO15 NT 277,610 ng/pl 1,8726 6,9400 3,7060
HO16 T 439,950 ng/pl 1,0000 10,9990 5,4300
HO16 NT 221,850 ng/ul 1,9508 5,5460 2,8430
HO17 T 596,370 ng/pl 2,3560 14,9090 6,3280
HO17 NT 132,020 ng/pl 1,7863 3,3010 1,8480
HO18 T 301,780 ng/pl 2,0428 7,5440 3,6930
HO18 NT 326,610 ng/pl 21572 8,1650 3,7850
HO19 T 66,400 ng/ul 1,6259 1,6600 1,0210
HO19 NT 108,130 ng/pl 1,9432 2,7030 1,3910
HO20 T 711,640 ng/pl 2,2733 17,7910 7.,8260
HO20 NT 91,930 ng/pl 1,7925 2,2980 1,2820
HO21 T 269,860 ng/pl 2,1247 6,7460 3,1750
HO21 NT 68,820 ng/ul 1,9229 1,7210 0,8950
HO022 T 404,680 ng/pl 1,9157 10,1170 5,2810
HO022 NT 229,420 ng/pl 2,1038 5,7350 2,7260
HO23 T 626,030 ng/pl 2,1656 15,6510 7,2270
HO23 NT 129,310 ng/pl 2,1200 3,2330 1,5250
HO024 T 412,560 ng/pl 1,9512 10,3140 5,2860
HO024 NT 835,480 ng/pl 1,8894 20,8870 11,0550
HO25 T 44,700 ng/ul 21752 1,1050 0,5080
HO25 NT 147,870 ng/pl 2,0596 3,6970 1,7950
HO26 T 37,450 ng/pl 2,0846 0,9360 0,4490
HO26 NT 35,650 ng/pl 2,1732 0,8910 0,4100
HO27 T 218,820 ng/pl 2,0114 5,4710 22,7200
HO27 NT 39,910 ng/pl 1,8550 0,9980 0,5380
HO28 T 27,800 ng/pl 1,8989 0,6950 0,3660
HO28 NT 30,410 ng/pl 1,9638 0,7600 0,3870
HO029 T 234,320 ng/pl 1,8946 5,8580 3,0920
HO29 NT 136,750 ng/pl 1,8632 3,4190 1,8350
HO30 T 370,970 ng/pl 1,9491 9,2740 4,7580
HO30 NT 216,200 ng/pl 2,0040 5,4650 2,7270
HO31 T 381,510 ng/pl 1.9137 9,5380 4,9840
HO31 NT 230,180 ng/pl 1,9452 5,7540 2,9580
HO32 T 526,250 ng/pl 1,0000 13,1560 6,7280
HO32 NT 242,320 ng/pl 1,6333 6,0580 3,7090
HO33 T 349,520 ng/pl 1,0000 8,7380 4.,4690
HO33 NT 101,140 ng/pl 1,8514 2,5290 1,3660

Fonte: elaborado pelo autor. Legenda: A260 - absorbancia no comprimento de onda
de 260 nm; A280 - absorbancia no comprimento de onda de 280 nm; T — tumoral; NT — néo-

tumoral
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PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Andlise de aspectos epigenéticos em carcinoma de tireoide
Pesquisador: Helton Estrela Ramos

Area Temaética: Area 1. Genética Humana.
(Trata-se de pesquisa envolvendo genética humana ndo contemplada acima.);

Verséo: 1

CAAE: 20725513.6.0000.5024

Instituicdo Proponente: Faculdade de Odontologia da Universidade Federal da Bahia
Patrocinador Principal: Universidade Federal da Bahia - UFBA

DADOS DO PARECER

NUmero do Parecer: 359.041
Data da Relatoria: 13/08/2013

Apresentacéo do Projeto:

O cancer de tireoide constitui entidade clinica com diagnéstico cada vez mais frequente nos dltimos anos,
em especial devido ao aumento da

incidéncia do carcinoma diferenciado de tireoide. A despeito da maiores dos casos apresentar evolugao
clinica favoravel, uma pequena parcela dos

pacientes acometidos com esta patologia evolui com quadros agressivos, incluindo metéstases
locorregionais e a distancia, e eventualmente 6ébito.

Neste contexto, a pesquisa de marcadores moleculares que possam estabelecer melhores parametros de
diagndstico e adequada abordagem

terapéutica tem recebido grande atencéo cientifica. Por outro lado, o estudo de caracteristicas epigenéticas
do carcinoma de tireoide ainda é

incipiente na literatura mundial e a analise de novos genes candidatos, tais como o HOPX, tem o potencial
de fornecer novas pistas para melhor

compreensao da tumorigénese tireoidiana e seu progndstico clinico. Diferentemente de outras alteracdes
genéticas, como as mutacdes, que sdo

potencialmente irreversiveis, aberragfes epigenéticas sdo potencialmente reversiveis permitindo que células

malignas revertam para estados menos
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desdiferenciados, tornando viavel o tratamento epigenético do cancer. Os objetivos deste estudo séo
estabelecer a correlacdo entre a hipermetilacéo

da regido promotora do homeobox gene HOPX, aspectos clinico-patolégicos, e a presenca da mutacéo
BRAFV600E em uma amostra de pacientes

diagnosticados com carcinoma papilifero de tireoide. Serdo selecionadas para andlise as pecas cirlrgicas
de pacientes submetidos a tireoidectomia

total ou parcial nas instituices participantes do projeto com diagndéstico confirmado de carcinoma papilifero
da tireoide, cujo tumor tenha dimensé&o

maior ou igual a 1,0 cm (um centimetro). Sera procedida extracdo do DNA, amplificacdo por técnica de PCR
e tratamento do DNA com material

especifico para andlise de hipermetilagéo (bissulfito de sédio). Dados clinicos, anatomo-patoldgicos e de
estadiamento tumoral serdo obtidos através

de revisdo de prontuéarios. Para analise estatistica, o teste de Qui-quadrado serd utilizado para avaliar a
associacao entre o resultado da

genotipagem e caracteristicas clinicas e anatomopatologicas. Variaveis continuas serédo avaliadas pelo teste
t de Student. Nivel de significancia

definido em 5% (p 0,05). Este trabalho serd executado de acordo com a norma 196/96 da Comissao
Nacional de Etica e Pesquisa (CONEP). O

projeto sera submetido a aprovacgéo através da Plataforma Brasil.

Objetivo da Pesquisa:

Objetivo Primario:

Estabelecer a correlacdo entre aspectos clinico-patoldgicos, hipermetilacdo do promotor do gene HOPX e
presenca da mutagcdo BRAFV600E em

uma amostra de pacientes previamente diagnosticados com carcinoma diferenciado de tireoide.

Objetivo Secundario:

- Estabelecer correlacdes especificas entre a presenca da hipermetilacdo da regido promotora do gene
HOPX com aspectos clinico-patolégicos tais

como idade, sexo, tamanho do tumor, ocorréncia de metastases locorregionais e a distancia, estadiamento
tumoral, subtipo histolégico, presenca de

tireoidite e positividade para a mutacdo BRAFV600E - Avaliar a hipermetilacdo do promotor do gene HOPX
em amostras de carcinoma papilifero de

tireoide e nos tecidos ndo-tumorais adjacentes
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Avaliacdo dos Riscos e Beneficios:

Riscos:

Os riscos envolvidos nessa pesquisa envolvem a coleta, transporte e analise de material biolégico pelos
pesquisadores, que serdo treinados com

foco nos critérios da biosseguranca e acompanhamento ético. Sera garantida protecéo da confidencialidade
dos dados das amostras estudadas.

Beneficios:

Esta pesquisa busca avaliar novos marcadores diagnésticos e progndsticos para o cancer de tireoide,
neoplasia de crescente incidéncia no Brasil e

gue ainda carece de caracterizacdo molecular mais precisa. O resultado desta pesquisa tem relevancia
epidemiolégica e visa contribuir com o

crescente esforgo para a reducéo da morbi-mortalidade por cancer no Brasil.

Comentérios e Consideragdes sobre a Pesquisa:
A pesquisa apresenta significativa relevancia para o estudo e conhecimento do cancer de tireoide.
Consideragdes sobre os Termos de apresentacgdo obrigatoria:

Os Termos obrigatérios estéo presentes e de acordo com a legislacao ética em vigor.

Recomendacgdes:
- Substituir a citacdo da Resolugdo CNS196/96 pela Resolugdo CNS 466/12, no TCLE.
- Incluir, no documento de anuéncia da diretoria do Hospital Sdo Rafael, o carimbo da diretoria médica.

Conclus8es ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes:
N&o se aplica

Situacado do Parecer:
Aprovado

Necessita Apreciacdo da CONEP:

N&o

Considerac¢des Finais a critério do CEP:

A plenéria deste Colegiado acompanha o parecer do relator.
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SALVADOR, 13 de Agosto de 2013

Assinador por:
Sandra de Cassia Santana Sardinha
(Coordenador)
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