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RESUMO 

Introdução: O bócio coloide e o câncer papilífero de tireoide são as alterações 

mais comuns da glândula tireoide. A angiogênese e o estresse oxidativo desempenham 

papéis fundamentais na progressão do câncer, com destaque para os genes VEGFA e 

NFE2L2, envolvidos nesses processos. A expressão gênica pode ser regulada por 

microRNAs (miRNAs, miR), uma classe de reguladores gênicos que controla processos 

celulares como o crescimento celular, diferenciação, proliferação e apoptose. Hsa-miR-

17-5p e hsa-miR-612 são possíveis reguladores dos genes VEGFA e NFE2L2 e podem 

participar dos processos que resultam em alteração celular na tireoide e 

desenvolvimento de distúrbios como o bócio coloide e o câncer papilífero. Objetivos: 

Avaliar a expressão gênica e proteica de VEGFA e NFE2L2 e expressão dos miRs hsa-

miR-17-5p e hsa-miR-612 em amostras humanas de câncer papilífero de tireoide, bócio 

coloide e tecido normal de tireoide. Além disso, investigar o envolvimento dos miRs 

hsa-miR-17-5p e hsa-miR-612 na regulação dos genes VEGFA e NFE2L2 em linhagem 

celular de câncer papilífero de tireoide (linhagem TPC-1). Materiais e Métodos: Foram 

incluídas no estudo 15 amostras de câncer papilífero de tireoide, 15 de bócio coloide e 

seus respectivos tecidos adjacentes, e seis amostras de tecido normal de tireoide. As 

quantificações dos genes e dos miRs foi realizada por meio da técnica de PCR em 

tempo real quantitativa (PCRq). A quantificação da proteína VEGFA foi realizada 

utilizando o ensaio imunoenzimático (ELISA), e a expressão da proteína NFE2L2 foi 

quantificada pela técnica de imuno-histoquímica. Para avaliar a regulação gênica pelos 

miRs, a linhagem celular TPC-1 foi transfectada com o inibidor do miR-17-5p e o 

mimetizador do miR-612 e a expressão dos genes VEGFA e NFE2L2 foi quantificada 

por PCRq. Resultados: O gene VEGFA apresentou alta expressão no tumor e seu tecido 



Resumo xii 
 

 

adjacente (P=0,0125 e P=0,0023, respectivamente) no bócio e tecido adjacente (P < 

0,0001 para ambos os tecidos) em comparação ao tecido normal, assim como o gene 

NFE2L2 (tumor: P=0,0061 e adjacente: P=0,0149; bócio: P=0,0009 e adjacente: 

P<0,0001). A expressão gênica de VEGFA foi mais elevada no bócio em relação ao 

tumor (P<0.0001) e aos respectivos tecidos adjacentes (P<0,0001). Hsa-miR-612 

apresentou expressão reduzida no tecido adjacente do tumor (P=0,016), no bócio e 

tecido adjacente ao bócio (P=0,015; P=0,0131, respectivamente). Hsa-miR-17-5p 

apresentou expressão reduzida apenas no bócio e seu tecido adjacente (P<0,0001; 

P=0,0448, respectivamente). Hsa-miR-17-5p foi mais expresso no tumor em relação ao 

bócio (P=0,033). Correlação negativa foi observada entre a expressão do hsa-miR-612 e 

a expressão de VEGFA e NFE2L2 no tumor (P=0,038; P=0,007) e no bócio com 

NFE2L2 (P=0.002). A expressão do miR-17-5p foi negativamente correlacionada à do 

gene NFE2L2 no tumor (p=0.019). A quantificação proteica do VEGFA mostrou que no 

câncer papilífero, no tecido adjacente ao tumor e no bócio coloide (P=0,0009; 

P=0,0138; P=0,0397, respectivamente) houve aumento em relação ao tecido normal. O 

tumor apresentou expressão mais elevada da proteína VEGFA em relação ao bócio e 

seu tecido adjacente (P=0,022; P=0,0003). A análise de quantificação da proteína Nrf2 

mostrou que no citoplasma do tumor sua expressão foi mais elevada em relação ao 

bócio (P<0,0001) e tecido normal (P<0,0001). O tumor também apresentou no núcleo 

aumento da expressão de Nrf2 em relação ao bócio (P<0,0001). A transfecção do 

inibidor do miR-17-5p na linhagem celular TPC-1 resultou em inibição da expressão do 

gene NFE2L2 em aproximadamente 73%. Conclusão: Os genes NFE2L2 e VEGFA e 

seus produtos proteicos são amplamente expressos no câncer papilífero de tireoide e 

bócio coloide. Hsa-miR-612 apresentou expressão diferencial no tumor de tireoide e 
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bócio coloide e hsa-miR-17-5p apresentou expressão diferencial somente no bócio. Hsa-

miR-17-5p regula positivamente a expressão do gene NFE2L2 em câncer papilífero de 

tireóide. Hsa-mir-612 não participa da regulação da expressão dos genes VEGFA e 

NFE2L2 nesse tipo tumoral. 

 

Palavras-chave: Câncer de tireoide; bócio; 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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NFE2L2 (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 = 0.0009, P = 0.0138, 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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1. INTRODUÇÃO 

1.1 Tireoide 

A glândula tireoide (do grego thureoeidês, com a forma de um escudo) está 

situada na frente dos anéis da traqueia, entre o pomo de adão (proeminência da laringe 

no meio da região anterior do pescoço) e a base do pescoço, onde se localiza a fúrcula 

esternal. Consiste num istmo central com um lobo do lado esquerdo e outro do lado 

direito. (1) 

A glândula contém dois tipos de célula, as células foliculares ou tireócitos, 

responsáveis pela produção de hormônios triiodotironina (T3) e tiroxina (T4) e as 

células parafoliculares ou células C, responsáveis pela produção da calcitonina. Os 

hormônios T3 e T4 são essenciais para o desenvolvimento, crescimento e regulação dos 

processos metabólicos em todo o corpo, e o hormônio calcitonina está envolvido no 

metabolismo e homeostase do cálcio nos ossos. (2) 

O iodo é a matéria-prima principal para a síntese dos hormônios T3 e T4, e 

representa 58% e 65% do peso, respectivamente. O iodo é absorvido pelo intestino 

delgado e transportado pelo sistema circulatório até a tireoide e introduzido na célula na 

forma de iodeto juntamente com íons sódio (Na+) pela proteína transportadora de 

membrana do tipo simporte. No citoplasma, o iodeto é levado à região apical da célula 

até o lúmen do folículo pela proteína de membrana apical pendrina (PDS), onde o iodo é 

oxidado pela tireoperoxidase (TPO), enzima presente na membrana apical dos 

tireócitos. Essa reação é catalisada pelo peróxido de hidrogênio (H2O2) como doador de 

oxigênio. O iodo oxidado é, então, incorporado aos resíduos de tirosina (Tyr) da 

molécula de tireoglobulina (Tg) em uma reação catalisada pela TPO. A Tg é sintetizada 

pelo reticulo endoplasmático rugoso e pelo Complexo de Golgi da própria célula. O 

iodo incorporado à Tg resulta em uma monoiodotirosina (MIT), e outras duas moléculas 
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de iodo resultam em uma diiodotirosina (DIT). A junção de uma MIT com uma DIT, 

catalisada pela TPO, dá origem ao T3, enquanto a junção de duas DIT dá origem ao T4. 

Os hormônios T3 e T4 permanecem no lúmen folicular ligados à Tg na glândula 

tireoide. Caso a glândula pare de produzir e estocar esses hormônios, o órgão ainda tem 

estoque suficiente de hormônio por até 50 dias. Essa capacidade de estocar os 

hormônios produzidos no coloide é uma particularidade da glândula tireoide. Após a 

digestão da Tg, os hormônios T4 e T3 são liberados para a circulação. (3-5) 

O desequilíbrio das funções da tireoide provocado por fatores como irradiação 

externa, alterações genéticas, fatores endógenos, sexo feminino, idade superior a 45 

anos, hábitos alimentares e estilo de vida acarreta distúrbios e doenças na glândula 

tireoide. O bócio coloide é o distúrbio mais comum da tireoide, enquanto que o câncer 

do tipo papilífero é o mais frequente. (5-6) 

1.2 Bócio Coloide e Câncer Papilífero 

O bócio coloide é o mais comum de todos os distúrbios da glândula tireoide, 

mesmo em regiões não endêmicas, é clinicamente detectado em torno de 4% de todos os 

adultos com idade superior a 30 anos. Essa condição clínica é detectada como um 

aumento da glândula, podendo causar pressão na região, disfagia, tosse e rouquidão. Em 

raros casos, a paralisia do nervo laríngeo pode ocorrer quando o nervo é afetado pela 

expansão do bócio. (7) 

Alguns fatores como a heterogeneidade funcional de células foliculares 

normais, o gênero feminino, mutações nos genes Tiroglobulina, Tireoperoxidade, e do 

receptor de TSH (Thyroid-Stimulating Hormone) e o aumento do TSH sérico provocado 

por eventos como deficiência de iodo e erros inatos da síntese de hormônio da tireoide 

desempenham um papel importante na fisiologia e na síntese de hormônios da tireoide e 

essas desregulações predispõem ao desenvolvimento de bócio coloide. (6, 8) 
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Pesquisas realizadas nas Associações Americana, Europeia e Latino-americana 

de tireoide indicaram que os norte-americanos são bastante restritivos na escolha de 

testes laboratoriais. No entanto a maioria dos especialistas realizam exames para 

observar os níveis de TSH e T4 livres no sangue, e também os níveis totais de T4 e T3 

por causa da secreção preferencial de T3 sobre T4 na condição de deficiência leve de 

iodo. (6) 

A presença de bócio coloide pode indicar o início de um processo de 

transformação maligna da tireoide, sendo que normalmente o câncer papilífero é o de 

maior frequência. Um estudo retrospectivo demonstrou que em 13,7% dos pacientes 

operados com bócio, a presença de câncer foi observada no exame histopatológico. (9) 

Outro estudo de 2015 com 134 pacientes mostrou incidência significativa (46,3%) de 

câncer papilífero de tireoide em pacientes com bócio coloide. (10) 

A crescente incidência de câncer em pacientes com bócio coloide reflete a 

necessidade de gerenciamento multidisciplinar para determinação da extensão da 

cirurgia de bócio evitando, assim, a realização de novas cirurgias, já que a 

tireoidectomia parcial apresenta alta taxa de recorrência em longo prazo. (11-12) 

O câncer de tireoide é a neoplasia endócrina mais comum e soma cerca de 

1,7% de todos os diagnósticos de câncer no mundo. (13) Apenas em alguns países, como 

Noruega e Suécia, a incidência de câncer de tireoide é reduzida. (14) As taxas de 

incidência do câncer de tireoide aumentaram desde o início de 1980 e mais 

dramaticamente na última década, com incidência de 3,8% ao ano. Dados 

epidemiológicos do Surveillance Epidemiology and Results (SEER), de 2010 até 2014, 

mostram que o câncer de tireoide é mais comum em mulheres do que em homens e 

entre aqueles com antecedentes familiares de doença tireoide. O número de novos casos 
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de câncer de tireoide foi de 14,2 por 100.000 homens e mulheres por ano. O aumento da 

incidência é indicado pela variação percentual anual, que nos EUA foi de 2,4% de 1980 

a 1997 e de 6,6% de 1997 a 2009. (15-16) 

No mundo o tumor maligno de tireoide é o quinto tipo de câncer mais comum 

em mulheres (16). Relatórios recentes mostraram uma variação 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 hispânicos e 3,4% e 6,4% para asiáticos (Ilhas do 

Pacífico), respectivamente. Embora as taxas mais baixas de câncer de tireoide sejam 

observadas em negros, a maior taxa de aumento em incidência  para o câncer papilífero 

de tireoide ocorre em mulheres negras. (17) 

No Brasil os casos de câncer 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 câncer de tireoide ocupa o oitavo lugar em incidência de os cânceres, 

exceto pele não melanoma. (18) 

Em contraste com a maioria dos tumores, incluindo o da mama, do cólon, do 

pulmão e da próstata, cuja mortalidade diminuiu nas últimas duas décadas, a taxa de 

mortalidade por câncer de tireoide apresentou um ligeiro aumento, relatado pelo SEER, 

para o período 1988-2009, apesar do diagnóstico precoce e melhora no tratamento dos 

cânceres de tireoide de alto risco. (19) 

Entre os fatores de risco para o câncer de tireoide destacam-se a exposição à 

radiação ionizante, (20) o histórico familiar, as condições benignas da tireoide (por 

exemplo, bócio e nódulos tireoidianos), (21) a obesidade, estilo de vida ocidentalizado, 
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fatores dietéticos, deficiência ou excesso de iodo, e a poluição antropogênica, isto é, 

causada por atividades humanas. (22-23) 

O câncer da tireoide representa um modelo atrativo de estudo, já que, 

compreende vários tipos histopatológicos de tumores originários de uma mesma célula e 

com distintos níveis de diferenciação. A maioria dos carcinomas (95%) origina-se de 

células foliculares da tireoide e é subdividido em carcinoma papilífero (80%), 

carcinoma folicular (10%), células de Hurthle (3%) e anaplásico (2%). Os 5% restantes 

são de células do interior da glândula da tireoide, as células-C, que dão origem ao 

carcinoma de tireoide medular. (24-26) 

O câncer papilífero de tireoide (CPT) também pode ser multifocal, mas 

normalmente é de crescimento lento, com tendência a se espalhar para os nódulos 

linfáticos e geralmente tem um bom prognóstico. (27-28) 

O carcinoma folicular da tireoide (CFT) é responsável por aproximadamente 

15% dos cânceres de tireoide de células foliculares e é definido pelas suas 

características invasivas, que resultam na infiltração dos vasos sanguíneos e / ou 

penetração completa da cápsula do tumor. O CFT raramente é multifocal e geralmente 

não apresenta metástases para os nódulos linfáticos regionais, mas tende a espalhar-se 

através da corrente sanguínea para o pulmão e os ossos. Uma importante variante 

histológica do CFT é conhecida como carcinoma de células de Hürthle ou carcinoma 

folicular oncótico, composto de células eosinofílicas repletas de mitocôndrias. (29) 

O câncer anaplásico de tireoide (CAT), representado por menos de 5% dos 

casos, é uma das formas mais letais de tumores humanos. A metástase está presente em 

40% dos pacientes com CAT, sendo que, na grande maioria (80%) ocorre no pulmão 

(30). Apesar do tratamento, o CAT apresenta crescimento e invasão local rápida, 
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ocasionando dificuldade na respiração ou na deglutição do paciente e a traqueotomia é 

frequentemente necessária. O prognóstico desses pacientes é ruim, pois no momento do 

diagnóstico a doença já se apresenta em estágio avançado e a maioria dos pacientes 

morre dentro de 6 meses a 1 ano. (31) 

Nódulos palpáveis são comuns na população adulta, com uma prevalência 

estimada nos Estados Unidos na faixa de 4-7% (32). Um dos principais problemas de 

diagnóstico de problemas relacionados à tireoide envolve a avaliação pré-operatória de 

nódulos tireoidianos. Muitas vezes os exames como, ultrassonografia, tomografia 

computadorizada, e punção aspirativa com agulha fina (PAAF), não fornecem um 

diagnóstico definitivo, e nos casos indeterminados a cirurgia de hemitireoidectomia é 

muitas vezes realizada, sendo que até 75% destes pacientes apresentam doença benigna. 

(33) 

O padrão ouro para a avaliação diagnóstica de nódulos de tireoide é a citologia 

de PAAF. Os resultados falsos positivos e falsos negativos estão entre 1-11% e 0-7%, 

respectivamente. Com base nas biópsias de PAAF, o nódulo pode ser diagnosticado 

como benigno (60% -70%) ou maligno (5% -7%). Em 30% das biópsias não há 

diagnóstico conclusivo, sendo considerados indeterminados ou atípicos e a 

hemitireoidectomia é indicada para o diagnóstico histológico definitivo. (34-35) Devido à 

dificuldade de diagnóstico preciso para o câncer de tireoide, a cirurgia pode ser 

realizada em nódulos benignos, e aproximadamente de 8 a 17% dos nódulos são 

diagnosticados como malignos. (36-38) 

Visando sempre a melhoria do diagnostico o uso do Doppler tem sido de 

extrema importância para auxiliar o diagnóstico de câncer, visto que o crescimento 

tumoral está associado ao aumento da vascularização. Assim, Chammas e colaboradores 
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(2005) adotaram um sistema de classificação, utilizando o Doppler, para analisar os 

padrões vasculares, que consistem nos seguintes: padrão I, ausência de fluxo sanguíneo; 

padrão II, fluxo sanguíneo exclusivamente perinodular; padrão III, fluxo sanguíneo 

perinodular = fluxo sanguíneo central; padrão IV, fluxo sanguíneo central > fluxo 

sanguíneo perinodular; e padrão V, exclusivamente fluxo sanguíneo central. Os 

resultados demonstram que o risco de malignidade aumenta à medida que o fluxo 

sanguíneo intranodular se torna mais dominante. De acordo com os pesquisadores foi 

possível observar que nódulos com fluxo sanguíneo padrão III (2 de 81) foram 

malignos, enquanto 6 dos 14 nódulos com fluxo sanguíneo padrão IV e todos os 5 

nódulos com fluxo sanguíneo padrão V foram malignos. (39) 

No entanto, este método depende de muitas configurações técnicas, tais como: 

sensibilidade Doppler, tipos de filtros utilizados, amplificação de sinal, frequência de 

repetição de pulso, profundidade de região de interesse e atenuação do sinal no tecido. 

Além disso, movimentos como respiração e deglutição, bem como a pulsatilidade das 

artérias circundantes, podem produzir artefatos. (39-40) Portanto, métodos adicionais para 

melhora do diagnóstico pré-operatório são altamente desejáveis e resultaria em um 

impacto importante sobre o atendimento clínico. 

1.3 Angiogênese e os genes NFE2L2 e VEGFA em tireoide. 

A angiogenese desempenha papel fundamental na progressão do câncer e no 

surgimento de metástases, pois, são os novos vasos sanguíneos que fornecem nutrientes 

e oxigênio, necessários à manutenção do crescimento tumoral. (41) A estimulação da 

angiogênese pode ser terapêutica na doença cardíaca isquêmica, doença arterial 

periférica e cicatrização de feridas, já sua inibição pode ter efeito terapêutico em câncer, 

condições oftálmicas, artrite reumatóide e outras doenças. (42) Considerando o papel da 
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angiogênese na tumorigênese, a identificação de biomarcadores relacionados a este 

processo poderá auxiliar no diagnóstico, prognóstico e tratamento. 

Os órgãos endócrinos apresentam alta vascularização, com a presença do 

epitélio fenestrado revestindo os vasos sanguíneos, o que permite a fácil transferência 

de substâncias através dessa parede permeável do vaso, visto que, o suprimento de 

sangue é essencial para funções metabólicas e endócrinas normais. Há a necessidade de 

uma regulação rápida desses sistemas, pois mesmo uma pequena liberação de 

hormônios exige um suprimento de sangue eficiente. (43) 

A tireoide apresenta aumento da vascularização tanto no câncer como no bócio 

quando comparado com tecidos normais. Estudos demonstram que uma maior 

vascularização aumenta o risco de recorrência e menor sobrevivência no câncer 

papilifero, já no câncer do tipo folicular e anaplásico desempenha um papel na 

disseminação tumoral. Esse aumento da vascularização mostra-se importante no câncer 

folicular, em que as células tendem a se espalhar pela corrente sanguínea, enquanto a 

disseminação do câncer papilifero tireoide ocorre por meio do sistema linfático. (43-44) 

Um dos principais fatores para o desenvolvimento da angiogênese fisiológica e 

também na maioria das patologias como o câncer, é a família do Fator de crescimento 

endotelial vascular (VEGF) que inclui cinco isoformas, denominadas VEGFA, VEGFB, 

VEGFC, VEGFD e PIGF, todas descritas em mamíferos. O VEGFA promove a 

angiogênese, a permeabilidade vascular, a migração celular e expressão gênica. VEGFB 

protege contra a degeneração de neurônios sensoriais, o VEGFC é expresso durante a 

embriogênese, enquanto o VEGFD é expresso somente na idade adulta e está envolvido 

no desenvolvimento dos vasos linfáticos. PIGF é o fator de crescimento placentário. (45-

46) 
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O VEGFA é o primeiro fator angiogênico que quando induzido pela hipóxia 

promove os processos de proliferação, brotamento, migração e formação da matriz 

endotelial. (47-48) Em vista disso, é um alvo considerável para novas terapias contra o 

câncer em modelos pré-clínicos. A inibição de VEGFA tem mostrado eficácia no 

tratamento de vários tipos de câncer, com redução no crescimento tumoral e aumento 

das taxas de sobrevida. (41) 

A função endócrina da tireoide requer a regulação precisa da sua rede 

microvascular. A expressão do gene VEGFA na tireoide expressão é elevada quando 

comparada a outros tecidos. A desregulação do VEGFA tem um papel importante tanto 

em doenças benignas como em malignas. No desenvolvimento do bócio primeiramente 

ocorre o aumento das células endoteliais, para que depois ocorra a proliferação das 

células foliculares da tireoide. (49) No câncer, o VEGFA tem sua expressão alterada nos 

diferentes estágios, tipos e na progressão dos cânceres de tireoide. (50-52) 

Outro importante fator para o desenvolvimento angiogênico é o gene NFE2L2 

(Nuclear factor (erythroid-derived 2) -like 2), que codifica o fator de transcrição nuclear 

relacionado 2 (Nrf2). Este gene regula a expressão de proteínas antioxidantes em 

resposta ao estresse oxidativo em vários tecidos. (53) Em condições basais a proteína 

Nrf2 é mantida inativa por meio da ligação dos inibidores KEAP1 (Kelch-like ECH-

associated protein 1) e CUL3 (Cullin 3), que a seleciona para a degradação 

proteassomal (Figura 1).  No entanto, sob estresse oxidativo, Nrf2 dissocia-se dos 

inibidores e é transportado para o núcleo para a regulação de genes dos elementos de 

resposta antioxidante (ARE), genes estes envolvidos em resposta a lesões e inflamações 

que incluem a produção de radicais livres. (53-54) 
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Um exemplo de ação do Nrf2 é a participação no processo de homeostase dos 

níveis de espécies reativas de nitrogênio (ERN) e oxigênio (ERO), controlando 

diretamente a formação de tais moléculas enzimáticas. No caso de oxido nítrico, o 

controle se dá por meio da supressão da enzima indutora de óxido nítrico sintase 

(iNOS), também conhecida como NOS2, ou pela sua capacidade de induzir a expressão 

de enzimas, tais como a catalase, que destroem H2O2. (55) 

Evidências sugerem que o estresse oxidativo também é capaz de induzir a 

angiogênese (56). A tireoide apresenta alta capacidade de defesa contra o estresse 

oxidativo, provavelmente porque uma quantidade mínima de oxidantes é um pré-

requisito para o seu funcionamento normal. (57) O estresse oxidativo é definido como um 

desequilíbrio entre a produção de radicais livres e os metabolitos reativos e a sua 

eliminação por sistemas antioxidativos. (58) 
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Figura 1. Nrf2 sob estresse oxidativo. Normalmente, o complexo Nrf2 e Keap1é 

inativado no citoplasma por degradação proteasomal. Sob estresse 

oxidativo, Nrf2 dissocia-se de Keap1 e transloca-se para o núcleo para 

formar um heterodímero com pequenas proteínas Maf (multicopy associated 

filamentation) e subsequentemente liga-se ao elemento de resposta 

antioxidante (ERA), resultando em efeito antioxidante e citoproteção 

(Figura adaptada Zhou et al., 2012). (54) 

 
Uma série de fatores de estresse celular, incluindo hipóxia, privação de 

nutrientes e ERO, são estímulos importantes para a sinalização angiogênica. (59) A 

hipóxia, um dos principais elementos do microambiente tumoral, é responsável pela 

progressão tumoral por várias etapas, incluindo angiogênese tumoral. O fator de 

transcrição Nrf2 desempenha um papel importante na angiogênese tumoral sendo a 

hipóxia um importante indutor do fator de transcrição Nrf2 como ativador de EROs, 

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

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

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

produção de VEGF induzida por Nrf2 é regulada pelo fator induzível por hipoxia (HIF)-
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1α, e também pode afetar a angiogênese tumoral ao participar da regulação do HIF-1α e 

de IL-8. Finalmente, os fatores proangiogênicos afetam o comportamento biológico das 

células endoteliais, incluindo proliferação, migração e formação de estruturas capilares 

e redução da adesão das proteínas na matriz extracelular, que contribuem para a 

angiogênese tumoral. (54) (Figura 2).  

Há fortes indícios que o desenvolvimento farmacológico de drogas que 

aumentam a atividade do Nrf2 deve ser realizado para a prevenção não só do câncer, 

mas também de muitas outras doenças em que o estresse oxidativo e inflamatório são 

cruciais para a patogênese. No entanto, como um sistema de proteção, a sinalização pelo 

Nrf2 também pode conferir benefícios às células cancerosas, pois sua ativação 

constitutiva por mutações somáticas ou eventos epigenéticos é observada em vários 

cânceres humanos e está ligada à quimiorresistência (60). Por outro lado, um estudo 

mostrou que a degradação do Nrf2 mediada pelo aumento da Cul3 resultou em melhor 

modulação dos sistemas de desintoxicação celular e quimiossensibilidade a 

medicamentos citotóxicos utilizados na terapia do câncer de mama. (61) Estudos em 

linhagens celulares de câncer de tireoide mostram que o Nrf2 atua como mediador da 

resistência à atividade quimioterapêutica de inibidores de proteassoma, e assim, se torna 

um novo alvo potencial para o tratamento do câncer de tireoide. No entanto, a 

relevância clínica destes resultados é incerta, uma vez que a atividade de Nrf2 em 

câncer de tireoide humana permanece desconhecida. (60, 62) 
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Figura 2. Envolvimento de Nrf2 na angiogênese tumoral (Zhou et al., 2012, com 

modificações).(54) Metaloproteinase-1 de matriz (MMP-1); elemento de 

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

 

Ziros e colaboradores (2013) (45) mostraram a relação de Nrf2 com câncer 

papilífero de tireoide, porém, é necessário ampliação dos estudos com metodologias 

adicionais, bem como realizá-los em diferentes populações, tendo em vista a alta 

variabilidade genética da população brasileira devido à miscigenação étnica, e a 

influência dos diferentes fatores de risco aos quais estas populações são expostas, o que 

se torna crucial nos casos de câncer de tireoide, já que esta neoplasia não apresenta 

apenas um fator de risco predominante para seu desenvolvimento. 
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Dado o seu papel de regulador da angiogênese, os genes VEGFA e NFE2L2 

tem sido considerado potenciais alvos para novas terapias antiangiogênicas. Portanto, 

esclarecer a relação entre esses genes pode fornecer informações importantes para o 

desenvolvimento de técnicas ou medicamentos que limitam ou reduzem o crescimento 

tumoral e também restauram a sensibilidade dos tumores aos quimioterápicos. 

1.4 MicroRNAs e Câncer de Tireoide 

Uma classe de moléculas com potencial no diagnóstico são os microRNAs 

(miRNAs, miR), uma classe de reguladores gênicos de aproximadamente 22 

nucleotídeos de comprimento em sua forma ativa. Os miRs funcionam como 

reguladores de genes controlando muitos processos celulares, incluindo crescimento 

celular, diferenciação, proliferação e apoptose. (63-64) Os miRs são RNAs não 

codificantes e endógenos que regulam a expressão de genes codificadores de proteínas, 

promovendo diminuição do produto gênico e proteico. O silenciamento pós-

transcricional mediado por miRs pode ocorrer pela degradação de RNA mensageiro 

(RNAm) alvo (65) e / ou inibição da síntese proteica no estágio de iniciação. (66-67) 

Devido ao seu tamanho pequeno e alinhamento de base imperfeito com os alvos, os 

miRs têm a capacidade de regular muitos RNAm alvo, atuando como reguladores 

globais para a expressão gênica. (68) 

Os miRs são transcritos pela RNA polimerase II e são processados ainda no 

núcleo pela enzima Drosha, dando origem ao pré-miRs, os quais são exportados para o 

citoplasma se tornando miRs maduros pela ação da enzima Dicer. Uma das fitas geradas 

pelo miR maduro conduzirá a repressão do RNAm alvo ao se integrar ao complexo 

RISC (RNA-indunced silencing complex) (63). O RNAm alvo é reconhecido pelos miRs 

maduros, resultando na degradação do mesmo quando houver complementariedade total 

e a repressão da tradução quando houver complementariedade parcial (Figura 3). (69) 
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Figura 3: Biogênese e ação dos miRs. Os miRs são transcritos pela RNA polimerase II e 

no núcleo sofrem a ação da enzima Drosha, originado os pré-miRs. Estes 

são exportados para o citoplasma pela proteína Exportin 5, e são 

reconhecidos pela enzima Dicer, que processa os pré-miRs em miRs 

maduros. Uma das fitas deste miR é selecionada para integrar o complexo 

RISC, que conduzirá a repressão da tradução do RNAm alvo por meio do 

pareamento parcial ou completo entre o miR maduro e a região UTR 3` 

(untranslated region) do RNAm. (Adaptado de Winter et al., 2009). (69) 

É bem estabelecido que alguns miRs apresentam expressão diferencial em 

diferentes tipos de câncer, incluindo o câncer de tireoide, o que sugere que as alterações 

na expressão de miRs podem ser importantes no processo de tumorigênese. (70) 

Ao longo das décadas, evidências emergentes sugeriram que os miRs poderiam 

ser utilizados como biomarcadores para a detecção do câncer, pois os miRs podem ser 

facilmente obtidos a partir de fluidos corporais, como soro, urina e plasma sem a 

necessidade de procedimento invasivo. Também foi relatado que mais de 30% dos 
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RNAm humanos são regulados por miRs, o que reforça a importância dos miRs no 

diagnóstico de câncer. (71) 

Muitos miRs são expressos na célula de modo específico, tendo sua expressão 

aumentada ou reprimida em tumores, proporcionando assim, uma base lógica para o seu 

uso potencial de diagnóstico. Vários miRs, incluindo miR-146b, miR-221, miR-222, 

miR-181b, miR-155 e miR-224, têm expressão significativamente elevada em câncer  

papilífero de tireoide. (72) Interessantemente, a expressão dos miRs é correlacionada com 

o padrão mutacional dos carcinomas papilíferos. Por exemplo, o miR-187 foi expresso 

em níveis mais elevados em tumores que possuem rearranjos no oncogene retPTC. Em 

outros estudos correlacionou-se o aumento da expressão do miR-221 e do miR-222 com 

maior frequência de mutações nos genes BRAF e RAS em tumores papilíferos. (70, 73) 

1.4.1 miR-17 e miR-612 

Um dos principais miRs policistrônicos é 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 

sobrevivência, proliferação, diferenciação e angiogênese celular. (74) 

Estudos mostraram que a exclusão do cluster miR-17-92 em ratos é letal no 

período perinatal, visto que os embriões exibem anormalidades esqueléticas graves, são 

menores do que os embriões normais e morrem por defeitos cardíacos e hipoplasia 

pulmonar (74-75). A superexpressão do cluster miR-17-92 leva à proliferação do epitélio 

pulmonar e sugere um papel no câncer de pulmão. (76) 

O cluster miR-17-92 foi inicialmente amplificado em linfomas celulares 

difusos, e o nocaute do miR-17-92 nessas células resultou em aumento da apoptose, na 

redução da tumorigenicidade e da progressão tumoral. (77) Os membros do cluster têm 

papéis fundamentais no desenvolvimento normal e a sua desregulação leva a uma ampla 
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gama de doenças. Estudos relataram que a família miR-17-92 tem sua expressão 

alterada em diferentes tipos de câncer, como o miR-93 no câncer de mama, (78) miR-20a 

em câncer cervical, (79) miR-106b em linfoma (80) e câncer gástrico. (81) A expressão 

elevada do cluster mir-17-92 também é observada em neoplasias malignas 

hematopoiéticas, doenças imunes, neurodegenerativas e cardiovasculares. (74, 82-83) Em 

tireoide o mir-17-5p tem sua expressão elevada na linhagem de câncer anaplásico (84) e 

em amostras de câncer papilífero de tireoide. (85) 

Um estudo de meta-análise concluiu que o cluster miR-17-92 pode ser usado 

como biomarcador de rastreamento não-invasivo para o diagnóstico e prognóstico de 

vários tipos de câncer, atuando como um método complementar de triagem inicial de 

câncer na prática clínica. (83) 

Estudos funcionais mostraram o envolvimento de alguns dos membros do 

cluster miR-17-92 em câncer de tireoide. Zhao & Li, 2015 mostraram que a inibição de 

miR-17 resultou em aumentou significativamente da migração das células foliculares de 

tireoide. (86) Outro estudo recente mostrou que as células transfectadas com inibidor do 

miR-17-5p resultou em inibição da progressão do ciclo celular na linhagem celular do 

tipo papilífero (TPC-1). (87) 

O miR-612 está localizado no cromossomo 13q31 e apresenta efeitos 

inibitórios na proliferação celular, migração, invasão e metástase 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 inibição da transição 

epitélio-mesenquimal e metástase. Os níveis de miR-612 em pacientes com CHC foi 

inversamente associado ao tamanho do tumor, estágio, transição epitélio-mesenquimal e 

metástase. De particular importância, o miR-612 está envolvido nos eventos iniciais e 
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finais da cascata metastática, reprimindo a invasão local e a colonização à distância. (88-

89) 

Sheng e colaboradores, 2015, 71 verificaram que a expressão de miR-612 foi 

significativamente menor nos tecidos e nas linhagens celulares de câncer colorretal 

(CCR) em comparação com os tecidos adjacentes e linhagem celular normal, e menor 

nos espécimes de CCR metastáticos em comparação com espécimes não metastáticos. A 

superexpressão do miR-612 pela técnica de transfecção reduziu a proliferação celular e 

migração tanto em in vitro quanto in vivo. (90) 

Há poucos relatos na literatura que contrastam a relação entre os miR-17-5p e 

miR-612 com os genes NFE2L2 e VEGFA em câncer papilífero de tireoide e bócio 

coloide. Nosso grupo de pesquisa tem anos de experiência em estudos moleculares de 

neoplasias, porém nos últimos anos tem se observado a crescente necessidade em 

correlacionar as análises moleculares às práticas clínicas, e traduzir esta relação em 

benefício ao paciente.  



Introdução 20 
 

1.5 Objetivos 

- Avaliar a expressão gênica de VEGFA e NFE2L2 em amostras humanas de 

câncer papilífero de tireoide, bócio coloide e seus respectivos tecidos adjacentes, e 

tecido normal de tireoide. 

- Investigar a expressão proteica de VEGFA e NFE2L2 nos tecidos tumorais, 

bócio coloide e tecido normal de tireoide. 

- Analisar a expressão 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 

regulação dos genes VEGFA e NFE2L2 em linhagem celular de câncer papilífero de 

tireoide (linhagem TPC-1) transfectada. 
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2. MATERIAIS E MÉTODOS 

O estudo foi desenvolvido na Unidade de Pesquisa em Genética e Biologia 

Molecular (UPGEM), que apresenta a estrutura básica necessária para os estudos 

moleculares propostos no presente projeto. Foram utilizadas amostras de tecido fresco 

(tumor, bócio e seus tecidos adjacentes) e como amostras controle (normais) foram 

utilizadas biópsias de tecido normal de tireoide provenientes de autopsias realizadas 

pelo Serviço de Verificação de Óbitos do Hospital de Base de São José do Rio Preto. As 

amostras com diagnóstico de câncer papilífero de tireoide e bócio coloide foram 

coletadas em colaboração com o Serviço de Patologia com a supervisão do Dr. Dalisio 

de Santi Neto e com o Departamento de Otorrinolaringologia e Cirurgia de Cabeça e 

Pescoço do Hospital de Base/ Faculdade de Medicina de São José do Rio Preto – 

FAMERP sob responsabilidade do Prof. Dr. José Victor Maniglia. Os pacientes 

submetidos à cirurgia para retirada do tumor responderam a um questionário específico 

com informações sobre fatores de risco e dados familiares (Anexo I). 

2.1 Considerações Éticas 

As amostras de tecido fresco colhidas em cirurgia foram incluídas no estudo 

após assinatura do Termo de Consentimento livre e esclarecido (Anexo II), conforme 

submetido ao Comitê de Ética em Pesquisa da Faculdade de Medicina de São José do 

Rio Preto, FAMERP (CAAE 20549313.0.0000.5415, parecer nº 468.393) (Anexo III). 

Em relação às amostras controle, foi solicitada a dispensa do Termo de Consentimento, 

por conta da dificuldade na localização dos familiares desses pacientes. O presente 

projeto foi desenvolvido segundo as Normas Regulamentadoras de Pesquisas em Seres 

Humanos, Resolução CNS 466/12 (versão atualizada da Resolução CNS 196/96). 
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2.2 Amostras 

Foram investigados um total de 66 amostras, 15 de câncer papilífero de tireoide 

e 15 de tecido adjacente; 15 amostras de bócio coloide e 15 de tecido adjacente e seis 

amostras de tecido normal. As amostras de câncer e bócio coloide de tireoide coletadas 

foram encaminhadas ao Serviço de Patologia do Hospital de Base de São José do Rio 

Preto - SP, sob a supervisão do Dr. Dalisio de Santi Neto, para o diagnóstico e 

macrodissecção para separação dos tecidos tumorais, de bócio e seus respectivos tecidos 

adjacentes. Os tumores foram classificados pela equipe médica participante do projeto 

de acordo com os parâmetros da  American Joint Commitee for Cancer (AJCC) (91) em 

três critérios: tamanho do tumor (T), presença de linfonodos regionais comprometidos 

(N) e presença de metástase à distância (M). 

2.3 Predição 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 predição computacional das interações conservadas dos miRs e as 

regiões UTR 3' de mRNAs alvo. Foram selecionados dois miRs que apresentaram 

maiores scores para a regulação dos genes NFE2L2 e VEGFA. 

2.4 Análise de expressão dos genes NFE2L2 e VEGFA e dos miR-17-5p e miR-612. 

Para análise da expressão gênica das amostras e das células os RNAs foram 

extraídos utilizando o Kit mirVana PARIS (Applied Biosystems), conforme instrução do 

fabricante. As amostras de RNA foram quantificadas utilizando o equipamento 

Nanodrop 2000 (Thermo Fisher Scientific).  
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O DNA complementar (DNAc) para todas as amostras foi sintetizado em uma 

reação de 20µl contendo 2-5µg de RNA total e o kit High Capacity cDNA Archive Kit 

(Life Technologies), de acordo instruções do fabricante. Para a conversão do miRs em 

DNAc será utilizado o kit TaqMan- Micro RNA Reverse Transcription (Applied 

Biosystems). 

As análises de expressão dos genes NFE2L2 (Hs00975961_g1) e VEGFA 

(Hs00900055_m1) e dos miRs hsa-miR-17-5p (002308) e hsa-miR-612 (001579) foram 

realizadas por PCR quantitativa em tempo real (PCRq), utilizando sondas TaqMan 

específicas, de acordo com instruções do fabricante (Thermo Fisher Scientific) no 

equipamento CFX 96 Real Time System (Bio-Rad). Todas as reações foram realizadas 

em duplicata e incluíram um controle de contaminação (branco). Os genes β-actina 

(Hs01060665_g1) e GAPDH (Hs03929097_g1) foram utilizados como genes de 

referência 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 

quantificação relativa (RQ) da expressão gênica e do miRs foi calculada usando o 

método 2-ΔΔCt. (92) O tecido normal foi usado como calibrador. 

2.5 Quantificação e expressão proteica das amostras de tecido 

As proteínas foram extraídas com o Kit MirVana Paris e Trizol Reagent 

(Applied Biosystems), de acordo com instrução do fabricante, e quantificadas utilizando-

se o kit BCA Protein Assay (Pierce).  

2.5.1 Quantificação da proteína VEGFA por Ensaio Imunoenzimático (ELISA) 

A quantificação da proteína 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. Após esse 

período, a placa foi lavada com tampão de lavagem (3X) e incubada por uma hora em 
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temperatura ambiente com o reagente diluente. Logo após, foi repetida a lavagem com o 

tampão de lavagem (3X). Os padrões e as amostras de proteína, na concentração de 

2µg/µl, foram inseridos nos poços em duplicata e incubados por 2 horas em temperatura 

ambiente. Após lavagem, foi adicionado o anticorpo de detecção e incubou-se por 2 

horas em temperatura ambiente. Após lavagem, adicionou-se a estreptavidina e 

incubou-se por 20 minutos em ausência de luz. Novamente a placa foi lavada (3X) e a 

solução de substrato foi adicionada e incubada por 20 minutos em temperatura 

ambiente. Ao final foi adicionada a solução de parada. A leitura da absorbância foi 

realizada por espectrofotômetro com filtro de 450 nm e as análises foram realizadas 

pelo software Skanlt (Thermo Scientific). A proteína VEGFA recombinante foi utilizada 

para a curva padrão e cálculo das concentrações das proteínas VEGFA das amostras. 

2.5.2 Imuno-histoquímica das amostras de tecido para a proteína NFE2L2 

A imunocoloração endógena de NFE2L2 foi avaliada em seções histológicas (5 

μm) de cada amostra (tumor, áreas adjacentes e normais). Após a desparafinação, as 

seções foram reidratadas em etanol graduado (100, 90, 80 e 50%). Para recuperação de 

antígenos, as lâminas foram incubadas em solução tampão de citrato. Utilizou-se o 

anticorpo primário anti-Nrf2 (PA5-27882) de coelho policlonal (Thermo Fisher 

Scientific), na diluição de 1: 100 em albumina de soro bovino (BSA) a 1%. Algumas 

lâminas foram incubadas somente com 1% de BSA primário para fornecer um controle 

negativo para a reação. Após o período de incubação, foram submetidas a incubação 

com anticorpo secundário biotinilado (Histostain-Plus IHC Kit, DAB, broad spectrum 

(95-9943B, Invitrogen). Posteriormente, as lâminas foram incubadas com o complexo 

de estreptavidina conjugada com peroxidase. As lâminas foram incubadas no escuro 

com 3,3'-diaminobenzidina (DAB 750118, Invitrogen). A hematoxilina de Harris foi 

utilizada como contra coloração. As lâminas foram desidratadas em etanol, banhadas 
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em xileno para montagem com Bálsamo do Canadá. Para a análise da densitometria, as 

seções foram fotografadas na objetiva de 40x (três campos por lâmina) no microscópio 

Leica DM750, com o software Leica LAS EZ, em uma escala arbitrária de 0 a 255, e os 

dados foram expressos como média ± SEM. As análises foram realizadas utilizando-se 

o software GraphPad Prism, versão 6. Para cada amostra foram avaliados o citoplasma 

e núcleo de células epiteliais em 20 pontos distribuídos igualmente no citoplasma e 10 

pontos no núcleo. 

2.6 Linhagem Celular 

A linhagen celular TPC-1 derivada de câncer papilifero foi cultivada em frasco 

de cultivo de 25 ou 75 cm2, 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 sódica e 100 mg/mL de Estreptomicina (Cultilab) e 

1% de L-glutamina (Cultilab), a 37°C em uma atmosfera de 5% de CO2. A troca do 

meio foi realizada a cada três dias e quando atingida a confluência 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 tripsinização foi interrompida com a 

adição de Meio de Cultura Completo e as células subdivididas em novos frascos, para a 

obtenção do número de células necessário para os procedimentos propostos. 

2.7 Transfecção dos miRs na linhagem celular TPC-1 

De acordo com dados da literatura sobre a expressão dos miR-17-5p e miR-612 

em tecidos tumorais, os ensaios para análise funcional de regulação da expressão gênica 

foram selecionados. O miR-17-5p é frequentemente observado em alta expressão em 

tumores (83, 85). Portanto, optou-se por realizar o ensaio de inibição deste miR para 

melhor avaliar seu papel na expressão dos genes VEGFA e NFE2L2. Por outro lado, o 
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miR-612 apresenta expressão reduzida em amostras tumorais, assim o ensaio de 

mimetização deste miR foi realizado. 

Foi adicionado em cada poço 100 µl 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) e do mimetizador do miR-612 (MC11461, 

Thermo Scientific), em placas de 24 poços contendo em cada poço 80.000 células. As 

células foram cultivadas por 48h, submetidas à extração de RNA para verificação da 

eficiência da transfecção, 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 dá por meio da quantificação 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 HMGA2 (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 não apresentam RNAm alvo no transcriptoma humano e é usado como 

referência (calibrador) nas análises de quantificação relativa para avaliação do efeito 

dos microRNA na expressão dos genes-alvo. 

2.8 Análise Estatística 

O tipo de análise estatística para cada caso foi escolhido após a realização de 

um teste de Normalização para verificar se os valores apresentavam distribuição normal. 

As análises foram realizadas no programa estatístico GraphPad Prism, versão 6.  
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A distribuição de dados contínuos foi avaliada utilizando o teste de 

normalidade de D'Agostino e Pearson. Wilcoxon Signed rank test e Mann Whitney test 

foi utilizado para avaliar os dados de expressão gênica. A correlação entre a expressão 

dos miRNAs com os genes foi analisada por Correlação de Spearman. Mann-Whitney 

test foi utilizado para avaliar os dados de expressão proteica. Os valores p≤ 0,05 foram 

considerados significativos.  
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3. RESULTADOS  

3.1  Caracterização das amostras. 

A tabela 1 apresenta as características das amostras incluídas no estudo. Os 

tumores foram subdivididos de acordo com a classificação TNM, na qual T é a 

localização e tamanho do tumor, N é o número de linfonodos comprometidos e M a 

presença ou não de metástases. 

Tabela 1. Características das amostras coletadas. 

Características Tumor Bócio 
Idade   
<45 8 (53.4%) 6 (40%) 
≥45 7 (46.6%) 9 (60%) 
   
Gênero   
Feminino 13 (86.7%) 14 (93.4%) 
Masculino 2 (13.3%) 1 (6.6%) 
   
TNM   
T     
I 8(53.4%)  
II & III 7 (46.6%)  
   
N 2 (13.3%)  
   
M 2 (13.3%)  
   

TNM: Classificação dos tumores; T: tamanho do 

tumor; N: envolvimento de linfonodos 

regionais; M: metástase a distância. 

3.2  Expressão do RNAm dos genes VEGFA e NFE2L2 e dos miR-17-5p e miR-612 

nas amostras de tecido fresco. 

As expressões dos tecidos tumorais e de bócio coloide e seus respectivos 

tecidos adjacentes foram comparadas aquelas observadas no tecido normal. Os genes 

VEGFA e NFE2L2 apresentaram expressão elevada no tumor e no bócio, comparada ao 

tecido normal. Já os miR-17-5p e miR-612 não apresentaram expressão diferencial no 

tumor, porém, no bócio a expressão de ambos os miRs foi reduzida (Tabela 2). 
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Tabela 2. Expressão gênica e miRs em tumor de tireoide e bócio em relação ao 

tecido normal de tireoide. 

Tumor  Bócio 

Gene Mediana RQ** Mín Máx P  Mediana RQ** Mín Máx 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: Quantificação Relativa; P: valor de P; *Wilcoxon Signed rank test. **Em 

relação às amostras de tecido normal (RQ = 1). 

 

Os genes VEGFA e NFE2L2, também apresentaram expressão elevada nos 

tecidos adjacentes de tumor e bócio. O miR-612 apresentou expressão reduzida no 

tecido adjacente do tumor, no tecido adjacente ao bócio, enquanto que o miR-17-5p 

apresentou expressão reduzida apenas no tecido adjacente ao bócio (Tabela 3). 

Tabela3. Expressão gênica e miRs nos tecidos adjacentes de tumor de tireoide 

e bócio em relação ao tecido normal de tireoide. 

Adjacente Tumor  Adjacente Bócio 

Gene Mediana RQ** Mín Máx P  Mediana RQ** Mín Máx 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: Quantificação Relativa; P: valor de P; * Wilcoxon Signed rank test. **Em 

relação às amostras de tecido normal (RQ = 1). 

 

Nas comparações entre os grupos a expressão do gene VEGFA foi mais elevada 

em bócio comparado ao tumor (mediana RQ = 20,28 vs 1,5; p < 0,0001) e também no 

tecido adjacente ao bócio comparando ao adjacente ao tumor (mediana RQ = 20,72 vs 
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3,40; p < 0,0001) (Figura 4). Em relação ao gene NFE2L2, não houve diferença 

significante entre os grupos (Figura 5). 

Em relação ao miR-17-5p sua expressão foi mais elevada no tumor quando 

comparado ao bócio (mediana RQ = 0,20 vs 0,09; p = 0,033) (Figura 6). A expressão do 

miR-612 não diferiu significante entre os grupos (Figura 7). 

Figura 4. Expressão de RNAm de VEGFA nos tecidos de tumor e bócio e seus 

respectivos tecidos adjacentes. Os dados foram apresentados como 

mediana com variação interquartil (percentil 25% e percentil 75%). 

Os valores de RQ estão apresentados em escala logarítmica de base 

2. * Estatisticamente significante. (Mann-Whitney, P < 0,0001). RQ 

tecido normal = 1. 
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Figura 5. Expressão de RNAm de NFE2L2 nos tecidos de tumor e bócio e seus 

respectivos tecidos adjacentes. Os dados foram apresentados como 

mediana com variação interquartil (percentil 25% e percentil 75%). 

Os valores de RQ estão apresentados em escala logarítmica de base 

2. RQ tecido normal = 1. 
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Figura 6. Expressão do miR-17-5p nos tecidos de tumor e bócio e seus 

respectivos tecidos adjacentes. Os dados foram apresentados como 

mediana com variação interquartil (percentil 25% e percentil 75%). 

Os valores de RQ estão apresentados em escala logarítmica de base 

2. * Estatisticamente significante. (Mann-Whitney, P = 0,033). RQ 

tecido normal = 1. 
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Figura 7. Expressão do miR-612 nos tecidos de tumor e bócio e seus 

respectivos tecidos adjacentes. Os dados foram apresentados como 

mediana com variação interquartil (percentil 25% e percentil 75%). 

Os valores de RQ estão apresentados em escala logarítmica de base 

2. RQ tecido normal = 1. 

 

3.3 Correlação entre a expressão dos genes VEGFA e NFE2L2 e dos miR-

17-5p e miR-612. 

Para a análise de correlação foi utilizada o teste de Correlação de Spearman 

para avaliar a correlação entre a expressão dos genes VEGFA e NFE2L2 e dos miR-17-

5p e miR-612. Houve correlação 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 relação ao bócio 

somente o miR-612 apresentou correlação negativa com o gene NFE2L2 (Tabela 4). 
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Tabela 4. Correlação entre a expressão dos genes VEGFA e NFE2L2 e dos miR-17-5p e 

miR-612 em tumores de tireoide e bócio coloide. 

R2: Coeficiente de correlação; P: valor de P; * Correlação de Spearman. 

 

3.4 Expressão Proteica do VEGFA e NFE2L2 nos tecidos 

3.4.1 Expressão proteica de VEGFA. 

A quantificação da proteína VEGFA foi realizada pela técnica de ELISA e o 

resultado da quantificação foi expresso pela concentração em pg/ml. Foram 

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

e tecido normal. A expressão proteica de VEGFA foi maior no tumor em relação ao 

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

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

em relação ao tecido normal (P = 0,0138). A expressão de VEGFA no bócio foi maior 

em relação ao tecido normal (P = 0,0397) (Figura 8). 

Tumor  Bócio 
 VEGFA NFE2L2  VEGFA NFE2L2 

R2 P R2 P  R2 P R2 P 
miR17-5p -0,411 0,130 -0,067 0,019*  -0,118 0,653 -0,174 0,503 
miR-612 -0,546 0,038* -0,679 0,007*  -0,479 0,062 -0,724 0,002* 
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Figura 8. Expressão proteica de VEGFA das amostras de tumor, bócio e tecido 
normal. Os dados foram apresentados pela concentração (pg/ml) em 
escala logarítmica de base 10. Teste Mann Whitney (*P = 0,0222; ** 
P = 0,0003; *** P = 0,0009; # P = 0,0138; ## P = 0,0397). 

 
 
3.4.2 Expressão proteica de Nrf2. 

A expressão da proteína Nrf2 por meio da técnica de imuno-histoquímica dos 

tecidos tumorais, de bócio coloide e tecidos normais está apresentada na Figura 9. A 

expressão de Nrf2 foi maior no tecido tumoral em relação ao tecido normal (P < 0,001) 

e ao bócio (P < 0,001) no citoplasma celular. No núcleo, também foi observada maior 

marcação no tumor em relação ao bócio (P < 0,001). Não houve marcação nuclear no 

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

de reação. 
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Figura 9: Expressão da proteína Nrf2 na glândula da tireoide. Aumento da expressão no 

citoplasma e núcleo nos diferentes tecidos. (A) Tecido normal de tireoide (B) 

Bócio coloide (C) Câncer papilífero de tireoide. Controle de reação do bócio 

(D) e do tumor (E). Secções: 5 μm. Contra-coloração: hematoxilina. Barras 

de escala, 20 μm. Análise densitométrica de Nrf2 (F). Os dados representam a 

média ± SEM do índice densitométrico. * P <0,0001. Barra: 20µm. Setas: 

Citoplasma; Cabeça de seta: Núcleo.  
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3.5 Transfecção celular 

3.5.1 Ensaio de superexpressão do miR-612 em linhagem celular TPC-1 

O teste de eficiência da transfecção nas células TPC-1 com o microRNA 

sintético miR-612 foi realizado com os controles positivo e negativo, conforme descrito 

em Materiais e Métodos. Após o cálculo da quantificação relativa (método 2-ΔΔCt) do 

gene TWF1 nas células tratadas com o mirVana™ miRNA Mimic miR-1 Positive 

Control utilizando-se as células tratadas com mirVana™ miRNA Mimic, Negative 

Control #1 como calibrador, foi observada redução de 60% da expressão do gene 

TWF1. Os ensaios para avaliar a influência do miR-612 na expressão dos genes VEGFA 

e NFE2L2 mostraram que não houve diferença significativa na expressão desses genes 

após a transfecção com o miR-612 (Figura 10).  

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

O teste de eficiência da transfecção do inibidor do miR-17-5p, utilizando a 

expressão do controle positivo mirVana™ miRNA Inhibitor, let-7c positive control, 

mostrou redução de 60% da expressão do gene HMGA2. Após a transfecção do inibidor 

do miR-17-5p nas células TPC-1 não foi observada diferença na expressão do gene 

VEGFA, porém houve inibição de aproximadamente 73% da expressão do gene 

NFE2L2 (Figura 11).  
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Figura 10. Resultados do ensaio de transfecção de células TPC-1 com o 

mirVana™ miRNA Mimic para miR-612. A expressão do gene 

VEGFA (A) e NFE2L2 (B) não apresentou diferença entre células 

transfectadas e não transfectadas com o miR-612.  

 

 

Figura 11. Resultados do ensaio de transfecção de células TPC-1 com o 

mirVana™ miRNA Inhibitor para miR-17-5p. (A) A expressão do 

gene VEGFA não apresentou diferença entre células transfectadas e 

não transfectadas com o inibidor para miR-17-5p. (B) A expressão 

do gene NFE2L2 apresentou redução de aproximadamente 73%. 

*Redução de aproximadamente 73% em relação ao controle 

negativo. 
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4. DISCUSSÃO 

A angiogênese está presente no desenvolvimento de novos vasos sanguíneos a 

partir de vasos preexistentes, sendo um processo crucial na fisiologia normal do 

desenvolvimento embrionário, cicatrização de feridas e ciclo menstrual, porém, também 

está presente em processos patogênicos, como aterosclerose, artrite, retinopatia 

diabética, psoríase e no desenvolvimento de tumores. (43) Os dois genes VEGFA e 

NFE2L2 estudados desempenham papéis fundamentais na angiogênese (41, 54).  

O gene VEGFA é um dos primeiros a ser induzido na angiogênese, sendo a 

hipóxia um importante indutor desse gene. A diminuição da oxigenação dos tecidos é 

um dos principais elementos no microambiente tumoral e é responsável por promover a 

progressão do tumor por meio de vários eventos, incluindo a angiogênese. Esse evento 

também é relevante para o gene NFE2L2, pois durante a hipóxia ocorre aumento do 

estresse oxidativo e a indução e a tradução do gene na proteína Nrf2, um importante 

fator de transcrição. Durante este processo há a expressão da heme oxigenase-1 (HO-1), 

que por sua vez desencadeia a síntese de VEGFA, e esse aumento do VEGFA ativa a 

proteína Nrf2, mostrando que esse feedback entre os genes VEGFA e NFE2L2 é 

relevante para a angiogênese. (54) Portanto, o entendimento da relação entre VEGFA e 

NFE2L2 na tireoide apresenta grande importância, já que neste tecido a vascularização e 

o estresse oxidativo são processos presentes na fisiologia normal da glândula. 

Sabe-se que os órgãos endócrinos como a tireoide necessitam de bom 

suprimento de sangue para um bom funcionamento das funções metabólicas e 

endócrinas do órgão. Assim, a angiogênese tem grande importância para o 

desenvolvimento dos tumores malignos, mas também está presente em tecidos normais 

e aqueles com alterações benignas, como o caso do bócio coloide, onde também há 

aumento da expressão do fator de crescimento angiogênico e da vascularização. (43, 52) 



Discussão 43 
 

 

O presente trabalho mostrou que os tecidos afetados pelo câncer papilífero de 

tireoide ou por bócio coloide e seus respectivos tecidos adjacentes apresentaram 

expressão aumentada de ambos os genes analisados, VEGFA e NFE2L2, evidenciando 

que a vascularização e o estresse oxidativo estão em desequilíbrio nesses tecidos. 

Corroborando com os nossos resultados, estudo de Salajegheh e colaboradores (2013) 

(51) mostrou que a expressão do gene VEGFA é maior em câncer de tireoide em 

comparação com tecidos não neoplásicos da tireoide. Malkomes e colaboradores (2013) 

(37C) observaram que a expressão aumentada do gene VEGFA é crucial para o 

desenvolvimento do bócio, pois a proliferação de células endoteliais antecede a dos 

tireócitos. Em relação ao gene NFE2L2, estudos mostram que defeitos funcionais e o 

aumento da expressão do gene NFE2L2 ocorrem na tireoide, já que esse gene está 

presente na manutenção da homeostase contra o estresse oxidativo fisiologicamente 

gerado durante a síntese do hormônio da tireoide, podendo contribuir para o 

desenvolvimento do bócio assim como para a tumorigênese neste órgão. (60, 93-94) Vale 

ressaltar que os níveis de expressões desses genes aumentam de acordo com o tipo e 

grau de progressão do câncer de tireoide. (51, 95) 

Observamos também a expressão elevada desses genes nos tecidos adjacentes 

em relação ao tecido normal, evidenciando que o órgão afetado tanto pelo câncer como 

bócio tem sua fisiologia alterada. Esse resultado mostra a importância do tecido normal 

como normalizador das amostras afetadas nos estudos de expressão gênica, já que o 

tecido adjacente não mostra a real normalidade do tecido, possivelmente por 

apresentarem alterações celulares que antecedem essas doenças. 

A comparação entre tumor e bócio coloide e entre tecido adjacente ao tumor e 

tecido adjacente ao bócio, mostrou que as amostras de bócio coloide e seu tecido 
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adjacente apresentaram expressão significativamente mais elevada do gene VEGFA. 

Alguns fatores podem explicar esse aumento de expressão do gene VEGFA no bócio. O 

aumento das células endoteliais é o primeiro passo para a formação do bócio, que 

apresenta níveis de expressão de VEGFA semelhantes àqueles observados em alguns 

tipos de câncer de tireoide. (46, 49, 96) Também vale ressaltar que a maioria das amostras 

de câncer papilífero analisadas no presente estudo apresentam estágios inicias na 

classificação TNM e que os níveis de expressão do gene VEGFA aumentam de acordo 

com os tipos e estágios tumorais. (51) 

Em relação à expressão do gene NFE2L2, as comparações entre os tecidos não 

indicaram diferenças significativas. Alguns estudos mostraram que a diferença entre os 

tecidos é mais evidenciada pela análise proteica de Nrf2, pois, é nessa fase que esse 

fator é degradado no tecido normal. Nas lesões benignas, essa degradação sofre um 

desequilíbrio e no tecido tumoral é possível observar sua migração para o núcleo onde 

esse fator é responsável pela resposta ao estresse oxidativo e ativação de enzimas 

antioxidantes. (60, 95) 

Adicionalmente também foi verificada a expressão dos hsa-miR-17-5p e hsa-

miR-612 nas amostras de câncer papilífero e bócio coloide e seus respectivos tecidos 

adjacentes em relação ao tecido normal, visto que esses miRs podem estar relacionados 

à regulação dos genes estudados. Os resultados mostraram que miR-17-5p e miR-612 

não apresentaram expressão diferencial nas amostras tumorais, e somente o miR-612 

apresentou expressão reduzida no seu respectivo tecido adjacente. Nas amostras de 

bócio coloide e adjacente as expressões desses miRs foram reduzidas. 

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

tireoide, e na maioria dos resultados publicados esse miR mostra expressão elevada nos 
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tecidos tumorais, (83-85) porém, para o câncer papilífero de tireoide há resultados 

controversos como os encontrados pelos autores Zhao e Li em 2015, (62) no qual a 

expressão deste miR estava significativamente reduzida nas amostras de câncer 

papilífero de tireoide em relação ao tecido adjacente não tumoral. Os resultados do 

presente estudo não evidenciaram diferenças significativas entre as expressões dos 

tecidos tumorais e tecidos não tumorais adjacentes em relação ao miR-17-5p, porém foi 

observada diminuição da expressão do mesmo que poderia ser comprovada com o 

aumento do número amostral. No entanto, a expressão do miR-17-5p foi 

significativamente reduzida nas amostras de bócio coloide em relação ao tecido normal. 

Não foram encontrados dados na literatura que corroborem ou contrastem com os 

achados do presente estudo. Na comparação entre tumor e bócio houve aumento 

significativo da expressão do miR-17-5p nas amostras tumorais, evidenciando que 

mesmo que nossas amostras apresentaram estágios iniciais já é possível observar essa 

alteração do tecido maligno em relação ao benigno. 

A expressão do miR-612 não apresentou diferença significativa no tecido 

tumoral, apesar de sua expressão relativa ter sido baixa nessas amostras. Porém, no 

tecido adjacente ao tumor, no bócio coloide e seu respectivo tecido adjacente sua 

expressão foi significativamente reduzida comparada com a expressão do tecido normal. 

Outros pesquisadores mostraram que esse miR apresenta expressão reduzida em câncer 

colorretal (90) e em carcinoma hepatocelular (CHC), onde observaram que sua expressão 

é inversamente proporcional à progressão e agressividade do tumor. (88) Nossos 

resultados, diferentemente dos resultados apresentados em CHC e câncer colorretal, 

sugerem que a expressão desse miR poderia aumentar de acordo com o grau de 

alterações celulares que levam à formação do tumor, uma vez que seu tecido adjacente e 
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amostras de bócio apresentam expressão significativamente reduzida do miR-612. 

Considerando que não existem dados sobre a expressão do miR-612 em tumores 

papilíferos de tireoide, investigações adicionais são necessárias para esclarecer o seu 

papel do miR-612 neste e em outros tipos de alterações da tireoide.   

No presente trabalho as proteínas VEGFA e Nrf2 também foram avaliadas nos 

tecidos frescos e parafinizados, respectivamente. Os resultados da quantificação 

proteica de VEGFA mostraram que o câncer papilífero, o tecido adjacente ao tumor e o 

bócio coloide apresentaram aumento da expressão dessa proteína em relação ao tecido 

normal. Já nas comparações entre bócio e seu tecido adjacente, e tumor e seu tecido 

adjacente não foi observada diferença, assim como o resultado da expressão gênica. A 

comparação da quantificação da proteína VEGFA entre tumor e bócio mostrou 

expressão significativamente elevada no tumor, resultado que contradiz com o nosso 

resultado da expressão gênica. Esse resultado contraditório entre a quantificação 

proteica e gênica sugere que o tecido tumoral e o bócio podem apresentar diferentes 

mecanismos de regulação pós transcricional que poderiam resultar em menores 

quantidades de proteína produzida pelo bócio em relação ao tumor. 

Além disso, o VEGFA também participa da estimulação angiogênica por meio 

da inibição da expressão de PTEN (Phosphatase and tensin homolog). VEGFA 

desencadeia uma cascata de eventos de sinalização, incluindo a ativação de proteína 

quinase ativada por mitógeno (MAPK) e a fosforilação do fator de transcrição Elk-1. 

Isso aumenta a expressão dos membros do grupo miR-17-92, reprimindo a expressão de 

PTEN. Sabe-se que a expressão reduzida da proteína PTEN está associada ao 

desenvolvimento de câncer de tireoide, por meio da proliferação das células endoteliais. 

Por outro lado, a inativação genética do miR-17-92 nas células endoteliais resulta em 
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comprometimento vascular periférico in vivo. (97-98) Esses achados reforçam a 

importância do aumento da proteína VEGFA nos tumores e podem explicar em parte a 

maior quantificação proteica nas amostras tumorais em relação ao bócio. 

Por meio da técnica de imuno-histoquímica, foi possível observar a presença da 

proteína Nrf2, a qual é ativada pelo estresse oxidativo, migrando do citoplasma para o 

núcleo da célula onde exerce sua função de fator de transcrição. Os resultados 

observados no presente estudo mostraram que a expressão dessa proteína no tecido 

normal é muito fraca (quase indetectável), marcando apenas o citoplasma. No bócio a 

marcação é intensificada e já é possível, em alguns casos, observar a proteína no núcleo. 

Finalmente, no tecido tumoral é possível ver uma forte marcação no citoplasma e em 

grande parte do núcleo. Esses dados indicam que a proteína Nrf2 é ativada no câncer 

papilífero de tieroide. Corroborando com nossos dados, Ziros e colaboradores (2013) (45) 

também observaram o mesmo padrão de marcação no tecido normal da tireoide, lesões 

benignas e câncer papilífero. Um trabalho recente de Geng e colaboradores (2017) (74) 

indica que a via Nrf2 é comumente ativada no CPT e, ocasionalmente, é ativada em 

lesões benignas da tireoide sugerindo que a ativação prolongada de Nrf2 e a sua 

expressão elevada pode ser um fator que contribui para a ocorrência de bócio nodular e 

de câncer papilífero de tireoide. A presença de forte marcação da proteína Nrf2 no 

núcleo das células tumorais reforça o seu papel na regulação de genes relacionados à 

resposta antioxidante. (54) 

Para obter informações sobre os possíveis miRs envolvidos na regulação dos 

genes NFE2L2 e VEGFA, foi realizada uma busca nos bancos de dados. Após as 

análises por bioinformática, observou-se que o miR-17-5p tem como alvo ambos os 

genes VEGFA e NFE2L2. Dados da literatura mostram as interações entre o miR-17 e 
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VEGFA em pele (99) e rim. (100-101) A interação deste miR com o gene NFE2L2 foi 

observada na glândula mamária. (102) O miR-612 mostrou regular a expressão do gene 

VEGFA na medula óssea. (80) Para o NFE2L2, até o momento não há na literatura 

trabalhos que comprovem a interação com o miR-612, entretanto, de acordo com as 

bases de dados consultadas, esse miR é predito como regulador do gene NFE2L2.  

Após as análises por bioinformática, foram selecionados para a transfecção na 

linhagem TPC-1 o inibidor para o miR-17-5p e o mimetizador para o miR-612, pois o 

miR-17-5p é super expresso em tumores e o miR-612 tem sua expressão reduzida em 

tecidos tumorais. O presente estudo mostrou que a inibição do miR-17-5p resultou em 

redução da expressão do gene NFE2L2 na linhagem TPC-1. Sabe-se que o cluster miR-

17 é conhecido como regulador do gene PTEN, reduzindo a expressão gênica. O gene 

PTEN tem grande importância na angiogênese por meio da regulação de genes como 

NFE2L2. Rojo e colaboradores (2014) (80) mostraram que a inibição do miR-17 

aumentou a expressão do PTEN, que esse por sua vez tem participação em uma via de 

degradação do Nrf2. (103) Como resultado da inibição do miR-17-5p, no presente estudo, 

houve diminuição da expressão do NFE2L2, corroborando com esse achado, embora os 

dados de expressão gênica nos tecidos mostraram correlação negativa entre a expressão 

desse miR e do gene NFE2L2. Esses resultados controversos podem refletir a 

participação de outras vias ativas no câncer de tireoide que poderiam influenciar na 

expressão do gene NFE2L2, é válido ressaltar também as diferenças encontradas entre 

as amostras de tecido tumoral fresco e os achados em cultura celular, embora os estudos 

in vitro sejam de extrema importância para a realização de estudos funcionais, eles não 

têm 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 

diagnóstico do bócio coloide e do câncer papilífero, uma vez que apresentaram 

expressão diferencial nesses tecidos. As proteínas VEGFA e Nrf2 mostraram-se 

eficientes para diferenciar os tecidos normais do câncer papilífero de tireoide. A 

expressão reduzida dos miR-17-5p e miR-612 em bócio coloide também sugerem a 

atuação desses miRs como biomarcadores para essa condição da tireoide.  

A angiogênese, o estresse oxidativo e a desregulação dos miRs são de extrema 

importância para o desenvolvimento de distúrbios e câncer de tireoide. Os dois genes 

avaliados no presente estudo mostram-se possíveis alvos terapêuticos na angiogênese de 

alterações da tireoide, pois o feedback entre esses genes e a sua regulação via miRs 

mostra-se de grande importância para o desenvolvimento tumoral. Este trabalho 

mostrou a importante relação entre o miR-17-5p e o gene NFE2L2, evidenciada pelos 

experimentos funcionais. Entretanto, destaca-se a necessidade de maiores investigações 

em relação à influência do miR17-5p nos genes NFE2L2 e VEGFA e na formação de 

novos vasos no bócio coloide e no câncer papilífero de tireoide.  
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5. CONCLUSÕES 

- O câncer papilífero de tireoide, bócio coloide e tecidos adjacentes ao tumor e 

ao bócio apresentam expressão elevada dos genes NFE2L2 e VEGFA em relação ao 

tecido normal de tireoide. A expressão do gene VEGFA é mais elevada em bócio 

coloide comparada àquela observada no tumor e no tecido adjacente ao bócio em 

relação ao tecido adjacente ao tumor. 

- A proteína VEGFA é altamente expressa nos tumores de tireoide, tecido 

adjacente ao tumor e bócio coloide, com relação ao tecido normal e apresenta expressão 

maior no tumor em relação ao bócio coloide e tecido adjacente de bócio. A proteína 

Nrf2 apresenta expressão baixa nos tecidos normais, moderada no bócio coloide e 

elevada no câncer de tireoide, também observada no núcleo. 

- O hsa-miR-17-5p é menos expresso em bócio coloide e tecido adjacente ao 

bócio, enquanto que o hsa-miR-612 apresenta expressão reduzida em bócio coloide, 

tecido adjacente ao bócio e tecido adjacente ao tumor, com relação ao tecido normal. 

Hsa-miR-17-5p é mais expresso no tumor em relação ao bócio coloide. 

- Hsa-miR-17-5p regula positivamente a expressão do gene NFE2L2 em câncer 

papilífero de tireoide in vitro. Hsa-mir-612 não participa da regulação da expressão dos 

genes VEGFA e NFE2L2 nesse tipo tumoral. 
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7. ANEXOS 

Questionário do Projeto 
 I. IDENTIFICAÇÃO  
Nome: .......................................................................................... Prontuário: ...............................................  

Data de nascimento: ........./ ........./ ......... Idade: ......... ...Local:....................................................................  

Sexo: ..................Etnia: ....................  Profissão atual: ...................................  

Endereço: Rua .......................................................................... Nº............... Fone: ........................................  

Bairro: .......................................Cidade: ...............................................  CEP:............................................  

DataColeta:......../.........../........... 
 
II. DADOS DO TUMOR    Data de diagnóstico: ........./ ........./ ......... Biópsia (   )  PAAF (   )  
TNM: Clínico: T (    ) N (    ) M (    )  Tipo: ...................................................................................................  
Tumor primário:  (    ) Sim    (    ) Não  Local: .................................................................................... 
Recidiva:  (    ) Sim    (    ) Não  Local: .................................................................................................. 
Início do diagnóstico do câncer: Mês (     )  Ano (      )    Tipo: .............................................................. 
Cirurgia: (   ) Sim    (   ) Não  Tipo: ............................................. Data: ........./ ........./ .........  
Radioterapia: (    ) Sim    (    ) Não  Data de início ..................- Período: ........./ ........./ .........  
Quimioterapia: (    ) Sim   (    ) Não  Data de início................. - Período: ........./ ........./ .........  
 
III. FATORES DE RISCO AMBIENTAL  
Exposição ao tabaco: (   ) Sim    (   ) Não    (   ) Ex-fumante   
Início: ........................... Término: ...........................  Duração: .............................. 
Consumo de álcool:  (    ) Sim    (    ) Não    (    ) Ex-etilista   
Início: ..........................  Término: .........................  Duração: ............................ 
 Você alguma vez já realizou exames de Raios-X e Tomografia na região da cabeça e pescoço ? (  )S (  )N   
Nº vezes............... 
IV. HISTÓRICO MÉDICO PESSOAL E FAMILIAR 
 
Antecedentes Pessoais                                             Antecedentes Familiares: Grau de Parentesco:_______ 
                                                                                      (   ) Câncer  Local:_______________________ 
(   ) Hipotiroidismo há ___anos                                     (   ) Hipotiroidismo há ___anos 
(   ) Hipertiroidismo há ___anos                                    (   ) Hipertiroidismo há___anos 
(   ) Bócio há___anos                                                    (   ) Bócio há___anos 
(   ) Nódulo há___anos                                                         (   ) Nódulo há___anos 
(   ) Doença de Graves há___anos                                        (   ) Doença de Graves há___anos 
Cirurgias anteriores: (  )S  (  )N Tipo:________                  Cirurgias anteriores: (  )S  (  )N 
Tipo:__________ 
Tratamentos anteriores (  )S   (  )N Tipo:____________      
 
 
  
       Data:______/_______/_______ 
 
 
__________________________________ 
    Responsável pela entrevista 

 
 
 

Heredograma Câncer 
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TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO 

(Conselho Nacional de Saúde, resolução 466/12) 
Título da Pesquisa: Investigação do papel do miR-187 e do gene NFE2L2 em 
carcinoma e hiperplasia de tireoide. 
Pesquisadora Responsável: Eny Maria Goloni Bertollo – UPGEM: Unidade de 
Pesquisa em Genética e Biologia Molecular da Faculdade de Medicina de São José do 
Rio Preto. 
A) o Sr (a) está sendo convidado (a) a participar desta pesquisa que visa obter maior conhecimento dos mecanismos 
envolvidos no desenvolvimento do câncer de tireoide (glândula localizada no pescoço), que poderá melhorar o nosso 
conhecimento sobre esse tumor e, portanto oferecer novas possibilidades de diagnóstico e de melhora no tratamento e 
consequentemente na qualidade de vida; 
B) este estudo tem como objetivos: 1) Coletar informações da história e obter dados clínicos dos prontuários médicos 
dos pacientes com câncer de tireoide atendidos no Serviço de Atendimento Ambulatorial vinculado ao Departamento 
de Otorrinolaringologia e Cirurgia de Cabeça e Pescoço do Hospital de Base / Faculdade de Medicina de São José do 
Rio Preto – FAMERP.  E dos pacientes atendidos pelos professores Dr. José Victor Maniglia. 2) Analisar alterações 
em genes (material hereditário) com a finalidade de esclarecer o papel de fatores genéticos no desenvolvimento do 
tumor; 
C) para este estudo serão utilizados dois grupos de pessoas: 1) pacientes com câncer de tireoide; 2) pacientes com 
hiperplasia de tireoide; 3) indivíduos do grupo controle, não portadores do tumor e de outras doenças crônicas; 
D) o estudo será feito utilizando-se de uma amostra de biopsia, que será colhida no Departamento de 
Otorrinolaringologia e Cirurgia de Cabeça e Pescoço do Hospital de Base / Faculdade de Medicina de São José do 
Rio Preto – FAMERP sem qualquer risco para minha saúde; 
E) o material genético, ou seja, hereditário, extraído será utilizado para esta pesquisa e armazenado na Unidade de 
Pesquisa em Genética e Biologia Molecular , todas as informações serão mantidas em sigilo (codificadas). Para novos 
projetos, haverá nova submissão para avaliação do Comitê de Ética e Pesquisa (CEP). 
F) todas as informações por mim fornecidas por meio do questionário e os resultados serão mantidos em sigilo e que, 
estes últimos só serão utilizados para divulgação em reuniões e revistas científicas.  
G) O resultado individual não tem significado para o paciente. Trata-se de uma variante populacional que trará 
benefícios apenas em estudos de grandes amostras realizadas em diferentes países. No futuro poderá ser considerado 
um marcador específico para o tipo de câncer estudado. Os resultados serão divulgados em conjunto para todos os 
indivíduos após o término da pesquisa a ser aguardado com o médico responsável 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, não terei quaisquer benefícios ou direitos financeiros sobre os eventuais resultados decorrentes da 
pesquisa. Se eu não concordar, em doar ou decidir retirar meu consentimento em qualquer momento, minha decisão 
não influenciará, de nenhum modo, o meu tratamento; 
I) esse estudo é importante porque pode colaborar para conhecimento científico dos mecanismos envolvidos no 
desenvolvimento do tumor. 
Declaro que, após ter convenientemente esclarecido pelo pesquisador, consinto em participar livre e espontaneamente 
deste estudo sem que tenha sido submetido a qualquer tipo de pressão. 
Assim, consinto em participar do projeto de pesquisa em questão. 
Nome do(a) participante: 
Representante legal: 
RG do prontuário médico: 
Data:......../......../............./ Assinatura:................................................... ............................................... 
Declaração de responsabilidade: Expliquei a natureza, objetivos, riscos e benefícios deste estudo. Coloquei-me a 
disposição para perguntas e respondi a todas. Obtive o consentimento de maneira livre e me coloquei à disposição 
para esclarecimento de qualquer dúvida sobre o estudo pelos endereços abaixo indicados. 
Nome do(a) pesquisador: 
Data:......../......../............./ Assinatura:................................................... ........................................... 
Inscrição no Conselho Regional: .......................................................... 
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 
São José do Rio Preto, SP - CEP 15090-000 Fone: (17) 3201-5720 e-mail: eny.goloni@famerp.br 
 
Em caso de dúvidas contatar a Secretaria do Comitê de Ética em Pesquisa da Faculdade de Medicina de São José do 
Rio Preto, Av. Brigadeiro Faria Lima, n  5416, Telefone: (0xx17) 3201-5700, Ramal 5813. 
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