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RESUMO

Introducdo: O bdcio coloide e o cancer papilifero de tireoide sdo as alteragdes
mais comuns da glandula tireoide. A angiogénese e o estresse oxidativo desempenham
papéis fundamentais na progressdo do cancer, com destaque para os genes VEGFA e
NFE2L2, envolvidos nesses processos. A expressdo génica pode ser regulada por
microRNAs (miRNAs, miR), uma classe de reguladores génicos que controla processos
celulares como o crescimento celular, diferenciagdo, proliferacdo e apoptose. Hsa-miR-
17-5p e hsa-miR-612 sdo possiveis reguladores dos genes VEGFA e NFE2L2 e podem
participar dos processos que resultam em alteragdo celular na tirecoide e
desenvolvimento de distirbios como o bocio coloide e o cancer papilifero. Objetivos:
Avaliar a expressao génica e proteica de VEGFA e NFE2L2 e expressdao dos miRs hsa-
miR-17-5p e hsa-miR-612 em amostras humanas de cancer papilifero de tireoide, bdcio
coloide e tecido normal de tireoide. Além disso, investigar o envolvimento dos miRs
hsa-miR-17-5p e hsa-miR-612 na regulacdo dos genes VEGFA e NFE2L2 em linhagem
celular de cancer papilifero de tireoide (linhagem TPC-1). Materiais e Métodos: Foram
incluidas no estudo 15 amostras de cancer papilifero de tireoide, 15 de bdcio coloide e
seus respectivos tecidos adjacentes, e seis amostras de tecido normal de tireoide. As
quantificagdes dos genes e dos miRs foi realizada por meio da técnica de PCR em
tempo real quantitativa (PCRq). A quantificacio da proteina VEGFA foi realizada
utilizando o ensaio imunoenzimatico (ELISA), e a expressdo da proteina NFE2L2 foi
quantificada pela técnica de imuno-histoquimica. Para avaliar a regulagdo génica pelos
miRs, a linhagem celular TPC-1 foi transfectada com o inibidor do miR-17-5p e o
mimetizador do miR-612 e a expressdo dos genes VEGFA ¢ NFE2L?2 foi quantificada

por PCRq. Resultados: O gene VEGFA apresentou alta expressao no tumor e seu tecido
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adjacente (P=0,0125 e P=0,0023, respectivamente) no bdcio e tecido adjacente (P <
0,0001 para ambos os tecidos) em comparagdo ao tecido normal, assim como o gene
NFE2L2 (tumor: P=0,0061 e adjacente: P=0,0149; bodcio: P=0,0009 e adjacente:
P<0,0001). A expressdo génica de VEGFA foi mais elevada no bocio em relagdo ao
tumor (P<0.0001) e aos respectivos tecidos adjacentes (P<0,0001). Hsa-miR-612
apresentou expressdo reduzida no tecido adjacente do tumor (P=0,016), no bdcio e
tecido adjacente ao bocio (P=0,015; P=0,0131, respectivamente). Hsa-miR-17-5p
apresentou expressdo reduzida apenas no bdcio e seu tecido adjacente (P<0,0001;
P=0,0448, respectivamente). Hsa-miR-17-5p foi mais expresso no tumor em relagdo ao
bocio (P=0,033). Correlacdo negativa foi observada entre a expressao do hsa-miR-612 e
a expressdo de VEGFA e NFE2L2 no tumor (P=0,038; P=0,007) ¢ no bocio com
NFE2L2 (P=0.002). A expressdo do miR-17-5p foi negativamente correlacionada a do
gene NFE2L2 no tumor (p=0.019). A quantificag¢do proteica do VEGFA mostrou que no
cancer papilifero, no tecido adjacente ao tumor e no bdcio coloide (P=0,0009;
P=0,0138; P=0,0397, respectivamente) houve aumento em relagdo ao tecido normal. O
tumor apresentou expressdo mais elevada da proteina VEGFA em relagdo ao bdcio e
seu tecido adjacente (P=0,022; P=0,0003). A andlise de quantificacdo da proteina Nrf2
mostrou que no citoplasma do tumor sua expressdo foi mais elevada em relagdo ao
bocio (P<0,0001) e tecido normal (P<0,0001). O tumor também apresentou no ndcleo
aumento da expressdo de Nrf2 em relacdo ao bocio (P<0,0001). A transfec¢do do
inibidor do miR-17-5p na linhagem celular TPC-1 resultou em inibi¢ao da expressdo do
gene NFE2L2 em aproximadamente 73%. Conclusiio: Os genes NFE2L2 e VEGFA e
seus produtos proteicos sdo amplamente expressos no cancer papilifero de tireoide e

bocio coloide. Hsa-miR-612 apresentou expressdo diferencial no tumor de tireoide e
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bécio coloide e hsa-miR-17-5p apresentou expressdo diferencial somente no bocio. Hsa-
miR-17-5p regula positivamente a expressdo do gene NFE2L2 em cancer papilifero de
tiredide. Hsa-mir-612 ndo participa da regulagdo da expressdo dos genes VEGFA e

NFE2L?2 nesse tipo tumoral.

Palavras-chave: Cancer de tireoide; bocio; fator de crescimento endotelial vascular;

fator 2 relacionado a NF-E2; microRNAs
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ABSTRACT

Introduction: Colloid goiter and papillary thyroid cancer are the most common
alterations of the thyroid gland. Angiogenesis and oxidative stress play key roles in the
progression of cancer, especially the genes VEGFA and NFE2L2, involved in these
processes. Gene expression can be regulated by microRNAs (miRNAs, miR), a class of
gene regulators that controls cellular processes such as cell growth, differentiation,
proliferation, and apoptosis. Hsa-miR-17-5p and hsa-miR-612 are possible regulators of
the VEGFA and NFE2L2 genes and may participate in the processes that result in
cellular changes in the thyroid and development of disorders such as colloid goiter and
papillary cancer. Objectives: To evaluate the gene and protein expression of VEGFA
and NFE2L2 and expression of hsa-miR-17-5p and hsa-miR-612 in human papillary
thyroid, colloid goiter and normal thyroid tissue samples. Moreover, to investigate the
involvement of hsa-miR-17-5p and hsa-miR-612 in the regulation of VEGFA and
NFE2L2 genes using thyroid papillary cancer cell line (TPC-1 strain). Materials and
Methods: Fifteen samples of papillary thyroid cancer, 15 colloid goiter and their
respective adjacent tissues, and six samples of normal thyroid tissue were included in
the study. The genes and miRs" analysis were performed using the quantitative real-time
PCR technique (qPCR). The quantification of the VEGFA protein was performed using
the enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA), and the expression of NFE2L2
protein was evaluated by the immunohistochemistry technique. The TPC-1 cell line was
transfected with the miR-17-5p inhibitor and the miR-612 mimic in order to evaluate
the gene regulation by miRs; the expression of the VEGFA and NFE2L2 genes was
quantified by qPCR. Results: The VEGFA gene presented high expression in the tumor
and its adjacent tissue (P = 0.0125 and P = 0.0023, respectively) and goiter and adjacent

tissue (P <0.0001 for both tissues) compared to normal tissue, as well as the gene
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NFE2L?2 (tumor: P = 0.0061 and adjacent: P = 0.0149; goiter: P = 0.0009 and adjacent:
P <0.0001). Gene expression of VEGFA was higher in the goiter than in the tumor (P
<0.0001) and adjacent tissues (P <0.0001). Hsa-miR-612 showed reduced expression in
adjacent tumor tissue (P = 0.016), goiter and tissue adjacent to goiter (P = 0.015, P =
0.0131, respectively). Hsa-miR-17-5p showed reduced expression only in goiter and its
adjacent tissue (P <0.0001; P = 0.0448, respectively). Hsa-miR-17-5p was more
expressed in the tumor than in the goiter (P = 0.033). Negative correlation was observed
between expression of hsa-miR-612 and expression of VEGFA and NFE2L2 in the
tumor (P = 0.038, P = 0.007) and in the goiter with NFE2L2 (P = 0.002). Expression of
miR-17-5p was negatively correlated to NFE2L2 gene in the tumor (p = 0.019). Protein
quantification of VEGFA was increased in papillary cancer, adjacent tissue and goiter
(P=10.0009, P=10.0138, P =0.0397, respectively) compared to normal tissue The tumor
showed higher expression. of the VEGFA protein in relation to goiter and its adjacent
tissue (P = 0.022, P = 0.0003). The quantification analysis of the Nrf2 protein showed
higher expression in the tumor’s cytoplasm in relation to goiter (P <0.0001) and normal
tissue (P <0.0001). The tumor also presented an increased Nrf2 expression in relation to
goiter (P <0.0001) in the nucleus. Transfection of the miR-17-5p inhibitor into the TPC-
1 cell line resulted in inhibition of NFE2L2 gene expression by approximately 73%.
Conclusion: The NFE2L2 and VEGFA genes and their protein products are widely
expressed in papillary thyroid cancer and colloid goiter. Hsa-miR-612 has differential
expression in the thyroid tumor and colloid goiter, and hsa-miR-17-5p has differential
expression only in colloid goiter . Hsa-miR-17-5p positively regulates expression of the
NFE2L2 gene in papillary thyroid cancer. Hsa-mir-612 does not participate in the

regulation of VEGFA and NFE2L2 gene expression in this tumor type.
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Introdugao 2

1. INTRODUCAO
1.1 Tireoide

A glandula tireoide (do grego thureoeidés, com a forma de um escudo) esta
situada na frente dos anéis da traqueia, entre o pomo de addo (proeminéncia da laringe
no meio da regido anterior do pescogo) e a base do pescoco, onde se localiza a furcula
esternal. Consiste num istmo central com um lobo do lado esquerdo e outro do lado
direito. (V

A glandula contém dois tipos de célula, as células foliculares ou tiredcitos,
responsaveis pela produ¢do de hormoénios triiodotironina (T3) e tiroxina (T4) e as
células parafoliculares ou células C, responsaveis pela produ¢do da calcitonina. Os
hormdnios T3 e T4 sdo essenciais para o desenvolvimento, crescimento e regulacdo dos
processos metabolicos em todo o corpo, e o hormonio calcitonina estd envolvido no
metabolismo e homeostase do célcio nos ossos.

O iodo ¢ a matéria-prima principal para a sintese dos hormoénios T3 e T4, e
representa 58% e 65% do peso, respectivamente. O iodo ¢ absorvido pelo intestino
delgado e transportado pelo sistema circulatorio até a tireoide e introduzido na célula na
forma de iodeto juntamente com ions sédio (Nat) pela proteina transportadora de
membrana do tipo simporte. No citoplasma, o iodeto ¢ levado a regido apical da célula
até o lumen do foliculo pela proteina de membrana apical pendrina (PDS), onde o iodo é
oxidado pela tireoperoxidase (TPO), enzima presente na membrana apical dos
tireocitos. Essa reagdo ¢ catalisada pelo peroxido de hidrogénio (H202) como doador de
oxigénio. O iodo oxidado €, entdo, incorporado aos residuos de tirosina (Tyr) da
molécula de tireoglobulina (Tg) em uma reacdo catalisada pela TPO. A Tg ¢ sintetizada
pelo reticulo endoplasmatico rugoso e pelo Complexo de Golgi da prépria célula. O

iodo incorporado a Tg resulta em uma monoiodotirosina (MIT), e outras duas moléculas
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de iodo resultam em uma diiodotirosina (DIT). A jun¢do de uma MIT com uma DIT,
catalisada pela TPO, dé origem ao T3, enquanto a junc¢do de duas DIT dé origem ao T4.
Os hormonios T3 e T4 permanecem no limen folicular ligados a Tg na glandula
tireoide. Caso a glandula pare de produzir e estocar esses hormodnios, o 6rgio ainda tem
estoque suficiente de hormoénio por até 50 dias. Essa capacidade de estocar os
hormdnios produzidos no coloide é uma particularidade da glandula tireoide. Apds a
digestdo da Tg, os hormonios T4 e T3 sio liberados para a circulagio. G-

O desequilibrio das fungdes da tireoide provocado por fatores como irradiag@o
externa, alteracdes genéticas, fatores enddgenos, sexo feminino, idade superior a 45
anos, habitos alimentares e estilo de vida acarreta distirbios e doengas na glandula
tireoide. O bdcio coloide ¢ o disturbio mais comum da tireoide, enquanto que o cancer
do tipo papilifero é o mais frequente. -

1.2 Bocio Coloide e Cancer Papilifero

O boécio coloide ¢ o mais comum de todos os distarbios da glandula tireoide,
mesmo em regides ndo endémicas, € clinicamente detectado em torno de 4% de todos os
adultos com idade superior a 30 anos. Essa condi¢do clinica ¢ detectada como um
aumento da glandula, podendo causar pressdo na regido, disfagia, tosse e rouquiddo. Em
raros casos, a paralisia do nervo laringeo pode ocorrer quando o nervo ¢ afetado pela
expansio do bécio. 7

Alguns fatores como a heterogeneidade funcional de células foliculares
normais, o género feminino, mutagdes nos genes 7Tiroglobulina, Tireoperoxidade, e do
receptor de TSH (Thyroid-Stimulating Hormone) e o aumento do TSH sérico provocado
por eventos como deficiéncia de iodo e erros inatos da sintese de hormdnio da tireoide
desempenham um papel importante na fisiologia e na sintese de hormonios da tireoide e

essas desregulacdes predispdem ao desenvolvimento de bécio coloide. ¥
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Pesquisas realizadas nas Associagdes Americana, Europeia e Latino-americana
de tireoide indicaram que os norte-americanos sdo bastante restritivos na escolha de
testes laboratoriais. No entanto a maioria dos especialistas realizam exames para
observar os niveis de TSH e T4 livres no sangue, e também os niveis totais de T4 e T3
por causa da secrecdo preferencial de T3 sobre T4 na condi¢do de deficiéncia leve de
iodo. ©

A presenca de bocio coloide pode indicar o inicio de um processo de
transformag¢do maligna da tireoide, sendo que normalmente o cancer papilifero ¢ o de
maior frequéncia. Um estudo retrospectivo demonstrou que em 13,7% dos pacientes
operados com bocio, a presenca de cancer foi observada no exame histopatologico. ©
Outro estudo de 2015 com 134 pacientes mostrou incidéncia significativa (46,3%) de
cancer papilifero de tireoide em pacientes com bdcio coloide. (19

A crescente incidéncia de cancer em pacientes com bdcio coloide reflete a
necessidade de gerenciamento multidisciplinar para determinacdo da extensdo da
cirurgia de bdcio evitando, assim, a realizacdo de novas cirurgias, ja que a
tireoidectomia parcial apresenta alta taxa de recorréncia em longo prazo. 112

O cancer de tireoide ¢ a neoplasia endocrina mais comum e soma cerca de
1,7% de todos os diagndsticos de cancer no mundo. '¥ Apenas em alguns paises, como
Noruega e Suécia, a incidéncia de cincer de tireoide é reduzida. ' As taxas de
incidéncia do cancer de tireoide aumentaram desde o inicio de 1980 e mais
dramaticamente na ultima década, com incidéncia de 3,8% ao ano. Dados
epidemiologicos do Surveillance Epidemiology and Results (SEER), de 2010 até 2014,
mostram que o cancer de tireoide ¢ mais comum em mulheres do que em homens e

entre aqueles com antecedentes familiares de doenga tireoide. O nimero de novos casos
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de cancer de tireoide foi de 14,2 por 100.000 homens e mulheres por ano. O aumento da
incidéncia ¢ indicado pela variag¢@o percentual anual, que nos EUA foi de 2,4% de 1980
a 1997 e de 6,6% de 1997 a 2009. 1516

No mundo o tumor maligno de tireoide ¢ o quinto tipo de cancer mais comum
em mulheres 1% Relatorios recentes mostraram uma variagdo percentual anual entre o
sexo masculino e feminino, que foi de 6,3% e 7,1% para os brancos, 4,3% e 8,4% para
os negros, 4,2% e 6,7% para os hispanicos e 3,4% e 6,4% para asidticos (Ilhas do
Pacifico), respectivamente. Embora as taxas mais baixas de cancer de tireoide sejam
observadas em negros, a maior taxa de aumento em incidéncia para o cancer papilifero
de tireoide ocorre em mulheres negras. !”)

No Brasil os casos de cancer de tireoide para o ano de 2016 foram estimados
para o sexo masculino 1.090 casos e para o sexo feminino 5.870, e risco estimado de
1,08 casos a cada 100 mil homens e 5,70 casos a cada 100 mil mulheres, sendo que no
sexo feminino o cancer de tireoide ocupa o oitavo lugar em incidéncia de os canceres,
exceto pele nao melanoma. ¥

Em contraste com a maioria dos tumores, incluindo o da mama, do colon, do
pulmdo e da prostata, cuja mortalidade diminuiu nas ultimas duas décadas, a taxa de
mortalidade por cancer de tireoide apresentou um ligeiro aumento, relatado pelo SEER,
para o periodo 1988-2009, apesar do diagndstico precoce e melhora no tratamento dos
canceres de tireoide de alto risco. 1?

Entre os fatores de risco para o cancer de tireoide destacam-se a exposi¢do a
radiacdo ionizante, ®” o histérico familiar, as condi¢des benignas da tireoide (por

exemplo, bocio e nédulos tireoidianos), ?! a obesidade, estilo de vida ocidentalizado,
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fatores dietéticos, deficiéncia ou excesso de iodo, e a polui¢do antropogénica, isto &,
causada por atividades humanas. 2-2%)

O cancer da tireoide representa um modelo atrativo de estudo, ja que,
compreende varios tipos histopatologicos de tumores origindrios de uma mesma célula e
com distintos niveis de diferenciacdo. A maioria dos carcinomas (95%) origina-se de
células foliculares da tireoide e ¢ subdividido em carcinoma papilifero (80%),
carcinoma folicular (10%), células de Hurthle (3%) e anaplasico (2%). Os 5% restantes
sdo de células do interior da glandula da tireoide, as células-C, que ddo origem ao
carcinoma de tireoide medular. ¢429

O cancer papilifero de tireoide (CPT) também pode ser multifocal, mas
normalmente ¢ de crescimento lento, com tendéncia a se espalhar para os nodulos
linfaticos e geralmente tem um bom progndstico. ?72%)

O carcinoma folicular da tireoide (CFT) é responsavel por aproximadamente
15% dos canceres de tireoide de células foliculares e ¢ definido pelas suas
caracteristicas invasivas, que resultam na infiltracdo dos vasos sanguineos e / ou
penetragcdo completa da capsula do tumor. O CFT raramente ¢ multifocal e geralmente
ndo apresenta metastases para os nddulos linfaticos regionais, mas tende a espalhar-se
através da corrente sanguinea para o pulmio e os ossos. Uma importante variante
histolégica do CFT ¢ conhecida como carcinoma de células de Hiirthle ou carcinoma
folicular oncético, composto de células eosinofilicas repletas de mitocondrias. )

O cancer anaplasico de tireoide (CAT), representado por menos de 5% dos
casos, ¢ uma das formas mais letais de tumores humanos. A metéstase esta presente em
40% dos pacientes com CAT, sendo que, na grande maioria (80%) ocorre no pulmao

G0 Apesar do tratamento, o CAT apresenta crescimento e invasio local rapida,
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ocasionando dificuldade na respira¢do ou na degluticdo do paciente e a traqueotomia ¢
frequentemente necessaria. O progndstico desses pacientes € ruim, pois no momento do
diagnostico a doenga j& se apresenta em estagio avangado e a maioria dos pacientes
morre dentro de 6 meses a 1 ano. GV

Noédulos palpaveis sdo comuns na populagdo adulta, com uma prevaléncia
estimada nos Estados Unidos na faixa de 4-7% ©?. Um dos principais problemas de
diagndstico de problemas relacionados a tireoide envolve a avaliagdo pré-operatoria de
nddulos tireoidianos. Muitas vezes os exames como, ultrassonografia, tomografia
computadorizada, e puncgdo aspirativa com agulha fina (PAAF), ndo fornecem um
diagnostico definitivo, e nos casos indeterminados a cirurgia de hemitireoidectomia ¢
muitas vezes realizada, sendo que até 75% destes pacientes apresentam doenca benigna.
(33)

O padrao ouro para a avaliacdo diagnostica de nodulos de tireoide € a citologia
de PAAF. Os resultados falsos positivos e falsos negativos estdo entre 1-11% e 0-7%,
respectivamente. Com base nas bidpsias de PAAF, o nddulo pode ser diagnosticado
como benigno (60% -70%) ou maligno (5% -7%). Em 30% das bidpsias ndo ha
diagndstico conclusivo, sendo considerados indeterminados ou atipicos e a
hemitireoidectomia ¢ indicada para o diagnéstico histologico definitivo. ¢43% Devido a
dificuldade de diagndstico preciso para o cancer de tireoide, a cirurgia pode ser
realizada em nodulos benignos, e aproximadamente de 8 a 17% dos nodulos sdo
diagnosticados como malignos. 639

Visando sempre a melhoria do diagnostico o uso do Doppler tem sido de
extrema importancia para auxiliar o diagnostico de cancer, visto que o crescimento

tumoral esta associado ao aumento da vasculariza¢do. Assim, Chammas e colaboradores
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(2005) adotaram um sistema de classificagdo, utilizando o Doppler, para analisar os
padrdes vasculares, que consistem nos seguintes: padrio I, auséncia de fluxo sanguineo;
padrdao II, fluxo sanguineo exclusivamente perinodular; padrdo III, fluxo sanguineo
perinodular = fluxo sanguineo central; padrao IV, fluxo sanguineo central > fluxo
sanguineo perinodular; e padrdo V, exclusivamente fluxo sanguineo central. Os
resultados demonstram que o risco de malignidade aumenta a medida que o fluxo
sanguineo intranodular se torna mais dominante. De acordo com os pesquisadores foi
possivel observar que nddulos com fluxo sanguineo padrao III (2 de 81) foram
malignos, enquanto 6 dos 14 nddulos com fluxo sanguineo padrdo IV e todos os 5
noédulos com fluxo sanguineo padrio V foram malignos. ¢

No entanto, este método depende de muitas configurag¢des técnicas, tais como:
sensibilidade Doppler, tipos de filtros utilizados, amplificagdo de sinal, frequéncia de
repeticdo de pulso, profundidade de regido de interesse e atenuagdo do sinal no tecido.
Além disso, movimentos como respiracdo e degluticdo, bem como a pulsatilidade das
artérias circundantes, podem produzir artefatos. ¢**? Portanto, métodos adicionais para
melhora do diagndstico pré-operatdrio sdo altamente desejaveis e resultaria em um
impacto importante sobre o atendimento clinico.

1.3 Angiogénese e os genes NFE2L2 e VEGFA em tireoide.

A angiogenese desempenha papel fundamental na progressdo do cancer e no
surgimento de metastases, pois, s30 0s novos vasos sanguineos que fornecem nutrientes
e oxigénio, necessarios 4 manutengdio do crescimento tumoral. “D A estimula¢do da
angiogénese pode ser terapéutica na doenga cardiaca isquémica, doenga arterial
periférica e cicatrizagdo de feridas, ja sua inibicdo pode ter efeito terapéutico em cancer,

condigdes oftalmicas, artrite reumatoide e outras doengas. “» Considerando o papel da
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angiogénese na tumorigénese, a identificacdo de biomarcadores relacionados a este
processo poderd auxiliar no diagnostico, prognostico e tratamento.

Os orgdos endocrinos apresentam alta vascularizagdo, com a presenca do
epitélio fenestrado revestindo os vasos sanguineos, o que permite a facil transferéncia
de substancias através dessa parede permedvel do vaso, visto que, o suprimento de
sangue ¢ essencial para fun¢des metabodlicas e endocrinas normais. H4 a necessidade de
uma regulacdo rapida desses sistemas, pois mesmo uma pequena liberacdo de
hormoénios exige um suprimento de sangue eficiente. ¥

A tireoide apresenta aumento da vascularizacdo tanto no cancer como no bdcio
quando comparado com tecidos normais. Estudos demonstram que uma maior
vascularizagdo aumenta o risco de recorréncia € menor sobrevivéncia no cancer
papilifero, ja& no cancer do tipo folicular e anapldsico desempenha um papel na
disseminag¢d@o tumoral. Esse aumento da vascularizagdo mostra-se importante no cancer
folicular, em que as células tendem a se espalhar pela corrente sanguinea, enquanto a
disseminacdo do cancer papilifero tireoide ocorre por meio do sistema linfatico. 4344

Um dos principais fatores para o desenvolvimento da angiogénese fisiologica e
também na maioria das patologias como o cancer, ¢ a familia do Fator de crescimento
endotelial vascular (VEGF) que inclui cinco isoformas, denominadas VEGFA, VEGFB,
VEGFC, VEGFD e PIGF, todas descritas em mamiferos. O VEGFA promove a
angiogénese, a permeabilidade vascular, a migracdo celular e expressao génica. VEGFB
protege contra a degenera¢do de neuronios sensoriais, o VEGFC ¢ expresso durante a
embriogénese, enquanto o VEGFD ¢ expresso somente na idade adulta e esta envolvido

no desenvolvimento dos vasos linfaticos. PIGF é o fator de crescimento placentario. *>-

46)
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O VEGFA ¢ o primeiro fator angiogénico que quando induzido pela hipoxia
promove os processos de proliferacdo, brotamento, migracdo e forma¢do da matriz
endotelial. “*® Em vista disso, é um alvo considerdvel para novas terapias contra o
cancer em modelos pré-clinicos. A inibicdo de VEGFA tem mostrado eficacia no
tratamento de varios tipos de cancer, com reducdo no crescimento tumoral e aumento
das taxas de sobrevida. 4V

A funcdo endocrina da tireoide requer a regulacdo precisa da sua rede
microvascular. A expressdo do gene VEGFA na tireoide expressdo € elevada quando
comparada a outros tecidos. A desregulacdo do VEGFA tem um papel importante tanto
em doencgas benignas como em malignas. No desenvolvimento do bocio primeiramente
ocorre o aumento das células endoteliais, para que depois ocorra a proliferacdo das
células foliculares da tireoide. *” No cancer, o VEGFA tem sua expressdo alterada nos
diferentes estagios, tipos e na progressio dos canceres de tireoide. %5

Outro importante fator para o desenvolvimento angiogénico ¢ o gene NFE2L2
(Nuclear factor (erythroid-derived 2) -like 2), que codifica o fator de transcri¢do nuclear
relacionado 2 (Nrf2). Este gene regula a expressdo de proteinas antioxidantes em
resposta ao estresse oxidativo em varios tecidos. ®¥ Em condi¢des basais a proteina
Nrf2 ¢ mantida inativa por meio da liga¢do dos inibidores KEAP1 (Kelch-like ECH-
associated protein 1) e CUL3 (Cullin 3), que a seleciona para a degradacdo
proteassomal (Figura 1). No entanto, sob estresse oxidativo, Nrf2 dissocia-se dos
inibidores e ¢ transportado para o nucleo para a regulagdo de genes dos elementos de
resposta antioxidante (ARE), genes estes envolvidos em resposta a lesdes e inflamagdes

que incluem a produgdo de radicais livres. ¢339
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Um exemplo de acdo do Nrf2 € a participagdo no processo de homeostase dos
niveis de espécies reativas de nitrogénio (ERN) e oxigénio (ERO), controlando
diretamente a formacgdo de tais moléculas enzimdticas. No caso de oxido nitrico, o
controle se d4 por meio da supressdo da enzima indutora de 6xido nitrico sintase
(INOS), também conhecida como NOS2, ou pela sua capacidade de induzir a expressio
de enzimas, tais como a catalase, que destroem H,0,. 9

Evidéncias sugerem que o estresse oxidativo também € capaz de induzir a
angiogénese 9. A tireoide apresenta alta capacidade de defesa contra o estresse
oxidativo, provavelmente porque uma quantidade minima de oxidantes ¢ um pré-
requisito para o seu funcionamento normal. ©” O estresse oxidativo ¢ definido como um
desequilibrio entre a producdo de radicais livres e os metabolitos reativos € a sua

eliminagdo por sistemas antioxidativos. ©®
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Figura 1. Nrf2 sob estresse oxidativo. Normalmente, o complexo Nrf2 e Keaplé
inativado no citoplasma por degradagio proteasomal. Sob estresse
oxidativo, Nrf2 dissocia-se de Keapl e transloca-se para o nucleo para
formar um heterodimero com pequenas proteinas Maf (multicopy associated
filamentation) e subsequentemente liga-se ao elemento de resposta
antioxidante (ERA), resultando em efeito antioxidante e citoprote¢do
(Figura adaptada Zhou et al., 2012). 9

Uma série de fatores de estresse celular, incluindo hipdxia, privagdo de

nutrientes ¢ ERO, sdo estimulos importantes para a sinalizacdo angiogénica. 2 A

hipdxia, um dos principais elementos do microambiente tumoral, é responsavel pela

progressdo tumoral por varias etapas, incluindo angiogénese tumoral. O fator de

transcrigdo Nrf2 desempenha um papel importante na angiogénese tumoral sendo a

hipoxia um importante indutor do fator de transcricdo Nrf2 como ativador de EROs,

resultando em aumento da expressdo da heme oxigenase-1 (HO-1) e interleucina-8 (IL-

8). Por sua vez, esse aumento da HO-1 desencadeia a producdo do VEGF e a regulacdo

positiva do VEGF ativara Nrf2, resultando no aumento desse feedback. Além disso, a

producdo de VEGF induzida por Nrf2 ¢ regulada pelo fator induzivel por hipoxia (HIF)-
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la, e também pode afetar a angiogénese tumoral ao participar da regulacdo do HIF-1a e
de IL-8. Finalmente, os fatores proangiogénicos afetam o comportamento bioldgico das
células endoteliais, incluindo prolifera¢do, migragcdo e formacgdo de estruturas capilares
e reducdo da adesdo das proteinas na matriz extracelular, que contribuem para a
angiogénese tumoral. ®¥ (Figura 2).

Ha fortes indicios que o desenvolvimento farmacologico de drogas que
aumentam a atividade do Nrf2 deve ser realizado para a prevencdo ndo s6 do cancer,
mas também de muitas outras doencas em que o estresse oxidativo e inflamatdrio sdo
cruciais para a patogénese. No entanto, como um sistema de prote¢do, a sinalizacdo pelo
Nrf2 também pode conferir beneficios as células cancerosas, pois sua ativagdo
constitutiva por mutagdes somaticas ou eventos epigenéticos € observada em varios
canceres humanos e estd ligada a quimiorresisténcia . Por outro lado, um estudo
mostrou que a degradacdo do Nrf2 mediada pelo aumento da Cul3 resultou em melhor
modulagdo dos sistemas de desintoxicacdo celular e quimiossensibilidade a
medicamentos citotoxicos utilizados na terapia do cancer de mama. ©®V Estudos em
linhagens celulares de cancer de tireoide mostram que o Nrf2 atua como mediador da
resisténcia a atividade quimioterapéutica de inibidores de proteassoma, e assim, se torna
um novo alvo potencial para o tratamento do céancer de tireoide. No entanto, a
relevancia clinica destes resultados ¢ incerta, uma vez que a atividade de Nrf2 em

cancer de tireoide humana permanece desconhecida. (%62
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Figura 2. Envolvimento de Nrf2 na angiogénese tumoral (Zhou et al, 2012, com

modificacdes).*? Metaloproteinase-1 de matriz (MMP-1); elemento de

resposta antioxidante (ERA); espécies reativas de oxigénio (ERO).

Ziros e colaboradores (2013) 3 mostraram a relagdo de Nrf2 com cancer
papilifero de tireoide, porém, é necessario ampliagdo dos estudos com metodologias
adicionais, bem como realizd-los em diferentes populagdes, tendo em vista a alta
variabilidade genética da populacdo brasileira devido a miscigenagdo étnica, € a
influéncia dos diferentes fatores de risco aos quais estas populagdes sdo expostas, o que
se torna crucial nos casos de cancer de tireoide, j4 que esta neoplasia ndo apresenta

apenas um fator de risco predominante para seu desenvolvimento.
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Dado o seu papel de regulador da angiogénese, os genes VEGFA e NFE2L2
tem sido considerado potenciais alvos para novas terapias antiangiogénicas. Portanto,
esclarecer a relagcdo entre esses genes pode fornecer informagdes importantes para o
desenvolvimento de técnicas ou medicamentos que limitam ou reduzem o crescimento
tumoral e também restauram a sensibilidade dos tumores aos quimioterapicos.

1.4 MicroRNAs e Cancer de Tireoide

Uma classe de moléculas com potencial no diagndstico sdo os microRNAs
(miRNAs, miR), uma classe de reguladores génicos de aproximadamente 22
nucleotideos de comprimento em sua forma ativa. Os miRs funcionam como
reguladores de genes controlando muitos processos celulares, incluindo crescimento
celular, diferenciagdo, proliferacio e apoptose. Y Os miRs sio RNAs nio
codificantes e enddgenos que regulam a expressdo de genes codificadores de proteinas,
promovendo diminuicdo do produto génico e proteico. O silenciamento pods-
transcricional mediado por miRs pode ocorrer pela degradacdo de RNA mensageiro
(RNAm) alvo ©® e / ou inibi¢do da sintese proteica no estigio de iniciagdo. (6667
Devido ao seu tamanho pequeno e alinhamento de base imperfeito com os alvos, os
miRs tém a capacidade de regular muitos RNAm alvo, atuando como reguladores
globais para a expressdo génica. ¢

Os miRs sdo transcritos pela RNA polimerase II ¢ s3o processados ainda no
nucleo pela enzima Drosha, dando origem ao pré-miRs, os quais sdo exportados para o
citoplasma se tornando miRs maduros pela acdo da enzima Dicer. Uma das fitas geradas
pelo miR maduro conduzird a repressdo do RNAm alvo ao se integrar ao complexo
RISC (RNA-indunced silencing complex) . O RNAm alvo ¢ reconhecido pelos miRs
maduros, resultando na degradacdo do mesmo quando houver complementariedade total

e a repressio da traducio quando houver complementariedade parcial (Figura 3). 9
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Figura 3: Biogénese e agdo dos miRs. Os miRs sdo transcritos pela RNA polimerase 1 e
no nucleo sofrem a acdo da enzima Drosha, originado os pré-miRs. Estes
sdo exportados para o citoplasma pela proteina Exportin 5, e s@o
reconhecidos pela enzima Dicer, que processa os pré-miRs em miRs
maduros. Uma das fitas deste miR ¢ selecionada para integrar o complexo
RISC, que conduzira a repressdo da traducdo do RNAm alvo por meio do
pareamento parcial ou completo entre 0 miR maduro e a regido UTR 3°

(untranslated region) do RNAm. (Adaptado de Winter et al., 2009). ¢

E bem estabelecido que alguns miRs apresentam expressdo diferencial em
diferentes tipos de cancer, incluindo o cancer de tireoide, o que sugere que as alteragdes
na expressio de miRs podem ser importantes no processo de tumorigénese. 9

Ao longo das décadas, evidéncias emergentes sugeriram que os miRs poderiam
ser utilizados como biomarcadores para a deteccdo do cancer, pois os miRs podem ser
facilmente obtidos a partir de fluidos corporais, como soro, urina ¢ plasma sem a

necessidade de procedimento invasivo. Também foi relatado que mais de 30% dos
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RNAm humanos sdo regulados por miRs, o que refor¢a a importancia dos miRs no
diagnéstico de cancer. 'V

Muitos miRs sdo expressos na célula de modo especifico, tendo sua expressio
aumentada ou reprimida em tumores, proporcionando assim, uma base logica para o seu
uso potencial de diagndstico. Varios miRs, incluindo miR-146b, miR-221, miR-222,
miR-181b, miR-155 e miR-224, tém expressdo significativamente elevada em cancer
papilifero de tireoide. "» Interessantemente, a expressdo dos miRs é correlacionada com
o padrdo mutacional dos carcinomas papiliferos. Por exemplo, o0 miR-187 foi expresso
em niveis mais elevados em tumores que possuem rearranjos no oncogene retPTC. Em
outros estudos correlacionou-se o aumento da expressao do miR-221 e do miR-222 com
g, (70,73)

maior frequéncia de mutagdes nos genes BRAF ¢ RAS em tumores papilifero

1.4.1 miR-17 e miR-612

Um dos principais miRs policistronicos € o mir-17-92, um oncomiR localizado
no cromossomo 13q31. Esse cluster mir-17-92 produz seis miRs maduros incluindo
miR-17, miR-18a, miR-19a, miR-20a, miR-19b-1 e miR-92a-1, envolvidos na
sobrevivéncia, proliferacdo, diferenciacio e angiogénese celular. 7%

Estudos mostraram que a exclusdo do cluster miR-17-92 em ratos é letal no
periodo perinatal, visto que os embrides exibem anormalidades esqueléticas graves, sdo
menores do que os embrides normais e morrem por defeitos cardiacos e hipoplasia
pulmonar 7479, A superexpressdo do cluster miR-17-92 leva a proliferagio do epitélio
pulmonar e sugere um papel no cancer de pulmao. 7

O cluster miR-17-92 foi inicialmente amplificado em linfomas celulares
difusos, e o nocaute do miR-17-92 nessas cé€lulas resultou em aumento da apoptose, na

reducdo da tumorigenicidade e da progressdo tumoral. 7? Os membros do cluster tém

papéis fundamentais no desenvolvimento normal e a sua desregulacdo leva a uma ampla
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gama de doencas. Estudos relataram que a familia miR-17-92 tem sua expressdo
alterada em diferentes tipos de cancer, como 0 miR-93 no cancer de mama, 7® miR-20a
em cancer cervical, 7 miR-106b em linfoma ®9 e cancer gastrico. ) A expressio
elevada do cluster mir-17-92 também ¢ observada em neoplasias malignas
hematopoiéticas, doencas imunes, neurodegenerativas e cardiovasculares. 74 8283 Em
tireoide o mir-17-5p tem sua expressdo elevada na linhagem de cincer anaplasico ®¥ e
em amostras de cancer papilifero de tireoide. ¢

Um estudo de meta-analise concluiu que o cluster miR-17-92 pode ser usado
como biomarcador de rastreamento ndo-invasivo para o diagnostico e prognostico de
varios tipos de cancer, atuando como um método complementar de triagem inicial de
cancer na pratica clinica. ®¥

Estudos funcionais mostraram o envolvimento de alguns dos membros do
cluster miR-17-92 em cancer de tireoide. Zhao & Li, 2015 mostraram que a inibi¢do de
miR-17 resultou em aumentou significativamente da migrag@o das células foliculares de
tireoide. ®® Outro estudo recente mostrou que as células transfectadas com inibidor do
miR-17-5p resultou em inibi¢do da progressdo do ciclo celular na linhagem celular do
tipo papilifero (TPC-1). @7

O miR-612 estd localizado no cromossomo 13q31 e apresenta efeitos
inibitérios na proliferacdo celular, migragdo, invasdo e metastase do carcinoma
hepatocelular (CHC). O gene AKT2 (AKT serine/threonine kinase 2) foi verificado
como sendo um dos alvos diretos do miR-612, resultando na inibicdo da transi¢do
epitélio-mesenquimal e metastase. Os niveis de miR-612 em pacientes com CHC foi
inversamente associado ao tamanho do tumor, estagio, transicdo epitélio-mesenquimal e

metastase. De particular importancia, o miR-612 esta envolvido nos eventos iniciais e
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finais da cascata metastatica, reprimindo a invasdo local e a colonizagdo a distancia. %
89)

Sheng e colaboradores, 2015, 7! verificaram que a expressdo de miR-612 foi
significativamente menor nos tecidos e nas linhagens celulares de céancer colorretal
(CCR) em comparagdo com os tecidos adjacentes e linhagem celular normal, e menor
nos espécimes de CCR metastaticos em comparagdo com espécimes ndo metastaticos. A
superexpressdo do miR-612 pela técnica de transfeccdo reduziu a proliferacdo celular e
migracio tanto em in vitro quanto in vivo. ©%

Ha poucos relatos na literatura que contrastam a relagdo entre os miR-17-5p e
miR-612 com os genes NFE2L2 e VEGFA em cancer papilifero de tireoide e bdcio
coloide. Nosso grupo de pesquisa tem anos de experiéncia em estudos moleculares de
neoplasias, porém nos ultimos anos tem se observado a crescente necessidade em
correlacionar as analises moleculares as praticas clinicas, e traduzir esta relagdo em

beneficio ao paciente.
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1.5 Objetivos

- Avaliar a expressdo génica de VEGFA e NFE2L2 em amostras humanas de
cancer papilifero de tireoide, bdcio coloide e seus respectivos tecidos adjacentes, e
tecido normal de tireoide.

- Investigar a expressdo proteica de VEGFA e NFE2L2 nos tecidos tumorais,
bdcio coloide e tecido normal de tireoide.

- Analisar a expressdo dos MicroRNAs hsa-miR-17-5p e hsa-miR-612 nos
tecidos de tireoide analisados.

- Investigar o envolvimento dos miRs hsa-miR-17-5p e hsa-miR-612 na
regulacdo dos genes VEGFA e NFE2L2 em linhagem celular de cancer papilifero de

tireoide (linhagem TPC-1) transfectada.



2. MATERIAIS E METODOS
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2. MATERIAIS E METODOS

O estudo foi desenvolvido na Unidade de Pesquisa em Genética e Biologia
Molecular (UPGEM), que apresenta a estrutura bdsica necessdria para os estudos
moleculares propostos no presente projeto. Foram utilizadas amostras de tecido fresco
(tumor, bdcio e seus tecidos adjacentes) e como amostras controle (normais) foram
utilizadas biopsias de tecido normal de tireoide provenientes de autopsias realizadas
pelo Servigo de Verificagdo de Obitos do Hospital de Base de Sdo José do Rio Preto. As
amostras com diagndstico de cancer papilifero de tireoide e bdcio coloide foram
coletadas em colaboracdo com o Servi¢o de Patologia com a supervisdo do Dr. Dalisio
de Santi Neto e com o Departamento de Otorrinolaringologia e Cirurgia de Cabega e
Pesco¢o do Hospital de Base/ Faculdade de Medicina de Sao José do Rio Preto —
FAMERP sob responsabilidade do Prof. Dr. José Victor Maniglia. Os pacientes
submetidos a cirurgia para retirada do tumor responderam a um questionario especifico
com informagdes sobre fatores de risco e dados familiares (Anexo I).

2.1 Consideracdes Eticas

As amostras de tecido fresco colhidas em cirurgia foram incluidas no estudo
apos assinatura do Termo de Consentimento livre e esclarecido (Anexo II), conforme
submetido ao Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Medicina de Sdo José do
Rio Preto, FAMERP (CAAE 20549313.0.0000.5415, parecer n° 468.393) (Anexo III).
Em relag@o as amostras controle, foi solicitada a dispensa do Termo de Consentimento,
por conta da dificuldade na localizagdo dos familiares desses pacientes. O presente
projeto foi desenvolvido segundo as Normas Regulamentadoras de Pesquisas em Seres

Humanos, Resolugcdo CNS 466/12 (versdo atualizada da Resolugdo CNS 196/96).
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2.2 Amostras

Foram investigados um total de 66 amostras, 15 de cancer papilifero de tireoide
e 15 de tecido adjacente; 15 amostras de bocio coloide e 15 de tecido adjacente e seis
amostras de tecido normal. As amostras de cancer e bdcio coloide de tireoide coletadas
foram encaminhadas ao Servi¢o de Patologia do Hospital de Base de S@o José do Rio
Preto - SP, sob a supervisdo do Dr. Dalisio de Santi Neto, para o diagndstico e
macrodisseccdo para separagdo dos tecidos tumorais, de bocio e seus respectivos tecidos
adjacentes. Os tumores foram classificados pela equipe médica participante do projeto
de acordo com os pardmetros da American Joint Commitee for Cancer (AJCC) D em
trés critérios: tamanho do tumor (T), presen¢a de linfonodos regionais comprometidos
(N) e presenca de metastase a distancia (M).

2.3 Prediciao computacional de miRs.

Os miRs foram selecionados nos bancos de dados DIANA-TarBase v7.0
(http://diana.imis.athena-innovation.gr/DianaTools/index.php?r=tarbase/index),
TargetScan (http://www .targetscan.org/vert 71) e miRanda
(http://www.microrna.org/microrna’home.do). Esses bancos de dados foram
desenvolvidos para a predicdo computacional das interagdes conservadas dos miRs e as
regides UTR 3' de mRNAs alvo. Foram selecionados dois miRs que apresentaram
maiores scores para a regulacdo dos genes NFE2L2 e VEGFA.

2.4 Analise de expressao dos genes NFE2L2 e VEGFA e dos miR-17-5p e miR-612.

Para andlise da expressdo génica das amostras e das células os RNAs foram
extraidos utilizando o Kit mirVana PARIS (Applied Biosystems), conforme instru¢do do
fabricante. As amostras de RNA foram quantificadas utilizando o equipamento

Nanodrop 2000 (Thermo Fisher Scientific).
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O DNA complementar (DNACc) para todas as amostras foi sintetizado em uma
reag@o de 20ul contendo 2-5pg de RNA total e o kit High Capacity cDNA Archive Kit
(Life Technologies), de acordo instru¢des do fabricante. Para a conversdo do miRs em
DNAc sera utilizado o kit TagMan- Micro RNA Reverse Transcription (Applied
Biosystems).

As andlises de expressdo dos genes NFE2L2 (Hs00975961 gl) e VEGFA
(Hs00900055 ml) e dos miRs hsa-miR-17-5p (002308) e hsa-miR-612 (001579) foram
realizadas por PCR quantitativa em tempo real (PCRq), utilizando sondas TagMan
especificas, de acordo com instru¢cdes do fabricante (Thermo Fisher Scientific) no
equipamento CFX 96 Real Time System (Bio-Rad). Todas as rea¢des foram realizadas
em duplicata e incluiram um controle de contaminacdo (branco). Os genes fS-actina
(Hs01060665 gl) e GAPDH (Hs03929097 gl) foram utilizados como genes de
referéncia para os genes alvos NFE2L2 e VEGFA, e para os miRs miR-17-5p e miR-612
foram utilizados RNU6B (001093) e RNU48B (001006) (Thermo Fisher Scientific). A
quantifica¢do relativa (RQ) da expressdo génica e do miRs foi calculada usando o
método 2-AACt. ©? O tecido normal foi usado como calibrador.

2.5 Quantificaciio e expressiao proteica das amostras de tecido

As proteinas foram extraidas com o Kit MirVana Paris e Trizol Reagent
(Applied Biosystems), de acordo com instruc¢do do fabricante, e quantificadas utilizando-
se o kit BCA Protein Assay (Pierce).

2.5.1 Quantificacdo da proteina VEGFA por Ensaio Imunoenzimatico (ELISA)

A quantificag@o da proteina VEGFA das amostras de tecido fresco foi realizada
utilizando-se o kit ELISA Duo Set VEGFA (R&D Systems). A placa foi sensibilizada
com anticorpo de captura e mantida por 12 horas em temperatura ambiente. Apds esse

periodo, a placa foi lavada com tampao de lavagem (3X) e incubada por uma hora em
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temperatura ambiente com o reagente diluente. Logo apds, foi repetida a lavagem com o
tampao de lavagem (3X). Os padrdes e as amostras de proteina, na concentragdo de
2ng/ul, foram inseridos nos pocos em duplicata e incubados por 2 horas em temperatura
ambiente. Apds lavagem, foi adicionado o anticorpo de detec¢do e incubou-se por 2
horas em temperatura ambiente. Apos lavagem, adicionou-se a estreptavidina e
incubou-se por 20 minutos em auséncia de luz. Novamente a placa foi lavada (3X) e a
solucdo de substrato foi adicionada e incubada por 20 minutos em temperatura
ambiente. Ao final foi adicionada a solucdo de parada. A leitura da absorbancia foi
realizada por espectrofotdmetro com filtro de 450 nm e as andlises foram realizadas
pelo software Skanlt (Thermo Scientific). A proteina VEGFA recombinante foi utilizada
para a curva padrao e calculo das concentragdes das proteinas VEGFA das amostras.

2.5.2 Imuno-histoquimica das amostras de tecido para a proteina NFE2L2

A imunocoloragao endogena de NFE2L2 foi avaliada em se¢des histoldgicas (5
um) de cada amostra (tumor, areas adjacentes e normais). Apos a desparafinagdo, as
segOes foram reidratadas em etanol graduado (100, 90, 80 e 50%). Para recuperacdo de
antigenos, as laminas foram incubadas em solucdo tampdo de citrato. Utilizou-se o
anticorpo primario anti-Nrf2 (PA5-27882) de coelho policlonal (Thermo Fisher
Scientific), na diluicdo de 1: 100 em albumina de soro bovino (BSA) a 1%. Algumas
laminas foram incubadas somente com 1% de BSA primario para fornecer um controle
negativo para a reacdo. Apos o periodo de incubagdo, foram submetidas a incubagio
com anticorpo secundario biotinilado (Histostain-Plus IHC Kit, DAB, broad spectrum
(95-9943B, Invitrogen). Posteriormente, as ldminas foram incubadas com o complexo
de estreptavidina conjugada com peroxidase. As laminas foram incubadas no escuro
com 3,3'-diaminobenzidina (DAB 750118, Invitrogen). A hematoxilina de Harris foi

utilizada como contra coloragdo. As laminas foram desidratadas em etanol, banhadas
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em xileno para montagem com Bélsamo do Canadé. Para a analise da densitometria, as
secdes foram fotografadas na objetiva de 40x (trés campos por lamina) no microscépio
Leica DM750, com o software Leica LAS EZ, em uma escala arbitraria de 0 a 255, e os
dados foram expressos como média = SEM. As andlises foram realizadas utilizando-se
o software GraphPad Prism, versdo 6. Para cada amostra foram avaliados o citoplasma
e nucleo de células epiteliais em 20 pontos distribuidos igualmente no citoplasma e 10
pontos no ntcleo.

2.6 Linhagem Celular

A linhagen celular TPC-1 derivada de cancer papilifero foi cultivada em frasco
de cultivo de 25 ou 75 cm?, com meio de Cultura DMEM high glicose (Dulbecco’s
modified Eagle’s medium, Cultilab), suplementado com 10% de Soro Fetal Bovino
(Cultilab), 100U/mL de Penicilina sodica e 100 mg/mL de Estreptomicina (Cultilab) e
1% de L-glutamina (Cultilab), a 37°C em uma atmosfera de 5% de CO>. A troca do
meio foi realizada a cada trés dias e quando atingida a confluéncia de,
aproximadamente, 80% as células foram repicadas. Para esse procedimento as células
foram lavadas duas vezes com PBS 1x e tratadas com Tripsina/EDTA (0,125%/0,05%)
para desprendimento das células aderentes. A tripsinizagdo foi interrompida com a
adicdo de Meio de Cultura Completo e as c€lulas subdivididas em novos frascos, para a
obtencdo do numero de células necessario para os procedimentos propostos.

2.7 Transfeccao dos miRs na linhagem celular TPC-1

De acordo com dados da literatura sobre a expressdo dos miR-17-5p e miR-612
em tecidos tumorais, os ensaios para analise funcional de regulagdo da expressdo génica
foram selecionados. O miR-17-5p € frequentemente observado em alta expressdo em
tumores #3859 Portanto, optou-se por realizar o ensaio de inibi¢io deste miR para

melhor avaliar seu papel na expressdo dos genes VEGFA e NFE2L2. Por outro lado, o
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miR-612 apresenta expressao reduzida em amostras tumorais, assim o ensaio de
mimetiza¢do deste miR foi realizado.

Foi adicionado em cada poco 100 pl de meio livre de soro Opti-MEM
(Invitrogen), 1ul de Lipofectamine RNAiMax (Invitrogen) e 10mM do inibidor para o
miR-17-5p (MH12412, Thermo Scientific) ¢ do mimetizador do miR-612 (MC11461,
Thermo Scientific), em placas de 24 pogos contendo em cada pogo 80.000 células. As
células foram cultivadas por 48h, submetidas a extracdo de RNA para verificagdo da
eficiéncia da transfeccdo, utilizando os respectivos controles positivos e negativos pelo
método de PCRq.

Como controle positivo para o mimetizador do miR-612 foi utilizado o
mirVana™ miRNA Mimic miR-1 Positive Control, desenhado para imitar o miR-1 no
ambiente intracelular. Para o inibidor do miR-17-5p foi utilizado o mirVana™ miRNA
Inhibitor, let-7c positive control. O monitoramento da atividade desses controles
positivos se dd por meio da quantificacdo dos transcritos de um de seus genes-alvo
conhecidos, o gene TWF1 (Twinfilin Actin-Binding Protein 1) para o Mimic miR-1
Positive Control e o gene HMGA?2 (High mobility group AT-hook 2) para o mirVana™
miRNA Inhibitor, let-7c positive control. Como controles negativos foram utilizados o
mirVana™ miRNA Mimic, Negative Control e o mirVana™ miRNA Inhibitor Negative
Control, que ndo apresentam RNAm alvo no transcriptoma humano e ¢ usado como
referéncia (calibrador) nas analises de quantificacdo relativa para avaliacdo do efeito
dos microRNA na expressao dos genes-alvo.

2.8 Analise Estatistica

O tipo de andlise estatistica para cada caso foi escolhido apds a realizagdo de
um teste de Normalizag@o para verificar se os valores apresentavam distribui¢do normal.

As andlises foram realizadas no programa estatistico GraphPad Prism, versao 6.
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A distribuicdo de dados continuos foi avaliada utilizando o teste de
normalidade de D'Agostino e Pearson. Wilcoxon Signed rank test € Mann Whitney test
foi utilizado para avaliar os dados de expressdo génica. A correlagdo entre a expressao
dos miRNAs com os genes foi analisada por Correlagdo de Spearman. Mann-Whitney
test foi utilizado para avaliar os dados de expressdo proteica. Os valores p< 0,05 foram

considerados significativos.



3. RESULTADOS
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3. RESULTADOS
3.1 Caracterizacao das amostras.

A tabela 1 apresenta as caracteristicas das amostras incluidas no estudo. Os
tumores foram subdivididos de acordo com a classificacio TNM, na qual T ¢ a
localizagdo e tamanho do tumor, N ¢ o niimero de linfonodos comprometidos e M a
presenca ou ndo de metastases.

Tabela 1. Caracteristicas das amostras coletadas.

Caracteristicas Tumor Bocio
Idade

<45 8 (53.4%) 6 (40%)
>45 7 (46.6%) 9 (60%)
Género

Feminino 13 (86.7%) 14 (93.4%)
Masculino 2 (13.3%) 1 (6.6%)
TNM

T

1 8(53.4%)

1I & 111 7 (46.6%)

N 2 (13.3%)

M 2 (13.3%)

TNM: Classificacdo dos tumores; T: tamanho do
tumor; N: envolvimento de linfonodos

regionais; M: metéstase a distancia.

3.2 Expressio do RNAm dos genes VEGFA e NFE2L2 e dos miR-17-5p e miR-612
nas amostras de tecido fresco.

As expressdes dos tecidos tumorais e de bdcio coloide e seus respectivos
tecidos adjacentes foram comparadas aquelas observadas no tecido normal. Os genes
VEGFA e NFE2L2 apresentaram expressao elevada no tumor e no bdcio, comparada ao
tecido normal. J& os miR-17-5p e miR-612 ndo apresentaram expressdo diferencial no

tumor, porém, no bdcio a expressdo de ambos os miRs foi reduzida (Tabela 2).
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Tabela 2. Expressdo génica e miRs em tumor de tireoide e bocio em relagdo ao

tecido normal de tireoide.

Tumor Bécio
Gene Mediana RQ** Min Max P Mediana RQ** Min Max P
VEGFA 1,516 0,059 6,605 0,0125* 20,01 8,595 32,26 <0,0001*
NFE2L2 5,446 0,045 40,76 0,0061* 23,38 0,278 68,78  0,0009*
MicroRNAs
miR-17-5p 0,206 0,007 3,305 0,094 0,099 0,006 0,879 <0,0001%*
miR-612 0,181 0,002 7,097 0,135 0,044 0,003 0,238 0,015*

RQ: Quantificacdo Relativa; P: valor de P; *Wilcoxon Signed rank test. **Em

relacdo as amostras de tecido normal (RQ = 1).

Os genes VEGFA e NFE2L2, também apresentaram expressdo elevada nos
tecidos adjacentes de tumor e bdcio. O miR-612 apresentou expressdo reduzida no
tecido adjacente do tumor, no tecido adjacente ao bdcio, enquanto que o miR-17-5p
apresentou expressdo reduzida apenas no tecido adjacente ao bdcio (Tabela 3).

Tabela3. Expressdo génica ¢ miRs nos tecidos adjacentes de tumor de tireoide

e bocio em relacdo ao tecido normal de tireoide.

Adjacente Tumor Adjacente Bocio
Gene Mediana RQ** Min Max P Mediana RQ** Min Max P
VEGFA 3,405 0,010 8,190 0,0023* 20,72 13,82 55,97 <0,0001*
NFE2L2 23,99 0,039 76,92 0,0149* 15,87 2,417 83,74 <0,0001*
MicroRNAs
miR-17-5p 0,256 0,059 11,02 0,118 0,209 0,043 10,93  0,0448*
miR-612 0,128 0,003 20,79 0,016* 0,092 0,001 4,413 0,0131*

RQ: Quantificacdo Relativa; P: valor de P; * Wilcoxon Signed rank test. **Em

relacdo as amostras de tecido normal (RQ = 1).

Nas comparagdes entre os grupos a expressdo do gene VEGFA foi mais elevada
em bdcio comparado ao tumor (mediana RQ = 20,28 vs 1,5; p < 0,0001) e também no

tecido adjacente ao bocio comparando ao adjacente ao tumor (mediana RQ = 20,72 vs
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3,40; p < 0,0001) (Figura 4). Em relagdo ao gene NFEZ2L2, ndo houve diferencga
significante entre os grupos (Figura 5).

Em relacdo ao miR-17-5p sua expressdo foi mais elevada no tumor quando
comparado ao bocio (mediana RQ = 0,20 vs 0,09; p = 0,033) (Figura 6). A expressio do

miR-612 ndo diferiu significante entre os grupos (Figura 7).
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Figura 4. Expressao de RNAm de VEGFA nos tecidos de tumor e bdcio e seus
respectivos tecidos adjacentes. Os dados foram apresentados como
mediana com variagdo interquartil (percentil 25% e percentil 75%).
Os valores de RQ estdo apresentados em escala logaritmica de base
2. * Estatisticamente significante. (Mann-Whitney, P < 0,0001). RQ

tecido normal = 1.
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Figura 5. Expressdo de RNAm de NFE2L2 nos tecidos de tumor e bdcio e seus
respectivos tecidos adjacentes. Os dados foram apresentados como
mediana com variacdo interquartil (percentil 25% e percentil 75%).
Os valores de RQ estdo apresentados em escala logaritmica de base

2. RQ tecido normal = 1.
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Figura 6. Expressdo do miR-17-5p nos tecidos de tumor e bocio e seus
respectivos tecidos adjacentes. Os dados foram apresentados como
mediana com variagdo interquartil (percentil 25% e percentil 75%).
Os valores de RQ estdo apresentados em escala logaritmica de base
2. * Estatisticamente significante. (Mann-Whitney, P = 0,033). RQ

tecido normal = 1.



Resultado 35

~
S 324 .
o
= * .
© * ., .
o~ 2 1 P o
oi E . _'. * R
= 2 — _ 1 hEOd N
= 0O ’
S 003125 ’ P
@ —e e -
o .. = :
Q_ * *
3 . :
m ) ) L L
@°‘ 6\0* ° O
N o ° o°
g @
O O
) ")
.@0 S;DO
N
P X

Figura 7. Expressdo do miR-612 nos tecidos de tumor e bocio e seus
respectivos tecidos adjacentes. Os dados foram apresentados como
mediana com variacdo interquartil (percentil 25% e percentil 75%).

Os valores de RQ estdo apresentados em escala logaritmica de base

2. RQ tecido normal = 1.

3.3 Correlagao entre a expressao dos genes VEGFA e NFE2L2 e dos miR-
17-5p e miR-612.

Para a analise de correlacdo foi utilizada o teste de Correlagdo de Spearman
para avaliar a correlacdo entre a expressdo dos genes VEGFA e NFE2L2 e dos miR-17-
5p e miR-612. Houve correlagdo negativa no tecido tumoral entre o miR-612 e o
VEGFA e entre os miRs miR-612 e miR-17-5p e o gene NFE2L2. Em relagdo ao bocio

somente 0 miR-612 apresentou correlagdo negativa com o gene NFE2L2 (Tabela 4).
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Tabela 4. Correlagdo entre a expressao dos genes VEGFA e NFE2L2 e dos miR-17-5p e

miR-612 em tumores de tireoide e bocio coloide.

Tumor

Bécio

VEGFA NFE2L2

VEGFA NFE2L2

R? P R? P
miR17-5p -0411 0,130 -0,067 0,019*
miR-612 -0,546 0,038* -0,679 0,007*

R? P R? P
-0,118 0,653 -0,174 0,503
-0,479 0,062 -0,724  0,002*

R?: Coeficiente de correlagio; P: valor de P; * Correlagio de Spearman.

3.4 Expressao Proteica do VEGFA e NFE2L2 nos tecidos

3.4.1 Expressao proteica de VEGFA.

A quantifica¢do da proteina VEGFA foi realizada pela técnica de ELISA e o

resultado da quantificagdo foi expresso pela concentragdo em pg/ml. Foram

quantificadas as amostras de tecido tumoral e bdcio, seus respectivos tecidos adjacentes

e tecido normal. A expressdo proteica de VEGFA foi maior no tumor em relagdo ao

tecido normal (P = 0,0009) ao bocio (P = 0,0222) e ao tecido adjacente ao bocio (P =

0,0003). O tecido adjacente do tumor também apresentou expressdo elevada de VEGFA

em relag@o ao tecido normal (P = 0,0138). A expressdo de VEGFA no bocio foi maior

em relagdo ao tecido normal (P = 0,0397) (Figura 8).
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Figura 8. Expressao proteica de VEGFA das amostras de tumor, bdcio e tecido
normal. Os dados foram apresentados pela concentragido (pg/ml) em
escala logaritmica de base 10. Teste Mann Whitney (*P = 0,0222; **
P =0,0003; *** P =0,0009; P = 0,0138; # P = 0,0397).

3.4.2 Expressao proteica de Nrf2.

A expressdo da proteina Nrf2 por meio da técnica de imuno-histoquimica dos
tecidos tumorais, de bocio coloide e tecidos normais estd apresentada na Figura 9. A
expressdo de Nrf2 foi maior no tecido tumoral em relagdo ao tecido normal (P < 0,001)
e ao bocio (P < 0,001) no citoplasma celular. No nucleo, também foi observada maior
marcagdo no tumor em relagdo ao bdcio (P < 0,001). Nao houve marcagdo nuclear no

tecido normal de tireoide. A especificidade do anticorpo foi comprovada pelo controle

de reagao.
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Figura 9: Expressao da proteina Nrf2 na glandula da tireoide. Aumento da expressdo no

citoplasma e nucleo nos diferentes tecidos. (A) Tecido normal de tireoide (B)
Bdcio coloide (C) Cancer papilifero de tireoide. Controle de rea¢do do bdcio
(D) e do tumor (E). Secgdes: 5 um. Contra-coloragdo: hematoxilina. Barras
de escala, 20 um. Analise densitométrica de Nrf2 (F). Os dados representam a
média + SEM do indice densitométrico. * P <0,0001. Barra: 20um. Setas:

Citoplasma; Cabeca de seta: Nucleo.
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3.5 Transfeccao celular
3.5.1 Ensaio de superexpressao do miR-612 em linhagem celular TPC-1

O teste de eficiéncia da transfeccdo nas células TPC-1 com o microRNA
sintético miR-612 foi realizado com os controles positivo e negativo, conforme descrito
em Materiais ¢ Métodos. Apds o célculo da quantificacdo relativa (método 2-AACt) do
gene TWFI nas células tratadas com o mirVana™ miRNA Mimic miR-1 Positive
Control utilizando-se as células tratadas com mirVana™ miRNA Mimic, Negative
Control #I como calibrador, foi observada reducdo de 60% da expressdo do gene
TWF 1. Os ensaios para avaliar a influéncia do miR-612 na expressao dos genes VEGFA
e NFE2L2 mostraram que ndo houve diferenca significativa na expressdo desses genes
apos a transfeccdo com o miR-612 (Figura 10).

3.5.2 Ensaio de inibicio do miR-17-5p em linhagem celular TPC-1

O teste de eficiéncia da transfec¢do do inibidor do miR-17-5p, utilizando a
expressdo do controle positivo mirVana™ miRNA I[nhibitor, let-7c positive control,
mostrou redugdo de 60% da expressdo do gene HMGA2. Apo6s a transfeccdo do inibidor
do miR-17-5p nas células TPC-1 ndo foi observada diferenca na expressdo do gene
VEGFA, porém houve inibi¢do de aproximadamente 73% da expressdo do gene

NFE2L2 (Figura 11).
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Figura 10. Resultados do ensaio de transfeccdo de células TPC-1 com o
mirVana™ miRNA Mimic para miR-612. A expressdo do gene
VEGFA (A) e NFE2L2 (B) nédo apresentou diferenca entre células

transfectadas e ndo transfectadas com o miR-612.
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Figura 11. Resultados do ensaio de transfeccdo de células TPC-1 com o
mirVana™ miRNA Inhibitor para miR-17-5p. (A) A expressdo do
gene VEGFA nao apresentou diferenca entre células transfectadas e
ndo transfectadas com o inibidor para miR-17-5p. (B) A expressdo
do gene NFE2L2 apresentou reducdo de aproximadamente 73%.
*Reducdo de aproximadamente 73% em relagdo ao controle

negativo.
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4. DISCUSSAO

A angiogénese esta presente no desenvolvimento de novos vasos sanguineos a
partir de vasos preexistentes, sendo um processo crucial na fisiologia normal do
desenvolvimento embrionario, cicatrizagdo de feridas e ciclo menstrual, porém, também
estd presente em processos patogénicos, como aterosclerose, artrite, retinopatia
diabética, psoriase e no desenvolvimento de tumores. “*> Os dois genes VEGFA e
NFE2L?2 estudados desempenham papéis fundamentais na angiogénese “!-3%),

O gene VEGFA ¢ um dos primeiros a ser induzido na angiogénese, sendo a
hipdxia um importante indutor desse gene. A diminuicdo da oxigenacdo dos tecidos ¢
um dos principais elementos no microambiente tumoral e € responsavel por promover a
progressdo do tumor por meio de varios eventos, incluindo a angiogénese. Esse evento
também ¢ relevante para o gene NFE2L2, pois durante a hipoxia ocorre aumento do
estresse oxidativo e a indugdo e a traducdo do gene na proteina Nrf2, um importante
fator de transcricdo. Durante este processo ha a expressao da heme oxigenase-1 (HO-1),
que por sua vez desencadeia a sintese de VEGFA, e esse aumento do VEGFA ativa a
proteina Nrf2, mostrando que esse feedback entre os genes VEGFA e NFE2L2 ¢
relevante para a angiogénese. ®¥ Portanto, o entendimento da relacdo entre VEGFA e
NFEZ2L?2 na tireoide apresenta grande importancia, ja que neste tecido a vascularizagao e
0 estresse oxidativo sdo processos presentes na fisiologia normal da glandula.

Sabe-se que os orgdos endocrinos como a tireoide necessitam de bom
suprimento de sangue para um bom funcionamento das fungdes metabodlicas e
endocrinas do oOrgdo. Assim, a angiogénese tem grande importidncia para o
desenvolvimento dos tumores malignos, mas também esta presente em tecidos normais
e aqueles com alteracdes benignas, como o caso do bdcio coloide, onde também ha

aumento da expressdo do fator de crescimento angiogénico e da vascularizagio. 43352
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O presente trabalho mostrou que os tecidos afetados pelo cancer papilifero de
tireoide ou por bocio coloide e seus respectivos tecidos adjacentes apresentaram
expressdo aumentada de ambos os genes analisados, VEGFA e NFE2L2, evidenciando
que a vascularizagdo e o estresse oxidativo estio em desequilibrio nesses tecidos.
Corroborando com os nossos resultados, estudo de Salajegheh e colaboradores (2013)
D mostrou que a expressio do gene VEGFA é maior em cincer de tireoide em
comparag¢do com tecidos ndo neoplasicos da tireoide. Malkomes e colaboradores (2013)
G7C) observaram que a expressio aumentada do gene VEGFA ¢ crucial para o
desenvolvimento do bocio, pois a proliferacdo de células endoteliais antecede a dos
tireocitos. Em relacdo ao gene NFE2L2, estudos mostram que defeitos funcionais e o
aumento da expressdo do gene NFE2L2 ocorrem na tireoide, ja& que esse gene esta
presente na manutencdo da homeostase contra o estresse oxidativo fisiologicamente
gerado durante a sintese do hormoénio da tireoide, podendo contribuir para o
desenvolvimento do bécio assim como para a tumorigénese neste 6rgao. ©% %<9 Vale
ressaltar que os niveis de expressdes desses genes aumentam de acordo com o tipo e
grau de progressdo do cancer de tireoide. *1-?%

Observamos também a expressdo elevada desses genes nos tecidos adjacentes
em relacdo ao tecido normal, evidenciando que o orgdo afetado tanto pelo cancer como
bdcio tem sua fisiologia alterada. Esse resultado mostra a importancia do tecido normal
como normalizador das amostras afetadas nos estudos de expressdo génica, ja que o
tecido adjacente ndo mostra a real normalidade do tecido, possivelmente por
apresentarem alteracdes celulares que antecedem essas doengas.

A comparagdo entre tumor e bocio coloide e entre tecido adjacente ao tumor e

tecido adjacente ao bdcio, mostrou que as amostras de bdcio coloide e seu tecido
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adjacente apresentaram expressdo significativamente mais elevada do gene VEGFA.
Alguns fatores podem explicar esse aumento de expressdo do gene VEGFA no bécio. O
aumento das células endoteliais € o primeiro passo para a formag¢do do bdcio, que
apresenta niveis de expressdo de VEGFA semelhantes aqueles observados em alguns
tipos de cancer de tireoide. *% 4% Também vale ressaltar que a maioria das amostras
de cancer papilifero analisadas no presente estudo apresentam estdgios inicias na
classificacdo TNM e que os niveis de expressdo do gene VEGFA aumentam de acordo
com os tipos e estagios tumorais. °!

Em relagdo a expressdo do gene NFE2L2, as comparagdes entre os tecidos ndo
indicaram diferencas significativas. Alguns estudos mostraram que a diferenga entre os
tecidos ¢ mais evidenciada pela andlise proteica de Nrf2, pois, ¢ nessa fase que esse
fator ¢ degradado no tecido normal. Nas lesdes benignas, essa degradagdo sofre um
desequilibrio e no tecido tumoral é possivel observar sua migragdo para o nucleo onde
esse fator é responsavel pela resposta ao estresse oxidativo e ativagdo de enzimas
antioxidantes. (%%

Adicionalmente também foi verificada a expressdo dos hsa-miR-17-5p e hsa-
miR-612 nas amostras de cancer papilifero e bocio coloide e seus respectivos tecidos
adjacentes em relagdo ao tecido normal, visto que esses miRs podem estar relacionados
a regulacdo dos genes estudados. Os resultados mostraram que miR-17-5p e miR-612
ndo apresentaram expressao diferencial nas amostras tumorais, ¢ somente o miR-612
apresentou expressdo reduzida no seu respectivo tecido adjacente. Nas amostras de
bocio coloide e adjacente as expressdes desses miRs foram reduzidas.

O miR-17-5p é bem estudado em varios tipos de canceres, entre eles o de

tireoide, € na maioria dos resultados publicados esse miR mostra expressdo elevada nos
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tecidos tumorais, ®3-%9 porém, para o cancer papilifero de tireoide ha resultados
controversos como os encontrados pelos autores Zhao e Li em 2015, ©? no qual a
expressdo deste miR estava significativamente reduzida nas amostras de céancer
papilifero de tireoide em relagdo ao tecido adjacente ndo tumoral. Os resultados do
presente estudo ndo evidenciaram diferencas significativas entre as expressdes dos
tecidos tumorais e tecidos ndo tumorais adjacentes em relagdo ao miR-17-5p, porém foi
observada diminuicdo da expressdo do mesmo que poderia ser comprovada com o
aumento do numero amostral. No entanto, a expressio do miR-17-5p foi
significativamente reduzida nas amostras de bdcio coloide em relacdo ao tecido normal.
Nao foram encontrados dados na literatura que corroborem ou contrastem com o0s
achados do presente estudo. Na comparagdo entre tumor e bodcio houve aumento
significativo da expressdo do miR-17-5p nas amostras tumorais, evidenciando que
mesmo que nossas amostras apresentaram estagios iniciais ja é possivel observar essa
alteracdo do tecido maligno em relagdo ao benigno.

A expressdo do miR-612 ndo apresentou diferenga significativa no tecido
tumoral, apesar de sua expressdo relativa ter sido baixa nessas amostras. Porém, no
tecido adjacente ao tumor, no bdcio coloide e seu respectivo tecido adjacente sua
expressdo foi significativamente reduzida comparada com a expressdo do tecido normal.
Outros pesquisadores mostraram que esse miR apresenta expressdo reduzida em cancer
colorretal ®” e em carcinoma hepatocelular (CHC), onde observaram que sua expressio
¢ inversamente proporcional a progressio e agressividade do tumor. ®® Nossos
resultados, diferentemente dos resultados apresentados em CHC e cancer colorretal,
sugerem que a expressdo desse miR poderia aumentar de acordo com o grau de

alteracdes celulares que levam a formacdo do tumor, uma vez que seu tecido adjacente e
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amostras de bocio apresentam expressdo significativamente reduzida do miR-612.
Considerando que ndo existem dados sobre a expressio do miR-612 em tumores
papiliferos de tireoide, investigacdes adicionais sdo necessarias para esclarecer o seu
papel do miR-612 neste e em outros tipos de alteragdes da tireoide.

No presente trabalho as proteinas VEGFA e Nrf2 também foram avaliadas nos
tecidos frescos e parafinizados, respectivamente. Os resultados da quantificagdo
proteica de VEGFA mostraram que o cancer papilifero, o tecido adjacente ao tumor e o
bdcio coloide apresentaram aumento da expressdo dessa proteina em relagdo ao tecido
normal. J& nas comparagdes entre bocio e seu tecido adjacente, e tumor e seu tecido
adjacente nao foi observada diferenga, assim como o resultado da expressdo génica. A
comparacdo da quantificacdo da proteina VEGFA entre tumor e bocio mostrou
expressdo significativamente elevada no tumor, resultado que contradiz com o nosso
resultado da expressdo génica. Esse resultado contraditorio entre a quantificacdo
proteica e génica sugere que o tecido tumoral e o bocio podem apresentar diferentes
mecanismos de regulacdo pos transcricional que poderiam resultar em menores
quantidades de proteina produzida pelo bdcio em relagdo ao tumor.

Além disso, o VEGFA também participa da estimulacdo angiogénica por meio
da inibicdo da expressdo de PTEN (Phosphatase and tensin homolog). VEGFA
desencadeia uma cascata de eventos de sinaliza¢do, incluindo a ativacdo de proteina
quinase ativada por mitogeno (MAPK) e a fosforilagdo do fator de transcricdo Elk-1.
Isso aumenta a expressao dos membros do grupo miR-17-92, reprimindo a expressao de
PTEN. Sabe-se que a expressdo reduzida da proteina PTEN estd associada ao
desenvolvimento de cancer de tireoide, por meio da proliferagdo das células endoteliais.

Por outro lado, a inativagdo genética do miR-17-92 nas células endoteliais resulta em
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comprometimento vascular periférico in vivo. ©’°® Esses achados reforcam a
importancia do aumento da proteina VEGFA nos tumores e podem explicar em parte a
maior quantificacdo proteica nas amostras tumorais em rela¢do ao bocio.

Por meio da técnica de imuno-histoquimica, foi possivel observar a presenga da
proteina Nrf2, a qual ¢é ativada pelo estresse oxidativo, migrando do citoplasma para o
nucleo da célula onde exerce sua func¢do de fator de transcrigdo. Os resultados
observados no presente estudo mostraram que a expressdo dessa proteina no tecido
normal ¢ muito fraca (quase indetectavel), marcando apenas o citoplasma. No bocio a
marcacdo ¢ intensificada e ja € possivel, em alguns casos, observar a proteina no nucleo.
Finalmente, no tecido tumoral é possivel ver uma forte marcag¢do no citoplasma e em
grande parte do nucleo. Esses dados indicam que a proteina Nrf2 ¢ ativada no céancer
papilifero de tieroide. Corroborando com nossos dados, Ziros e colaboradores (2013) “%
também observaram o mesmo padrdo de marcacdo no tecido normal da tireoide, lesdes
benignas e cancer papilifero. Um trabalho recente de Geng e colaboradores (2017) "%
indica que a via Nrf2 é comumente ativada no CPT e, ocasionalmente, ¢ ativada em
lesdes benignas da tireoide sugerindo que a ativagdo prolongada de Nrf2 e a sua
expressdo elevada pode ser um fator que contribui para a ocorréncia de bocio nodular e
de cancer papilifero de tireoide. A presenca de forte marcagdo da proteina Nrf2 no
nucleo das células tumorais refor¢ca o seu papel na regulacdo de genes relacionados a
resposta antioxidante. *¥

Para obter informag¢des sobre os possiveis miRs envolvidos na regulagdo dos
genes NFE2L2 e VEGFA, foi realizada uma busca nos bancos de dados. Apos as
analises por bioinformatica, observou-se que o miR-17-5p tem como alvo ambos os

genes VEGFA e NFE2L2. Dados da literatura mostram as interacdes entre o miR-17 e
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VEGFA em pele ©® e rim. 191D A interacdo deste miR com o gene NFE2L2 foi
observada na glandula maméria. 1®» O miR-612 mostrou regular a expressio do gene
VEGFA na medula 6ssea. ®” Para o NFE2L2, até o momento nio ha na literatura
trabalhos que comprovem a interagdo com o miR-612, entretanto, de acordo com as
bases de dados consultadas, esse miR € predito como regulador do gene NFE2L2.

Apos as andlises por bioinformadtica, foram selecionados para a transfec¢do na
linhagem TPC-1 o inibidor para o miR-17-5p e o mimetizador para o miR-612, pois o
miR-17-5p ¢ super expresso em tumores € o0 miR-612 tem sua expressdo reduzida em
tecidos tumorais. O presente estudo mostrou que a inibigdo do miR-17-5p resultou em
redugdo da expressdo do gene NFE2L2 na linhagem TPC-1. Sabe-se que o cluster miR-
17 € conhecido como regulador do gene PTEN, reduzindo a expressdo génica. O gene
PTEN tem grande importancia na angiogénese por meio da regulagdo de genes como
NFE2L2. Rojo e colaboradores (2014) @9 mostraram que a inibicdo do miR-17
aumentou a expressdo do PTEN, que esse por sua vez tem participagdo em uma via de
degradacio do Nrf2. 19 Como resultado da inibi¢do do miR-17-5p, no presente estudo,
houve diminui¢do da expressdo do NFE2L2, corroborando com esse achado, embora os
dados de expressdo génica nos tecidos mostraram correlagdo negativa entre a expressiao
desse miR e do gene NFE2L2. Esses resultados controversos podem refletir a
participacdo de outras vias ativas no cancer de tireoide que poderiam influenciar na
expressdo do gene NFE2L2, ¢ valido ressaltar também as diferengas encontradas entre
as amostras de tecido tumoral fresco e os achados em cultura celular, embora os estudos
in vitro sejam de extrema importancia para a realiza¢do de estudos funcionais, eles nao
tém a capacidade de reproduzir a complexidade do microambiente tumoral, bem como

mimetizar as diferentes vias expressas no mesmo.
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Os genes e os miRs avaliados neste estudo apresentam grande potencial para o
diagndstico do bocio coloide e do cancer papilifero, uma vez que apresentaram
expressdo diferencial nesses tecidos. As proteinas VEGFA e Nrf2 mostraram-se
eficientes para diferenciar os tecidos normais do cancer papilifero de tireoide. A
expressdo reduzida dos miR-17-5p e miR-612 em bdcio coloide também sugerem a
atuacdo desses miRs como biomarcadores para essa condi¢@o da tireoide.

A angiogénese, o estresse oxidativo e a desregulacdo dos miRs sdo de extrema
importancia para o desenvolvimento de distirbios e cancer de tireoide. Os dois genes
avaliados no presente estudo mostram-se possiveis alvos terapéuticos na angiogénese de
alteracdes da tireoide, pois o feedback entre esses genes e a sua regulagdo via miRs
mostra-se de grande importancia para o desenvolvimento tumoral. Este trabalho
mostrou a importante relacdo entre o miR-17-5p e o gene NFE2L2, evidenciada pelos
experimentos funcionais. Entretanto, destaca-se a necessidade de maiores investigacdes
em relag@o a influéncia do miR17-5p nos genes NFE2L2 e VEGFA e na formacao de

novos vasos no bdcio coloide e no cancer papilifero de tireoide.
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5. CONCLUSOES

- O cancer papilifero de tireoide, bdcio coloide e tecidos adjacentes ao tumor e
ao bdcio apresentam expressdo elevada dos genes NFE2L2 e VEGFA em relagdo ao
tecido normal de tireoide. A expressdo do gene VEGFA ¢ mais elevada em bdcio
coloide comparada aquela observada no tumor e no tecido adjacente ao bdcio em
relagd@o ao tecido adjacente ao tumor.

- A proteina VEGFA ¢ altamente expressa nos tumores de tireoide, tecido
adjacente ao tumor e bdcio coloide, com relacdo ao tecido normal e apresenta expressao
maior no tumor em relacdo ao bocio coloide e tecido adjacente de bdcio. A proteina
Nrf2 apresenta expressdo baixa nos tecidos normais, moderada no bocio coloide e
elevada no cancer de tireoide, também observada no nucleo.

- O hsa-miR-17-5p é menos expresso em bocio coloide e tecido adjacente ao
bocio, enquanto que o hsa-miR-612 apresenta expressdo reduzida em bdcio coloide,
tecido adjacente ao bocio e tecido adjacente ao tumor, com relagcdo ao tecido normal.
Hsa-miR-17-5p € mais expresso no tumor em relacdo ao bdcio coloide.

- Hsa-miR-17-5p regula positivamente a expressdo do gene NFE2L2 em cancer
papilifero de tireoide in vitro. Hsa-mir-612 nao participa da regulagcdo da expressio dos

genes VEGFA e NFE2L2 nesse tipo tumoral.



6. REFERENCIAS




Referéncias 53

6. REFERENCIAS
1. Rousset B, Dupuy C, Miot F. Thyroid Hormone Synthesis And Secretion. South

Dartmouth (MA): MDText.com2015. Available from:
www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK285550/.

2. Guyton, Hall. Tratado de Fisiologia Médica. 12 ed: Elsevier; 2011.

3. Aires MM. Fisiologia 4* ed. 4 ed: Guanabara Koogan; 2012.

4. Medeiros - Neto G, Knobel M. lodine deficiency disorders. In: De Groot L J
JIL, editor. Endocrinology. 6 Ed. New York: Elsevier; 2010.

5. Rousset B, Dupuy C, Miot F, Dumont J. Chapter 2 Thyroid Hormone Synthesis
And Secretion. In: De Groot LJ, Chrousos G, Dungan K, Feingold KR, Grossman A,
Hershman JM, et al., editors. Endotext. South Dartmouth (MA)2015.

6. Jameson JL, De Groot LJ. Endocrinology: Adult and Pediatric E-Book: Elsevier
Health Sciences; 2015.

7. Medeiros-Neto G. Multinodular Goiter. In: De Groot LJ, Chrousos G, Dungan
K, Feingold KR, Grossman A, Hershman JM, et al., editors. Endotext. South Dartmouth
(MA)2016.

8. Medeiros-Neto G. Multinodular Goiter: Endotext [Internet]. South Dartmouth
(MA): MDText.com, Inc.; 2000; 2016 [updated 2016]. Available from:
www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK285569/.

9. Gandolfi PP, Frisina A, Raffa M, Renda F, Rocchetti O, Ruggeri C, et al. The
incidence of thyroid carcinoma in multinodular goiter: retrospective analysis. Acta bio-
medica : Atenei Parmensis. 2004;75(2):114-7.

10. Campbell MJ, Seib CD, Candell L, Gosnell JE, Duh QY, Clark OH, et al. The
underestimated risk of cancer in patients with multinodular goiters after a benign fine

needle aspiration. World journal of surgery. 2015;39(3):695-700.



Referéncias 54

11.  Kaliszewski K, Strutynska-Karpinska M, Zubkiewicz-Kucharska A, Wojtczak
B, Domoslawski P, Balcerzak W, et al. Should the Prevalence of Incidental Thyroid
Cancer Determine the Extent of Surgery in Multinodular Goiter? PloS one.
2016;11(12):e0168654.

12. Ciftci F, Sakalli E, Abdurrahman I. Total versus bilateral subtotal thyroidectomy
for benign multi-nodular goiter. Int J Clin Exp Med. 2015;8(3):4596-600.

13. Ferlay J, Shin H-R, Bray F, Forman D, Mathers C, Parkin DM. Estimates of
worldwide burden of cancer in 2008: GLOBOCAN 2008. International Journal of
Cancer. 2010;127(12):2893-917.

14. Kilfoy BA, Zheng T, Holford TR, Han X, Ward MH, Sjodin A, et al.
International patterns and trends in thyroid cancer incidence, 1973-2002. Cancer Causes
& Control. 2009;20(5):525-31.

15. Howlader N NA, Krapcho M, Miller D, Bishop K, Kosary CL, Yu M, Ruhl J,
Tatalovich Z, Mariotto A, Lewis DR, Chen HS, Feuer EJ, Cronin KA. SEER Cancer
Statistics Review 2017 [cited 1975-2014]. Available from:
https://seer.cancer.gov/csr/1975 2014/.

16. Jemal A. Cancer Statistics, 2010 (vol 60, pg 277, 2010). Ca-a Cancer Journal for
Clinicians. 2011;61(2):133-.

17. Aschebrook-Kilfoy B, Kaplan EL, Chiu BC, Angelos P, Grogan RH. The
acceleration in papillary thyroid cancer incidence rates is similar among racial and
ethnic groups in the United States. Ann Surg Oncol. 2013;20(8):2746-53.

18.  INCA. Estimativa 2016: incidéncia de cancer no Brasil / Instituto Nacional de

Cancer José Alencar Gomes da Silva — Rio de Janeiro. 2017. p. 122.



Referéncias 55

19.  Pellegriti G, Frasca F, Regalbuto C, Squatrito S, Vigneri R. Worldwide
increasing incidence of thyroid cancer: update on epidemiology and risk factors. Journal
of cancer epidemiology. 2013;2013:965212.

20.  Wartofsky L. Increasing world incidence of thyroid cancer: Increased detection
or higher radiation exposure? Hormones-International Journal of Endocrinology and
Metabolism. 2010;9(2):103-8.

21. Dal Maso L, Bosetti C, La Vecchia C, Franceschi S. Risk factors for thyroid
cancer: an epidemiological review focused on nutritional factors. Cancer causes &
control : CCC. 2009;20(1):75-86.

22.  Markaki I, Linos D, Linos A. The influence of dietary patterns on the
development of thyroid cancer. European Journal of Cancer. 2003;39(13):1912-9.

23. Kitahara CM, Platz EA, Freeman LE, Hsing AW, Linet MS, Park Y, et al.
Obesity and thyroid cancer risk among U.S. men and women: a pooled analysis of five
prospective studies. Cancer epidemiology, biomarkers & prevention : a publication of
the American Association for Cancer Research, cosponsored by the American Society
of Preventive Oncology. 2011;20(3):464-72.

24.  DelLellis RA. Pathology and genetics of tumours of endocrine organs. France:
Lyon : IARC Press; 2004. 320 p.

25. Romagnoli S, Moretti S, Voce P, Puxeddu E. Targeted molecular therapies in
thyroid carcinoma. Arquivos Brasileiros De Endocrinologia E Metabologia.
2009;53(9):1061-73.

26. Vriens MR, Suh I, Moses W, Kebebew E. Clinical Features and Genetic
Predisposition  to  Hereditary = Nonmedullary  Thyroid  Cancer.  Thyroid.

2009;19(12):1343-9.



Referéncias 56

27.  Society CC. Canadian Cancer Statistics In: 2017 CCSsACoCS, editor.
Canadian2017.

28. Bonora E, Tallini G, Romeo G. Genetic Predisposition to Familial
Nonmedullary Thyroid Cancer: An Update of Molecular Findings and State-of-the-Art
Studies. Journal of oncology. 2010;2010:385206.

29. Thompson LDR, Wieneke JA, Paal E, Frommelt RA, Adair CF, Heffess CS. A
clinicopathologic study of minimally invasive follicular carcinoma of the thyroid gland
with a review of the English literature. Cancer. 2001;91(3):505-24.

30. Derbel O, Limem S, Segura-Ferlay C, Lifante J-C, Carrie C, Peix J-L, et al.
Results of combined treatment of anaplastic thyroid carcinoma (ATC). Bmc Cancer.
2011;11.

31. Pacini F, DeGroot LJ. Thyroid Cancer. In: De Groot LJ, Chrousos G, Dungan K,
Feingold KR, Grossman A, Hershman JM, et al., editors. Endotext. South Dartmouth
(MA)2013.

32.  Schneider DF, Chen H. New Developments in the Diagnosis and Treatment of
Thyroid Cancer. Ca-a Cancer Journal for Clinicians. 2013;63(6):373-94.

33. Wiseman SM, Baliski C, Irvine R, Anderson D, Wilkins G, Filipenko D, et al.
Hemithyroidectomy: the optimal initial surgical approach for individuals undergoing
surgery for a cytological diagnosis of follicular neoplasm. Ann Surg Oncol.
2006;13(3):425-32.

34.  Hambleton C, Kandil E. Appropriate and accurate diagnosis of thyroid nodules:
a review of thyroid fine-needle aspiration. International Journal of Clinical and

Experimental Medicine. 2013;6(6):413-22.



Referéncias 57

35. Cantara S, Marzocchi C, Pilli T, Cardinale S, Forleo R, Castagna MG, et al.
Molecular Signature of Indeterminate Thyroid Lesions: Current Methods to Improve
Fine Needle Aspiration Cytology (FNAC) Diagnosis. International journal of molecular
sciences. 2017;18(4).

36. Mazzaferri EL, Robbins RJ, Spencer CA, Braverman LE, Pacini F, Wartofsky L,
et al. A consensus report of the role of serum thyroglobulin as a monitoring method for
low-risk patients with papillary thyroid carcinoma. Journal of Clinical Endocrinology &
Metabolism. 2003;88(4):1433-41.

37. Meinhold CL, Ron E, Schonfeld SJ, Alexander BH, Freedman DM, Linet MS, et
al. Nonradiation Risk Factors for Thyroid Cancer in the US Radiologic Technologists
Study. American Journal of Epidemiology. 2010;171(2):242-52.

38. Crippa S, Mazzucchelli L. The Bethesda System for Reporting Thyroid Fine-
Needle Aspiration Specimens. American Journal of Clinical Pathology.
2010;134(2):343-4.

39. Chammas MC, Gerhard R, de Oliveira IR, Widman A, de Barros N, Durazzo M,
et al. Thyroid nodules: evaluation with power Doppler and duplex Doppler ultrasound.
Otolaryngology--head and neck surgery : official journal of American Academy of
Otolaryngology-Head and Neck Surgery. 2005;132(6):874-82.

40.  Holden A. The role of colour and duplex Doppler ultrasound in the assessment
of thyroid nodules. Australasian radiology. 1995;39(4):343-9.

41. Biselli-Chicote PM, Oliveira AR, Pavarino EC, Goloni-Bertollo EM. VEGF
gene alternative splicing: pro- and anti-angiogenic isoforms in cancer. Journal of cancer

research and clinical oncology. 2012;138(3):363-70.



Referéncias 58

42.  Adair TH, Montani JP. Angiogenesis. Angiogenesis. Integrated Systems
Physiology: from Molecule to Function to Disease. San Rafael (CA)2010.

43, Turner HE, Harris AL, Melmed S, Wass JA. Angiogenesis in endocrine tumors.
Endocrine reviews. 2003;24(5):600-32.

44.  Segal K, Shpitzer T, Feinmesser M, Stern Y, Feinmesser R. Angiogenesis in
follicular tumors of the thyroid. Journal of surgical oncology. 1996;63(2):95-8.

45. Shibuya M. Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF) and Its Receptor
(VEGFR) Signaling in Angiogenesis: A Crucial Target for Anti- and Pro-Angiogenic
Therapies. Genes & cancer. 2011;2(12):1097-105.

46.  Klein M, Catargi B. VEGF in physiological process and thyroid disease.
Annales d'endocrinologie. 2007;68(6):438-48.

47.  Ferrara N, Gerber HP, LeCouter J. The biology of VEGF and its receptors.
Nature medicine. 2003;9(6):669-76.

48.  Tammela T, Enholm B, Alitalo K, Paavonen K. The biology of vascular
endothelial growth factors. Cardiovascular research. 2005;65(3):550-63.

49.  Ramsden JD. Angiogenesis in the thyroid gland. The Journal of endocrinology.
2000;166(3):475-80.

50. Bilgici B, Ecemis GC, Tuncel OK, Bayrak IK, Kan EK, Atmaca A. VEGF and
GM-CSF levels in nodular thyroid diseases. Endocrine. 2014;45(1):61-6.

51. Salajegheh A, Pakneshan S, Rahman A, Dolan-Evans E, Zhang S, Kwong E, et
al. Co-regulatory potential of vascular endothelial growth factor-A and vascular
endothelial growth  factor-C in  thyroid carcinoma. Human pathology.

2013;44(10):2204-12.



Referéncias 59

52. Malkomes P, Oppermann E, Bechstein WO, Holzer K. Vascular endothelial
growth factor--marker for proliferation in thyroid diseases? Experimental and clinical
endocrinology & diabetes : official journal, German Society of Endocrinology [and]
German Diabetes Association. 2013;121(1):6-13.

53.  Sporn MB, Liby KT. NRF2 and cancer: the good, the bad and the importance of
context. Nature Reviews Cancer. 2012;12(8):564-71.

54. Zhou S, Ye W, Zhang M, Liang J. The effects of nrf2 on tumor angiogenesis: a
review of the possible mechanisms of action. Critical reviews in eukaryotic gene
expression. 2012;22(2):149-60.

55. Hayes JD, McMahon M, Chowdhry S, Dinkova-Kostova AT. Cancer
Chemoprevention Mechanisms Mediated Through the Keapl-Nrf2 Pathway.
Antioxidants & Redox Signaling. 2010;13(11):1713-48.

56. Saeidnia S, Abdollahi M. Antioxidants: friends or foe in prevention or treatment
of cancer: the debate of the century. Toxicology and applied pharmacology.
2013;271(1):49-63.

57. Poncin S, Van Eeckoudt S, Humblet K, Colin IM, Gerard A-C. Oxidative Stress
A Required Condition for Thyroid Cell Proliferation. American Journal of Pathology.
2010;176(3):1355-63.

58. Pizzino G, Irrera N, Cucinotta M, Pallio G, Mannino F, Arcoraci V, et al.
Oxidative Stress: Harms and Benefits for Human Health. Oxidative medicine and
cellular longevity. 2017;2017:8416763.

59.  North S, Moenner M, Bikfalvi A. Recent developments in the regulation of the

angiogenic switch by cellular stress factors in tumors. Cancer letters. 2005;218(1):1-14.



Referéncias 60

60. Ziros PG, Manolakou SD, Habeos IG, Lilis I, Chartoumpekis DV, Koika V, et
al. Nrf2 is commonly activated in papillary thyroid carcinoma, and it controls
antioxidant transcriptional responses and viability of cancer cells. The Journal of
clinical endocrinology and metabolism. 2013;98(8):E1422-7.

61. Loignon M, Miao W, Hu L, Bier A, Bismar TA, Scrivens PJ, et al. Cul3
overexpression depletes Nrf2 in breast cancer and is associated with sensitivity to
carcinogens, to oxidative stress, and to chemotherapy. Molecular cancer therapeutics.
2009;8(8):2432-40.

62. Calkins MJ, Johnson DA, Townsend JA, Vargas MR, Dowell JA, Williamson
TP, et al. The Nrf2/ARE Pathway as a Potential Therapeutic Target in
Neurodegenerative Disease. Antioxidants & Redox Signaling. 2009;11(3):497-508.

63. Bartel DP. MicroRNAs: Genomics, biogenesis, mechanism, and function. Cell.
2004;116(2):281-97.

64. Bartel DP. MicroRNAs: Genomics, biogenesis, mechanism, and function
(Reprinted from Cell, vol 116, pg 281-297, 2004). Cell. 2007;131(4):11-29.

65. Guo H, Ingolia NT, Weissman JS, Bartel DP. Mammalian microRNAs
predominantly act to decrease target mRNA levels. Nature. 2010;466(7308):835-40.

66.  Djuranovic S, Nahvi A, Green R. miRNA-mediated gene silencing by
translational repression followed by mRNA deadenylation and decay. Science.
2012;336(6078):237-40.

67. Bazzini AA, Lee MT, Giraldez AJ. Ribosome profiling shows that miR-430
reduces translation before causing mRNA decay in zebrafish. Science.

2012;336(6078):233-7.



Referéncias 61

68. Wee LM, Flores-Jasso CF, Salomon WE, Zamore PD. Argonaute divides its
RNA guide into domains with distinct functions and RNA-binding properties. Cell.
2012;151(5):1055-67.

69.  Winter J, Jung S, Keller S, Gregory RI, Diederichs S. Many roads to maturity:
microRNA biogenesis pathways and their regulation. Nature cell biology.
2009;11(3):228-34.

70.  Nikiforova MN, Chiosea SI, Nikiforov YE. MicroRNA Expression Profiles in
Thyroid Tumors. Endocrine Pathology. 2009;20(2):85-91.

71.  Bartels CL, Tsongalis GJ. MicroRNAs: novel biomarkers for human cancer.
Clinical chemistry. 2009;55(4):623-31.

72. Lodewijk L, Prins AM, Kist JW, Valk GD, Kranenburg O, Rinkes IHMB, et al.
The value of miRNA in diagnosing thyroid cancer: A systematic review. Cancer
Biomarkers. 2012;11(6):229-38.

73. Tetzlaff MT, Liu A, Xu X, Master SR, Baldwin DA, Tobias JW, et al.
Differential expression of miRNAs in papillary thyroid carcinoma compared to
multinodular goiter using formalin fixed paraffin embedded tissues. Endocrine
Pathology. 2007;18(3):163-73.

74.  Mogilyansky E, Rigoutsos I. The miR-17/92 cluster: a comprehensive update on
its genomics, genetics, functions and increasingly important and numerous roles in
health and disease. Cell death and differentiation. 2013;20(12):1603-14.

75. Ventura A, Young AG, Winslow MM, Lintault L, Meissner A, Erkeland SJ, et
al. Targeted deletion reveals essential and overlapping functions of the miR-17 through

92 family of miRNA clusters. Cell. 2008;132(5):875-86.



Referéncias 62

76. Lu Y, Thomson JM, Wong HY, Hammond SM, Hogan BL. Transgenic over-
expression of the microRNA miR-17-92 cluster promotes proliferation and inhibits
differentiation of Ilung epithelial progenitor cells. Developmental biology.
2007;310(2):442-53.

77. Mu P, Han YC, Betel D, Yao E, Squatrito M, Ogrodowski P, et al. Genetic
dissection of the miR-17~92 cluster of microRNAs in Myc-induced B-cell lymphomas.
Genes & development. 2009;23(24):2806-11.

78. Eichelser C, Flesch-Janys D, Chang-Claude J, Pantel K, Schwarzenbach H.
Deregulated serum concentrations of circulating cell-free microRNAs miR-17, miR-
34a, miR-155, and miR-373 in human breast cancer development and progression.
Clinical chemistry. 2013;59(10):1489-96.

79. Zhao S, Yao D, Chen J, Ding N. Circulating miRNA-20a and miRNA-203 for
screening lymph node metastasis in early stage cervical cancer. Genetic testing and
molecular biomarkers. 2013;17(8):631-6.

80. Baraniskin A, Kuhnhenn J, Schlegel U, Chan A, Deckert M, Gold R, et al.
Identification of microRNAs in the cerebrospinal fluid as marker for primary diffuse
large B-cell lymphoma of the central nervous system. Blood. 2011;117(11):3140-6.

81. Tsujiura M, Ichikawa D, Komatsu S, Shiozaki A, Takeshita H, Kosuga T, et al.
Circulating microRNAs in plasma of patients with gastric cancers. British journal of
cancer. 2010;102(7):1174-9.

82. Olive V, Li Q, He L. mir-17-92: a polycistronic oncomir with pleiotropic
functions. Immunological reviews. 2013;253(1):158-66.

83.  GuR, Huang S, Huang W, Li Y, Liu H, Yang L, et al. MicroRNA-17 family as

novel biomarkers for cancer diagnosis: a meta-analysis based on 19 articles. Tumour



Referéncias 63

biology : the journal of the International Society for Oncodevelopmental Biology and
Medicine. 2016;37(5):6403-11.

84.  Yuan ZM, Yang ZL, Zheng Q. Deregulation of microRNA expression in thyroid
tumors. Journal of Zhejiang University Science B. 2014;15(3):212-24.

85. Yang Z, Yuan Z, Fan Y, Deng X, Zheng Q. Integrated analyses of microRNA
and mRNA expression profiles in aggressive papillary thyroid carcinoma. Molecular
medicine reports. 2013;8(5):1353-8.

86.  Zhao S, Li J. Sphingosine-1-phosphate induces the migration of thyroid
follicular carcinoma cells through the microRNA-17/PTK6/ERK1/2 pathway. PloS one.
2015;10(3):e0119148.

87. Liu L, Yang J, Zhu X, Li D, Lv Z, Zhang X. Long noncoding RNA HI19
competitively binds miR-17-5p to regulate YES1 expression in thyroid cancer. The
FEBS journal. 2016;283(12):2326-39.

88. Tao ZH, Wan JL, Zeng LY, Xie L, Sun HC, Qin LX, et al. miR-612 suppresses
the invasive-metastatic cascade in hepatocellular carcinoma. The Journal of
experimental medicine. 2013;210(4):789-803.

89. Tang J, Tao ZH, Wen D, Wan JL, Liu DL, Zhang S, et al. MiR-612 suppresses
the stemness of liver cancer via Wnt/beta-catenin signaling. Biochemical and
biophysical research communications. 2014;447(1):210-5.

90. Sheng L, He P, Yang X, Zhou M, Feng Q. miR-612 negatively regulates
colorectal cancer growth and metastasis by targeting AKT2. Cell death & disease.
2015;6:e1808.

91.  Greene FL. The American Joint Committee on Cancer: updating the strategies in

cancer staging. Bulletin of the American College of Surgeons. 2002;87(7):13-5.



Referéncias 64

92.  Pfaffl MW. A new mathematical model for relative quantification in real-time
RT-PCR. Nucleic acids research. 2001;29(9):e45.

93. Martinez VD, Vucic EA, Pikor LA, Thu KL, Hubaux R, Lam WL. Frequent
concerted genetic mechanisms disrupt multiple components of the NRF2 inhibitor
KEAP1/CUL3/RBX1 E3-ubiquitin ligase complex in thyroid cancer. Molecular cancer.
2013;12(1):124.

94, Teshiba R, Tajiri T, Sumitomo K, Masumoto K, Taguchi T, Yamamoto K.
Identification of a KEAP1 germline mutation in a family with multinodular goitre. PloS
one. 2013;8(5):e65141.

95. Geng WIJ, Shan LB, Wang JS, Li N, Wu YM. [Expression and significance of
Nrf2 in papillary thyroid carcinoma and thyroid goiter]. Zhonghua zhong liu za zhi
[Chinese journal of oncology]. 2017;39(5):367-8.

96.  Wolinski K, Stangierski A, Szczepanek-Parulska E, Gurgul E, Budny B,
Wrotkowska E, et al. VEGF-C Is a Thyroid Marker of Malignancy Superior to VEGF-A
in the Differential Diagnostics of Thyroid Lesions. PloS one. 2016;11(2):e0150124.

97.  Fiedler J, Thum T. New Insights Into miR-17-92 Cluster Regulation and
Angiogenesis. Circulation research. 2016;118(1):9-11.

98. Chamorro-Jorganes A, Lee MY, Araldi E, Landskroner-Eiger S, Fernandez-
Fuertes M, Sahraei M, et al. VEGF-Induced Expression of miR-17-92 Cluster in
Endothelial Cells Is Mediated by ERK/ELK1 Activation and Regulates Angiogenesis.
Circulation research. 2016;118(1):38-47.

99, Greenberg E, Hajdu S, Nemlich Y, Cohen R, Itzhaki O, Jacob-Hirsch J, et al.
Differential regulation of aggressive features in melanoma cells by members of the

miR-17-92 complex. Open biology. 2014;4(6):140030.



Referéncias 65

100. Ye W, Lv Q, Wong CK, Hu S, Fu C, Hua Z, et al. The effect of central loops in
miRNA:MRE duplexes on the efficiency of miRNA-mediated gene regulation. PloS
one. 2008;3(3):e1719.

101. Karginov FV, Hannon GJ. Remodeling of Ago2-mRNA interactions upon
cellular stress reflects miRNA complementarity and correlates with altered translation
rates. Genes & development. 2013;27(14):1624-32.

102. Pillai MM, Gillen AE, Yamamoto TM, Kline E, Brown J, Flory K, et al. HITS-
CLIP reveals key regulators of nuclear receptor signaling in breast cancer. Breast cancer
research and treatment. 2014;146(1):85-97.

103. Rojo Al Rada P, Mendiola M, Ortega-Molina A, Wojdyla K, Rogowska-
Wrzesinska A, et al. The PTEN/NRF2 axis promotes human carcinogenesis. Antioxid

Redox Signal. 2014;21(18):2498-514.



Anexo I 66

7. ANEXOS

3 Questionario do Projeto
L. IDENTIFICACAO
INOINE: <.ttt ettt Prontudrio: .....c..cceeeeevencncieicnccneen
Data de nascimento: ......... J AN VAN Idade: ......... ... Locali.eiiiieeee s
Sexo: coveviieiiens Etnia: ..o Profissdo atual: .........cccoeeeviiiiiecieennas
Endereco: RUA ....cc.eieiieiiiiiiiecieeece e N Fone: ..coovoiiii,
Bairro: «..ocoeoveeiiiieeee Cidade: ....oooovireieee CEP e
DataColeta......... Joeoeanenn Lo
II. DADOS DO TUMOR Data de diagndstico: ......... /e VA Biopsia ( ) PAAF ()
TNM: CHNICO: T (- )N )M () TIPO: ceieiiieiieeiie ettt ettt ettt st enae e tee st esnaeesbeesnneenneennas
Tumor primdrio: () Sim () NAO L0Cal: oo
Recidiva: () Sim () NAO LOCAL tooviiiiiiiieiic ettt ettt e nene s
Inicio do diagnoéstico do cancer: MEs () Ano () TiIPO: coeeoieiiiiiieie e
Cirurgia: () Sim () N80 Tipo: woooeeoeiiiieeiieeeeeee e Data: ......... VAT VA
Radioterapia: () Sim () Néao Data de inicio .................. - Periodo: ......... VA [ e
Quimioterapia: () Sim ( ) N&o Data de inicio................. - Periodo: ......... A J AT

I11. FATORES DE RISCO AMBIENTAL
Exposicao ao tabaco: ( ) Sim ( )Nao ( ) Ex-fumante

INicio: cvvevveeiieeiie Término: .......ccvvevvveeeeennnens Duragdo: ....cccceveevieviieeniennnnn
Consumo de alcool: ( )Sim ( )Nao ( ) Ex-etilista
Inicio: cooveeieeiieeeeee Término: ......cccvvevveeneenne. Duragdo: ....cceeveeevveriiennnnns

Vocé alguma vez ja realizou exames de Raios-X e Tomografia na regido da cabeca e pescogo ? ( )S ( )N

IV. HISTORICO MEDICO PESSOAL E FAMILIAR

Antecedentes Pessoais Antecedentes Familiares: Grau de Parentesco:
() Cancer Local:

() Hipotiroidismo ha ___ anos () Hipotiroidismo ha __ anos

() Hipertiroidismo ha ___anos () Hipertiroidismo hd __ anos

( )Boéciohda  anos ( )Bocioha  anos

() Noduloha  anos () Noédulo ha  anos

() Doenga de Graves ha___anos () Doenga de Graves ha___anos

Cirurgias anteriores: ( )S ( )N Tipo: Cirurgias anteriores: ( )S ( )N

Tipo:

Tratamentos anteriores ( )S ( )N Tipo:

Heredograma Cancer

Data: / /

Responsavel pela entrevista
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TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
(Conselho Nacional de Saude, resolugcdo 466/12)
Titulo da Pesquisa: Investigacio do papel do miR-187 e do gene NFE2L2 em
carcinoma e hiperplasia de tireoide.
Pesquisadora Responsavel: Eny Maria Goloni Bertollo — UPGEM: Unidade de
Pesquisa em Genética e Biologia Molecular da Faculdade de Medicina de Sao José do
Rio Preto.

A) o Sr (a) esta sendo convidado (a) a participar desta pesquisa que visa obter maior conhecimento dos mecanismos
envolvidos no desenvolvimento do cancer de tireoide (glandula localizada no pesco¢o), que podera melhorar o nosso
conhecimento sobre esse tumor e, portanto oferecer novas possibilidades de diagnostico e de melhora no tratamento e
consequentemente na qualidade de vida;

B) este estudo tem como objetivos: 1) Coletar informagdes da historia e obter dados clinicos dos prontudrios médicos
dos pacientes com cancer de tireoide atendidos no Servigo de Atendimento Ambulatorial vinculado ao Departamento
de Otorrinolaringologia e Cirurgia de Cabega e Pescogo do Hospital de Base / Faculdade de Medicina de Sao José do
Rio Preto — FAMERP. E dos pacientes atendidos pelos professores Dr. José Victor Maniglia. 2) Analisar alteracdes
em genes (material hereditario) com a finalidade de esclarecer o papel de fatores genéticos no desenvolvimento do
tumor;

C) para este estudo serdo utilizados dois grupos de pessoas: 1) pacientes com cancer de tireoide; 2) pacientes com
hiperplasia de tireoide; 3) individuos do grupo controle, ndo portadores do tumor e de outras doengas cronicas;

D) o estudo sera feito utilizando-se de uma amostra de biopsia, que serd colhida no Departamento de
Otorrinolaringologia e Cirurgia de Cabega e Pescoco do Hospital de Base / Faculdade de Medicina de Sao José do
Rio Preto — FAMERP sem qualquer risco para minha saude;

E) o material genético, ou seja, hereditario, extraido sera utilizado para esta pesquisa e armazenado na Unidade de
Pesquisa em Genética e Biologia Molecular , todas as informagdes serdo mantidas em sigilo (codificadas). Para novos
projetos, havera nova submissdo para avaliagio do Comité de Etica e Pesquisa (CEP).

F) todas as informagdes por mim fornecidas por meio do questionario e os resultados serdo mantidos em sigilo e que,
estes ltimos so serdo utilizados para divulga¢@o em reunides e revistas cientificas.

G) O resultado individual ndo tem significado para o paciente. Trata-se de uma variante populacional que trard
beneficios apenas em estudos de grandes amostras realizadas em diferentes paises. No futuro podera ser considerado
um marcador especifico para o tipo de cancer estudado. Os resultados serdo divulgados em conjunto para todos os
individuos apds o término da pesquisa a ser aguardado com o médico responsavel pelo paciente.

H) se eu concordar em participar desta pesquisa e se eu concordar com a retirada e uso de minha biopsia, do modo
descrito acima, ndo terei quaisquer beneficios ou direitos financeiros sobre os eventuais resultados decorrentes da
pesquisa. Se eu ndo concordar, em doar ou decidir retirar meu consentimento em qualquer momento, minha decisdo
ndo influenciara, de nenhum modo, o meu tratamento;

I) esse estudo ¢ importante porque pode colaborar para conhecimento cientifico dos mecanismos envolvidos no
desenvolvimento do tumor.

Declaro que, apos ter convenientemente esclarecido pelo pesquisador, consinto em participar livre e espontaneamente
deste estudo sem que tenha sido submetido a qualquer tipo de pressao.

Assim, consinto em participar do projeto de pesquisa em questdo.

Nome do(a) participante:

Representante legal:

RG do prontudrio médico:

Declaragao de responsabilidade: Expliquei a natureza, objetivos, riscos e beneficios deste estudo. Coloquei-me a
disposi¢@o para perguntas e respondi a todas. Obtive o consentimento de maneira livre ¢ me coloquei a disposi¢do
para esclarecimento de qualquer divida sobre o estudo pelos enderegos abaixo indicados.

Nome do(a) pesquisador:

Inscricdo no Conselho Regional: ..........ccoveiiiiiinininininiecenees

Profa. Dra. Eny Maria Goloni-Bertollo — Departamento de Biologia Molecular

Av. Brigadeiro Faria Lima, no. 5416

FAMERP - Faculdade de Medicina de S.J. Rio Preto

Sdo José do Rio Preto, SP - CEP 15090-000 Fone: (17) 3201-5720 e-mail: eny.goloni@famerp.br

Em caso de dividas contatar a Secretaria do Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Medicina de Sao José do
Rio Preto, Av. Brigadeiro Faria Lima, n° 5416, Telefone: (Oxx17) 3201-5700, Ramal 5813.
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Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Medicina de Sao José do Rio
Preto - CEP/FAMERP
Av. Brigadeiro Faria Lima, 5416 - Vila S0 Pedro — Fone/fax: 17 —32015813
Séo José do Rio Preto — SP

DECLARAGAO

Declaro para os devidos fins que:

0 Tenho ciéncia dos termos da Resolugdo 466/12 do Conselho Nacional de Salde
e que cumprirei 0s mesmos;

0 Que tornarei publico os resultados do projeto de pesquisa “Investigacdo do
papel do miR-187 e do gene NFE2L2 em carcinoma e hi lasia de tireoide.”

sejam eles favoraveis ou nao;
0 Que ha infraestrutura necessaria para o desenvolvimento do referido projeto.
Séo José do Rio Preto, 22 de Julho de 2013.
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Leonardo Prado Stuchi Profa. Dra. Eny ¥ i Bertollo
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Pos-Graduanda Programa de Livre-Docente do Departamidfilo de
Pé6s Graduacao em Ciéncias da Saude Biologia Molecular - FAMERP
RESPONSAVEL PELO PROJETO ORIENTADOR
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Prof. Dr. José Victor Manig Dr. Jodo Armando Padovani Junior
Departamento de Otorripolaringologia e Chefe do Departamento de Otorrinolaringologia
Cirurgia de Cabega e Pescogo e Cirurgia de Cabecga e Pescogo
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