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RESUMO

As neoplasias de tireoide sao os principais tipos de malignidade endocrina que atualmente
apresentam incidéncia crescente nos ultimos anos. O diagndstico pode apresentar resultados
inconclusivos, levando a necessidade do emprego de técnicas adicionais mais precisas, tais
como a analise molecular, proteica e por espectroscopia FT-IR. Com este tipo de abordagem
mais possibilidades diagnosticas, como também e progndsticas poderao ser realizadas. Neste
sentido, ¢ essencial a busca de marcadores moleculares para o diagnostico entre os diferentes
tipos histologicos. O objetivo deste estudo consistiu em identificar marcadores moleculares
pertencentes a via MAPK/KINASE em carcinomas papilifero de tireoide (CPT) e lesoes de
bocio, quando comparados aos seus tecidos normais adjacentes, além de avaliar as
caracteristicas espectrais para a determina¢dao do diagndstico dessas lesdes. Para isso foi
realizada a analise da expressao de genes e proteina pertencentes a via MAPK/KINASE pela
técnica de qRT-PCR e imunohistoquimica, respectivamente, ¢ a avaliagdo das amostras pela
técnica de espectroscopia no infravermelho por transformada de Fourier (FTIR). Foram
utilizadas 70 amostras de tecidos de tireoide, sendo 25 casos classificados pela analise
citopatologia como CPT e 25 casos diagnosticados como bocio, com respectivos tecidos
normais adjacentes. A andlise por espectroscopia FTIR foi capaz de classificar tecidos
normais, bocio ¢ CPT com alta sensibilidade, mostrando aefetividade da técnica em classificar
com alta sensibilidade as lesdes de tireoide das amostras normais, possuindo potencial para
aplicagoes clinicas no diagnostico de cancer e lesdes de tireoide. A analise da proteina Ciclina
A1l demonstrou o potencial para o diagnostico, sugerindo que esta proteina ¢ um potencial
marcador proteico em CPT. A andlise molecular dos genes FOS e JUN foram eficazes na
identificacdo de lesdes tireoidianas e os genes MAP2K6, CCNAI e SFN sao potenciais
marcadores moleculares para a identificacao de amostras de CPT.

Palavras-chave: tireoide, neoplasia, expressdo gé€nica, marcador molecular,
MAPK/KINASE.



BIOCHEMICAL PROFILE AND CLINICAL SIGNIFICANCE OF MAPK/KINASE
PATHWAY GENES IN THE DIAGNOSIS OF THYROID NEOPLASMS
ABSTRACT

Thyroid neoplasms are the main types of endocrine malignancy that currently have an
increasing incidence in recent years. The diagnosis may present inconclusive results, leading
to the need to use additional, more precise techniques, such as molecular and protein analysis
and by FT-IR spectroscopy. With this type of approach, more diagnostic and prognostic
possibilities can be realized. In this sense, it is essential to search for molecular markers for
the diagnosis among the different histological types. The objective of this study was to
identify molecular markers belonging to the MAPK/KINASE pathway in papillary thyroid
carcinomas (PTC) and goiter lesions, when compared to their adjacent normal tissues, in
addition to evaluating the spectral characteristics to determine the diagnosis of these lesions.
For this, the analysis of the expression of genes and proteins belonging to the
MAPK/KINASE pathway was performed by the qRT-PCR and immunohistochemistry
technique, respectively, and the evaluation of the samples by the Fourier transform infrared
spectroscopy (FTIR) technique. 70 samples of thyroid tissue were used, 25 cases classified by
cytopathology analysis as PTC and 25 cases diagnosed as goiter, with the respective adjacent
normal tissues. Analysis by FTIR spectroscopy was able to classify normal tissues, goiter and
PTC with high sensitivity, showing the effectiveness of the technique in classifying thyroid
lesions from normal samples with high sensitivity, having potential for clinical applications in
the diagnosis of cancer and thyroid lesions. . Analysis of the Cyclin A1 protein demonstrated
the potential for diagnosis, suggesting that this protein is a potential protein marker in PTC.
Molecular analysis of the FOS and JUN genes were effective in identifying thyroid lesions
and the MAP2K6, CCNA1 and SFN genes are potential molecular markers for the
identification of PTC samples.

Keywords: thyroid, neoplasm, gene expression, molecular marker, MAPK/KINASE.
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1 INTRODUCAO

Pelo fato de na tultima década ter ocorrido um crescimento rapido de pacientes
diagnosticados com tumores tireoidianos, principalmente a populacdo feminina sendo o
quinto tipo mais incidente, o desenvolvimento desses tumores, tanto do ponto de vista
genético quanto clinico, merece ser amplamente estudado.

O CPT ¢ o principal tipo histolégico e representa mais de 85% de todos os canceres de
tireoide, embora este tipo de tumor apresenta uma evolucao lenta, assintomadtica e ser um
cancer indolente com bom prognoéstico € baixa taxa de mortalidade, algumas caracteristicas
clinicopatologicas sdo conhecidas por estarem correlacionadas com evolugdes fatais, como os
tumores primarios de grandes dimensdes e metastases distantes, sendo este, um importante
fator de risco para recorréncia e baixa sobrevida dos pacientes. O bdcio € definido como
aumento da glandula tireoide sendo secunddria a proliferagdo multifocal de tiredcitos,
resultando em estruturas foliculares heterogéneas. Essa doenga eleva-se a cada ano em taxas
alarmantes, afetando 10% de pessoas em todo mundo. No qual, a frequéncia ¢ mais alta em
areas onde ¢ observada baixa ingestao de iodo podendo atingir at¢ 80% de toda populagdo.
Aproximadamente de 5 a 10% dos bocios podem desenvolver um carcinoma de tireoide,
sendo o mais encontrado o carcinoma papilifero de tireoide.

As técnicas utilizadas rotineiramente para o diagnostico destes tumores tais como US e
PAAF, apresentam uma baixa especificidade e sensibilidade, além de elevados erros de
interpretagdo das variantes histoldgicas, levando os pacientes a se submeterem as cirurgias
sem a devida necessidade, e consequentemente ocasionando o aumento das consequéncias
clinicas e psicologicas e com os custos globais de satide. Por exemplo ¢ relatado que somente
20% dos casos indeterminados sdo de fato neoplasias malignas, e aproximadamente de 2 a
37% dos resultados sdo falso-negativos. Além disso, outras limitagcdes destemétodo ocorrem
com frequéncia, como a dificuldade na amostragem de pequenos tumores, diagndsticos
inconclusivos e sangramento no local do procedimento.

Atualmente sabe-se que os tumores malignos, adotam caracteristicas clinicas,
histoldgicas, bioquimicas, e genéticas exclusivas e por isso ¢ de grande importincia a
realizagdo de um diagnostico precoce e individualizado, possibilitando assim, um tratamento
mais efetivo para cada paciente. A andlise de espectroscopia de infravermelho por
transformada de Fourier (FTIR) ¢ uma tecnologia ndo invasiva que pode detectar mudancas
de grupo funcional em moléculas das células e tecidos. A identificacdo da expressdo proteica

¢ realizada principalmente pela técnica de IHC ¢ a mais utilizada para em muitos tumores,
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visto que as proteinas podem ser utilizadas como alvos de marcadores celulares. As alteragdes
gendmicas € o descontrole da expressdo génica, sdo eventos importantes para o
desenvolvimento e progressao tumoral nos tecidos humanos e seu conhecimento favorece o
diagnostico, prognostico e acompanhamento. Contudo, novas perspectivas utilizando técnicas
de biologia molecular tém levado a identificacdo de marcadores moleculares especificos para
a determinagdo tanto do diagnoéstico quanto do progndstico do tumor. Assim, a destes estudos
em conjunto podera levar a uma melhor compreensao da bioquimica molecular de neoplasias
tireoidianas, representando um avanco no diagnostico de lesdes tireoidianas que atualmente
sdo realizadas principalmente por PAAF e por histologia.

Considerando assim o potencial dessas técnicas na diferenciacdo de tecidos biologicos
e da relacdo da via de sinalizacdo MAPK/KINASE na patogénese de varios tipos de canceres,
bem como a existéncia de poucos estudos relacionando esta via com a etiologia e diagnostico
dos tumores de tireoide, em especial com os carcinomas papiliferos, acreditamos que a analise
molecular dessa via e as realizaces da andlise por espectroscopia FT-IR e imuno-
histoquimica, poderdo auxiliar em um diagnostico mais preciso destes tumores, que
atualmente ainda apresentam alta taxa de imprecisao quando realizado por meio das técnicas

diagnosticas tradicionais utilizadas em rotina clinica.



14

2 REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 Glandula da Tireoide

A glandula tireoide ¢ uma estrutura situada na porc¢ao baixa do pescogo, sendo
constituida por dois lobos, possuindo em média, 15 a 20 gramas, sendo circundada por uma
rede de vasos sanguineos, os quais levam os hormoénios produzidos para o corpo. Tem como
funcdo ser uma glandula endécrina e responsavel pela producdo de hormonios (ALLEN;
FINGERET, 2020). Essa glandula ¢ responsavel pela produgdo dos hormonios T3
(triiodotironina) e T4 (tiroxina), importantes para o metabolismo do organismo. Os
hormonios tireoidianos modulam o crescimento celular, o metabolismo ea diferenciagao por
meio da ligagdo do T3 aos receptores de hormonio tireoidiano, levando a ativacdo de vias
genomicas (CHAN et al., 2017). A agdo desta glandula na producdao desses hormonios €
regulada pela agdo do hormdnio tireoestimulante outireotrofina (TSH) que ¢ controlado pelo

eixo hipotalamo-hipéfise (CITTERIO et al., 2019).

O TSH modula a fun¢ao tireoidiana, exercendo um efeito tropico e diferenciado nas
células foliculares que sao fundamentais para a fungdo enddcrina, garantindo assim asintese e
liberacao dos hormonios T3 e T4 e o estimulo das etapas da biossintese hormonal, tais como a
produgdo da tireoglobulina (TG), transporte de iodeto, produgdo da enzima tireoperoxidase
(TPO), sintese de H20: (perdxido de hidrogénio) e liberagdo hormonal. Por meio da secre¢io
do TSH, a glandula modula a atividade metabodlica de uma variedade de tecidos, aumentando
o consumo de oxigénio, o catabolismo de glicosee a degradagdo de acidos graxos no figado
para a sintese de colesterol, sendo essas fun¢des fundamentais para a manutencdo do
equilibrio do organismo. Deste modo, as células foliculares sdo indispensaveis para a fungao
endocrina adequada da tireoide, ondea alteragdao das mesmas poderd levar ao surgimento de
uma infinidade de doencas especificas, incluindo as neoplasias tireoidianas e at¢é mesmo o

cancer (AL-SUHAIMI et al., 2019).

2.2 Patologias da glandula tireoide

Os distlrbios da tireoide sdo os problemas clinicos mais comum na pratica enddcrina
(NAMBRON; ROSENTHAL; BAHL, 2020; UPADHYAYA et al., 2017). As patologias que

acometem a glandula tireoide podem ser originadas por um desequilibrio hormonal
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estimulado por fatores externos, endogenos e/ou genéticos. As principais patologias benignas
encontradas na glandula tireoide sdo a presenga de nodulos, bdcio, tireoidites e adenomas,
embora a formacao de patologias benignas nao seja clara, 38% podem desaparecer em 10 a 30
anos, sendo o acompanhamento clinico a conduta clinica. (XIA et al., 2021; MOGHADDAM
et al., 2016). As patologias malignas sao determinadas pelo carcinoma de tireoide, que
geralmente se origina de células foliculares, sendo bem diferenciados, ou de células
parafoliculares, que constituem os carcinomas pouco diferenciados. Em contraste com os
nodulos benignos, quando crescem gradativamente, ¢ necessario tratamento médico e
cirirgico, visto que estes carcinomas diferem um do outro em termos de propensdo a

recorréncia e disseminagdo metastatica (XIA et al., 2021).

2.2.1 Bécio nodular

Uma das principais ¢ mais comuns patologias que pode acometer a glandula da
tireoide, alterando seu formato ou funcdo, ¢ a presenca de bocios, as quais podem se
apresentar como nodulos solitarios, tinicos ou como bocios multinodulares (KRAVCHENKO
et al., 2020). O bécio nodular ¢ na maioria das vezes, visto pelo aumento da glandula tireoide
que se caracteriza por um crescimento excessivo e estruturalou uma transformagao funcional
de uma ou varias areas dentro do tecido normal da tireoide (CAN et al., 2020). O bdcio
multinodular (BMN) ¢ definido como aumento da glandula tireoide sendo secundaria a
proliferagao multifocal de tiredcitos, resultando emestruturas foliculares heterogéneas (CAN
et al, 2020). Os termos bdcio adenomatoso, bocio nodular atdxico e bocio coloide nodular sao
usados para descrever o BMN. Essa doenca eleva-se a cada ano em taxas alarmantes, afetando
10% de pessoas em todo mundo(KRAVCHENKO et al., 2020). No qual, a frequéncia de BMN
¢ mais alta em areas ondeé observada baixa ingestdo de iodo podendo atingir até¢ 80% de toda
populagdo (CAO et al., 2017).

A deficiéncia cronica de iodo acarreta aumento da secre¢ao endogena do hormonio
hipofisario TSH e, consequentemente, estimula a funcdo e o crescimento em todas as células
foliculares. Devido a heterogeneidade intrinseca propria das células foliculares, a resposta ao
estimulo ¢ amplamente variavel, ocorrendo a formacdo de nddulos a partir dos tiredcitos com
elevado potencial para o crescimento (YILDIRIM et al., 2020). O TSH ndo esta apenas
envolvido no controle das fung¢des diferenciadas, incluindo a expressao dos genes especificos

da tireoide, mas também na regulacdo da expressdo dos fatores de crescimento e seus
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receptores. Estudos com cultura de células de BMN demonstraram que a sinalizacdo
independente do TSH e dependente de fator decrescimento semelhante a insulina (IGF-I) e/ou
fator de crescimento epidérmico (EGF) pode ter grande importdncia na regulacdo do
crescimento de tiredcitos humanos(KYRILLI ef al., 2017; YILDIRIM et al., 2020).

Os nodulos do BMN podem ser categorizados como lesdes encapsuladas (adenomas)
ou lesdes sem capsula (n6dulos adenomatosos) e por critérios morfologicos adotados pela
OMS classificam-se os nodulos em graus que variam de 0 a 5, sendo que ograu 0 significa que
a glandula de tireoide nao ¢ determinada visualmente e por palpagdoe o ultimo grau 5 significa
que a glandula tireoide estd alargada causando compressao deorgaos adjacentes. Em termos
funcionais, dependendo da capacidade de captar iodo detectado por meio da cintilografia de
tireoide, os nodulos sdo classificados como frios, constituindo aproximadamente 85% dos
nodulos, ou quentes, constituindo 5% dos nddulos, sendo que 10% dos nddulos possuem
captacao normal na cintilografia. Vale ressaltar, que a prevaléncia pode variar geograficamente
dependendo do consumo de iodode cada populagao (CAO et al., 2017).

Aproximadamente de 5 a 10% dos BMNs podem desenvolver um carcinoma de
tireoide, sendo o mais encontrado o carcinoma papilifero de tireoide (CPT) (MUSA et al.,
2017). O diagnostico histoldégico do carcinoma da tireoide derivado do BMN ¢ dificil
(LOPEZ, ZABALA, CURA, 2013) ¢ deste modo critérios para detectar a malignidade noBMN
sdo varidveis, sendo extremamente dificil definir com exatiddo areas com potencial de
crescimento maligno das areas com tecido benigno (MEDEIROS-NETO; RUBIO, 2016). A
indicacdo da tireoidectomia em pacientes com bocio somente € indicada apos aobservagao de
alguns critérios como: historico médico completo, avaliagdo clinica da cabeca-pescogo
ultrassom (US) da glandula e consequente sintomas que afetam a qualidade de vida do

paciente (HOLZER et al., 2020).

2.2.2 Carcinoma de tireoide

O cancer de tirecoide ¢ a malignidade endocrina mais comum, acometendo
principalmente a populacdo feminina. A incidéncia desta neoplasia estd aumentando e ¢ uma
preocupacdo importante para a saude publica. Segundo o Ministério da Saude em 2020 foram
estimados cerca de 11.950 novos casos para o género feminino, tornando-o o quinto mais
frequente em mulheres (INCA, 2020). Embora a taxa de incidéncia de cancerde tireoide tenha
se estabilizado nos Ultimos anos, observa-se no mundo um aumento referente aos estagios

avancados dessa doenc¢a, com uma clevada taxa de metastases linfonodais e maior risco de
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recidiva, desta forma, diminuindo a qualidade de vida do paciente (MEDAS et al, 2020; RUIZ
PARDO et al., 2020). Além disso, ¢ evidenciado que a maior incidéncia deste cancer sao
tumores do menor tamanho e em um estagio denominado subclinico da doenga, devido a
melhoria dos métodos de diagnosticos utilizados em rotina clinica (PARDO et al., 2020).

Os carcinomas sdo classificados como carcinomas oriundos de células foliculares ou
parafoliculares. Em relagdo aos tipos histoldgicos oriundos de células foliculares, diferentes
carcinomas sao descritos: CPT, incluindo seu subtipo carcinoma papilifero detireoide variante
folicular (CPTVF), carcinomas foliculares, carcinomas de células de Hiirthle e carcinomas
pouco diferenciados e anaplasicos. Os carcinomas originados de células parafoliculares ¢
descrito o carcinoma medular de tireoide (PAN et al., 2017; CHMIELIK et al., 2018). O CPT
¢ o principal tipo histoldgico e representa mais de 85% de todos os canceres de tireoide bem
diferenciados de origem folicular, ocorrendo em maior frequéncia em mulheres na quarta e
quinta década de vida (MANSOUR et al., 2018). Dentre os parametros de risco que devem
ser considerados, podemos incluir: historico familiar, histérico de exposi¢ao a radiagao,
achados clinicos e idade do paciente (RONEN et al., 2020). Embora este tipo de tumor
apresenta uma evolugdo lenta, assintomatica e ser um cancer indolente com bom prognoéstico
e baixa taxa de mortalidade, algumas caracteristicas clinico patoldgicas sdo conhecidas por
estarem correlacionadas com evolugdes fatais, como os tumores primarios de grandes
dimensdes e metastases distantes, sendo este, um importante fator de risco para recorréncia e
baixa sobrevida dos pacientes (YU et al., 2020). As metastases em linfonodos cervicais sao
consideradas um fator de risco independente para recorréncia e aumento da morbidade, sendo
encontradas em 20 a 50% dos casos de CPT, sendo uma informacao extremamente importante
para o tratamento do paciente (CHANG et al., 2017). De todos os casos de CPT, 3,8% dos
casos mostram metastases adistancia, com o mais comum deles sendo nos pulmdes e 0ssos,
enquanto que asmetastases intra-abdominais sdo extremamente raras (NIMMAGADDA et al.,

2019).

2.3 Métodos Diagnosticos e prognosticos em cancer de tireoide

Os métodos diagnodsticos atuais utilizados na rotina clinica incluem uma avaliacao
clinica cuidadosa, a realizacdo de testes bioquimicos (dosagens de hormoénios e de
anticorpos), exame de ultrassom da tireoide e a indicagdo da puncdo aspirativa por agulhafina
(PAAF) quando se suspeita que o paciente ¢ portador de uma neoplasia maligna

(ABDULLAH et al., 2019). A biopsia pela PAAF ¢ hoje o principal método para determinar
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se um nddulo tireoidiano € benigno ou maligno, sendo considerado o padrao ouro para o
diagnostico de nddulos tireoidianos. No entanto, a sensibilidade deste procedimento apresenta
muitas variagdes, com taxa consideravel de diagnostico de lesdes foliculares de significado
indeterminado resultando em dificuldades na conduta clinica dos pacientes, muitas vezes
necessitando da realizagdo de uma nova bidpsia ou levando o paciente a procedimentos
cirtrgicos para retirada da glandula sem necessidade. Por exemplo ¢ relatado que somente20%
dos casos indeterminados sdao de fato neoplasias malignas, e aproximadamente de 2a 37% dos
resultados sdo falso-negativos (MISIAKOS et al., 2016; AHN, PARK, CHOI; 2017;
MAYSON et al., 2019). Além disso, outras limitagdes deste método ocorrem comfrequéncia,
como a dificuldade na amostragem de pequenos tumores, diagnodsticos inconclusivos e
sangramento no local do procedimento (ZHANG et a/, 2017; MAYSONet al., 2019).

E extremamente importante entender o desenvolvimento do CPT bem como garantir o
diagnostico correto destas lesdes com o intuito de melhorar o prognostico dos pacientes e
fornecer com isso suporte para novas terapéuticas. Atualmente a busca de um tratamento
totalmente efetivo para os diferentes tipos de cancer € o foco da area da oncologia, o que seria
possivel se houvesse certeza do diagnostico e progndstico dessas neoplasias. No entanto, os
atuais métodos diagndsticos e prognosticos ndo permitem essa certeza € muitas vezes nao
conseguem definir o diagndstico e a agressividade do tumor.

Assim, diante da dificuldade atual da obtencdo de diagnosticos precisos para as
diferentes lesoes da tireoide e da determinacao segura das margens cirargicas livres do tumor,
que sao realizadas rotineiramente por meio das andlises citoldgicas e histopatoldgicas, o
estabelecimento de novos métodos de andlise de rotina associados a essas técnicas
tradicionais, podera resultar em um diagnostico mais preciso e seguro, alémde contribuir para
uma determinagdo mais exata das margens de seguranga da lesdo.

Considerando estes aspectos, muitos trabalhos sobre cancer de tireoide t€émsugerido o
emprego de novos métodos, sejam moleculares (OSPINA ef al., 2020), de analise proteica por
meio de técnicas, tais como a analise de imunohistoquimica (IHC) (KIM; ROH; PARK, 2016)
e bioquimicos por meio da analise de espectroscopia, tais como a analise de espectroscopia de
infravermelho pela transformada de Fourier (FTIR)(MARTINEZ-MARIN et al., 2017) para
serem aplicados juntamente com a PAAF no sentido de fornecer com maior exatiddo o
diagnostico, o grau de invasividade tumoral eo prognostico destas lesdes quando comparadas
com a analise citopatologica obtida pelaPAAF.

Deste modo, ¢ importante buscar novos métodos para se detectar além dasalteragdes

histoldgicas, alteragdes bioquimicas e moleculares da glandula tireoide com o objetivo de
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compreender melhor a biologia deste tumor e aprimorar o diagndstico e progndstico das
lesdes benignas e malignas que ocorrem nesta glandula. Atualmente estudos que avaliam o
perfil genético das lesdes de tireoide tém sido realizados no sentidode auxiliar os patologistas
na determinagdo de um diagndstico e prognostico mais preciso, € consequentemente em um
tratamento mais efetivo para os pacientes acometidos por estapatologia (RAZAVI et al., 2017,
OSPINA et al., 2020).

Portanto, ¢ essencial compreender os mecanismos moleculares dessas lesdes parase
identificar, por exemplo, marcadores diagndsticos entre os diferentes tipos histoldgicos,
marcadores para identificacdo de carcinomas com alto risco de agressividade e marcadores de

invasao tumoral.

2.4 Marcadores moleculares

As alteragdes gendmicas e o descontrole da expressao génica, sdo eventosimportantes
para o desenvolvimento e progressao tumoral nos tecidos humanos e seu conhecimento
favorece o diagnostico, prognodstico e acompanhamento (RANGEL-POZZO et al., 2020;
LAN et al, 2018). Nas ultimas décadas, progressos significativos t€ém sido realizados na
compreensdo dos perfis moleculares e na patogénese do cancer detireoide, especialmente para
o CPT, levando na identificagdo de alteragdes genéticas fundamentais e novas vias
oncogénicas implicadas na inicia¢do e/ou desenvolvimento deste tumor (LIU ef al., 2018).

Considerando o CPT, até o momento ndo existem métodos efetivos que sedetermine
com precisdo o diagndstico e o nivel de malignidade e invasividade do tumor.Contudo, novas
perspectivas utilizando técnicas de biologia molecular tém levado a identificacdo de
marcadores moleculares especificos para a determinacdo tanto do diagndstico quanto do
prognostico do tumor. Por exemplo, € relatado na literatura a comparacao em diferentes tipos
de lesoes de tireoide e encontrado genes diferencialmenteexpressos entre os tecidos avaliados.
Visto isso, a utilizagdo de técnicas moleculares trazuma avaliagao mais especifica na analise do
comportamento bioldgico do tecido, podendo detectar mudancas a nivel molecular que
posteriormente irdo originar alteracdes teciduais, sendo considerada uma técnica ideal para o
diagnostico precoce de uma lesao (HU et al., 2017; MANSOUR et al., 2018).

A associacdao entre a mutacdo BRAF, gene pertencente a via MAPK/KINASE, ¢ as
caracteristicas agressivas do tumor tem sido relatada na literatura (RANGEL-POZZO et al.,
2020; KURE; WADA; NAITO, 2019). Em 2015, a American Thyroid Association (ATA)

incluiu em suas diretrizes a avaliagdo da presenca ou auséncia de fatores preditivos como a
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mutacao V600E no gene BRAF no sentido de melhorar a estratificacdo de risco para pacientes
com CPT. A mutacdo BRAF V600E ¢ o evento genético mais conhecido e comumente
identificado nas amostras de CPT e, embora os achados ainda ndo sejam conclusivos, esta
mutacdo tem sido associada com um risco aumentado de recorréncia tumoral, metastase em
linfonodo, extensdo extratiroidal e cancer de tireoide em estagio avancado (ZHOU et al.,
2019).

Atualmente, além da descoberta da associacdo da mutacdo no gene BRAF com pior
prognostico em CPT, novos marcadores moleculares estdo sendo determinados para um
diagnostico, progndstico e tratamento mais efetivo destes tumores (BRITO; HAY, 2019).
Alteragdes genéticas pontuais no gene RAS e fusdes RET / CPT, além de mutagdesno promotor
TERT, sao observadas na populacao adulta e associada ao fen6tipo mais agressivo (RANGEL-
POZZO et al, 2020). Estudos avaliando os perfis moleculares carcinomas da tireoide
identificaram potenciais marcadores moleculares diagndsticos (ZELLA et al, 2020;
KONDROTIENE et al., 2020; SHEIKHOLESLAMI et al., 2020).

Zella et al. (2020), analisaram a expressdo do CD133 e ABCBS5 com a agressividade
tumoral em amostras de CPT. Para esse objetivo, o estudo utilizou para analise 119 amostras
de CPT e 40 amostras de bocio pela técnica de microarray e a técnica de imuno-histoquimica
utilizando os anticorpos anti-CD133 e anti-ABCBS5. No qual, foi possivel observar a
superexpressao de ABCBS no grupo CPT quando comparadocom grupo de amostras de bdcio,
além disso, a prevaléncia positiva do CDI33 foi relacionada com metastase linfonodal,
podendo ser utilizada como ferramenta diagnoésticacirurgica fundamental na identificagdo de
paciente que necessitam de esvaziamento cervical.

Kondrotiené et al. (2020) analisaram o potencial diagndstico em 49 amostrasde CPT,
23 amostras de bocio € 57 amostras ndo tumorais de cinco moléculas de miRNA, sendo eles:
miR-221, miR-222, miR-146b, miR-21, miR-181b. Os autores detectaram a superexpressao
em amostras de CPT quando comparado com amostras nao tumorais do miR-221, miR-222,
miR-146b, miR-21 e miR-181b. Além disso, foi evidenciado o aumento de expressao
significativo nas amostras de CPT quando comparado com o grupode bdcio nos niveis de miR-
222. Estes resultados indicam o perfil do miR-222 na discrimina¢do das amostras de CPT e
amostras de bocio.

Sheikholeslami et al. (2020) tiveram como objetivo analisar a expressdao ¢ metilacao
do gene NOL4 em 41 amostras de CPT quando comparadas com 38 tecidos de bocio. Os
resultados do estudo, permitiram observar que a expressio do gene NOL4 foi

significativamente reduzido nas amostras de CPT quando comparado com as amostras de
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bocio, sendo apenas inversamente correlacionada com a metilagdo em NOL4. Taisresultados
indicam que a regulacdo negativa do gene NOL4 esta relacionado com a metilacdo mais
proxima do promotor do gene, sendo associado com metastase linfonodal e associando este
gene como um importante supressor tumoral.

Estudos em carcinomas de tireoide avaliaram a relagdo da alteracdo da expressdaode
genes especificos com a proliferagdo, viabilidade e invasao tumoral tanto em amostrasde CPT
e seu tecido normal adjacente. Estes estudos detectaram que a alteracdo na expressdo de
determinados genes influenciou diretamente a invasdo tumoral ao tecido adjacente ao tumor
(XUE et al., 2020; SHAO et al., 2020; ZHANG et al., 2020; WANGet al., 2018; YIN et al.,
2017; FU et al., 2017; CHOU et al., 2016; WANG et al., 2013).

Zhang et al. (2020), analisaram a associagdo do e/F542 e sua funcao bioldgicain vitro
e in vivo. Os autores detectaram a superexpressao do gene e/F542 nas amostras de carcinoma
papilifero de tireoide quando comparadas com amostras normais adjacentes, fatores
correlacionadas com extensao extratireoidiana, metastase linfonodal emutagao BRAF. In vitro,
a inibicdo do e/F542 evitou a invasdao e migragdo celular, além de induzir a apoptose. O
estudo indica o el/FF’54 como marcador prognoéstico e alvo terapéutico eficaz para o CPT.

Shao et al. (2020) realizaram as analises de expressao e fun¢cdo do IncRNA AGAP2-
ASI em 110 amostras de carcinomas papilifero de tireoide e seu normal adjacente de forma
pareada. Os resultados das andlises evidenciou a expressao aumentada nos tecidos de CPT,
sendo associada com a metastase linfonodal. A regulagdo negativa do AGAP2-AS1 diminui a
migracdo e invasdao celular em células de CPT, além de reduzir a expressdo da
metaloproteinase-2 (MMP2), indicando que esses resultados podem servir como alvo
prognostico e terapéutico em CPT.

Xue et al. (2020) analisaram em trinta amostras de CPT e em tecidos normal
adjacentes o sequenciamento utilizando RNA-Seq, no qual 3745 genes foramdiferencialmente
expressos e correlacionados com o desenvolvimento tumoral. Por meio da técnica de RT-
gPCR foi realizado a validagdo dos genes ADORAI, APOE e LPARS visto que dentre os
genes analisados, apenas esses trés apresentaram significancia estatistica na analise global. A
analise de expressdo génica aumentada nas amostras de CPT, permitiu verificar que esses
genes estdo relacionados com a sobrevivéncia nesse tecido, além dos niveis de transcritos
serem significativamente aumentados nas amostras de CPT quando comparado com as
amostras adjacentes. O estudo permite concluir que aidentificagdao de trés genes relacionados
com o desempenho regulatério importante nas amostras de CPT, além da relacdo com o

desenvolvimento, metastase e infiltragao nessa histologia.
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Wang et al. (2013), analisaram a expressdao do gene MMP-13 em 208 amostras de
CPT e 100 amostras de tecido normal adjacente pelas técnicas de RT-qPCR e IHC. Estes
autores detectaram expressao aumentada deste gene tanto nos tecidos de CPT commetastase
linfonodal. Nenhuma coloragdo foi observada nas amostras de tecido normal adjacente. Desta
forma, os autores sugerem que o gene MMP-13 estd fortemente associado com invasdo
tumoral da tireoide como também com o desenvolvimento de metastases de linfonodos
regionais em pacientes com CPT.

Chou et al. (2016) realizaram a analise de microarray de todo o genoma, analise
computacional e ensaios do gene reporter 3' UTR com o objetivo de identificar se a proteina
quinase 1 associada ao receptor de interleucina-1 (IRAKI) ¢ um gene alvo do microRNA
miR-146b. Os niveis de expressdao do miR-146b e da /RAK 1 foram obtidas pela técnica de RT-
qPCR a partir da andlise de 50 amostras de CPT e seus tecidos normaisadjacentes. Este estudo
evidenciou que o nivel de mRNA do gene /IRAK foi regulado negativamente pelo miR-146b,
promovendo caracteristicas agressivas ao CPT, enquanto que a restauracdo da expressao de
IRAK] reverteu esse efeito.

Yin et al. (2017) avaliaram alguns mecanismos moleculares envolvidos nainvasao
tumoral de tecidos normais adjacentes de CPT. Pela técnica de RT-qPCR estes autores
detectaram a regulagdo negativa na linhagem celular de CPT, capaz de inibir
significativamente a proliferacdo e invasdo celular. O miR-195 exerce uma funcdosupressora
de tumor por meio da expressdo diferenciada aumentada nos genes CCNDI ¢ FGF2 em 38
amostras de CPT comparadas com os tecidos normais adjacentes, permitindo serem
correlacionados com a inibigdo da proliferacao, migragao e invasao celular, sendo este micro-
RNA sugerido neste estudo como novo marcador para CPT.

Fu et al. (2017) investigaram a expressao do /ncRNA-ATB em 64 amostras de tecidos
de CPT e seus tecidos normais adjacentes com objetivo de explorar os mecanismos de
proliferagdao, migragdo e invasao tumoral. Estes autores observaram expressao aumentada do
IncRNA-ATB nas linhagens celulares de CPT quando comparadas com a linhagens epiteliais
foliculares normais. Os autores sugeriram que a expressao de /ncRNA-ATB ¢ capaz de
diferenciar as amostras de CPTs em rela¢do aos tecidos normais, bem como discriminar
pacientes que apresentam CPT com metéastase em linfonodos daqueles sem metastase em
linfonodos. Esses estudos podem fornecer orientagdo para um tratamento clinico para o cancer
de tireoide e melhorar o progndsticodesses pacientes.

Wang et al. (2018) investigaram a relagdo entre miR-211-5p e o gene SOX11, eos

efeitos na proliferacdo, viabilidade e invasdo em amostras de CPT e os tecidos normais
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adjacentes. Estes autores detectaram que o miR-211-5p foi regulado positivamente e o gene
SOXI1 apresentou diminui¢do de expressdo nos tecidos tumorais da tireoide. Além disso,
miR-211-5p suprimiu a expressdo de SOXI/. Ao inibir SOXI1, o miR-211-5p suprimiu a
proliferagdo e invasao das células de cancer de tireoide, sugerindo ser um potencial marcador
de invasdo celular em CPT.

A capacidade das células tumorais para invadir os tecidos adjacentes ¢ governadapor
uma rede complexa de sinais moleculares, a maioria dos quais ainda ndo foram identificados
(SANCISI et al.,2012). Sancisi et al. (2012), investigaram a biologia dostumores invasivos da
tireoide, detectando que o inibidor da ligacdo do DNA 1 (Idl), controla a expressao da
1soforma I e do fator de transcrigdo Runx2 que desempenha um papel central na mediagdo da
fungdo pro-invasiva nas células tumorais da tireoideregulando a proliferacao, a migragdo ¢ a
invasividade, ativando genes que estdo envolvidos na degradagdao da matriz e invasao celular.
Esse estudo demonstra a existénciade um eixo molecular que controla a invasividade do tumor
na tireoide, alterando a capacidade das células tumorais em interagir com o microambiente
tumoral. Esses fatores podem revelar marcadores valiosos que podem permitir o diagnostico
precoce de tumoresagressivos da tireoide.

Considerando a grande heterogeneidade genética dos tumores da tireoide ainda ha
muitas controvérsias sobre quais os marcadores moleculares sdo adequados ou como
combind-los para a determinacdo do melhor diagndstico e/ou prognéstico dos pacientes.
Assim, estudos adicionais sao necessarios para se buscar novos marcadores molecularestanto
para tornar o diagnodstico dessa patologia mais preciso e sensivel quanto para se estimar a

agressividade do tumor (HAUGEN et al., 2016).

2.5 Via molecular MAPK/KINASE

A via de sinalizacdo Mitogen-Activated Protein Kinase (MAPK/KINASE) ¢ a principal
via constantemente relacionada com o desenvolvimento do cancer de tircoide, em que
mutagdes em genes especificos pertencentes a esta via tem sido associada a um diagndstico diferencial
entre os diversos tipos tumorais, ao risco aumentado de recorréncia tumoral, metastase em linfonodo e
cancer de tireoide em estagio avancado. Esta ¢ uma via de transducdo de sinal conservada que utiliza
uma série de proteinas quinases para transmitir sinais da membrana celular para o nucleo, controlando
uma grande variedade de processos celulares essenciais, incluindo proliferacdo, diferenciacdo,
motilidade e apoptose. A hiperativacdo da via MAPK/KINASE esta relacionada com varias patologias,

incluindo doencas neurodegenerativas ¢ o desenvolvimento de diabetes e cancer (KATZ; ARRIT;
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YARDEN, 2007; ZABALLOS; SANTISTEBAN, 2017).

A ativagdo da sinalizagdo MAPK ¢ regulada por trés proteinas quinases formandoum
sistema regulatorio que estabelece uma via sequencial de ativagdo de proteinas quinase: a
MAP quinase quinase quinase (MAPKKK), a MAP quinase quinase (MAPKK)e a MAP
quinase. Os sinais em geral sdo transmitidos por meio de fosforilagdo sequenciale ativa¢do de
varias proteinas por meio de uma transdu¢do de sinal. A ativa¢do dessa via ¢ desencadeada
quando os estimulos externos, por exemplo, fatores de crescimento € mitdogenos, se ligam aos
receptores da membrana plasmatica, principalmente receptores de tirosina quinase ativados,
induzindo a dimerizacao do receptor e a auto fosforilagdo de residuos que sdo reconhecidos
por proteinas adaptadoras, tais como SHCI (src homology 2 contendo dominio proteina de
transformagao 1) e GRB2 (proteina 2 ligada ao receptor do fator de crescimento)
(ZABALLOS; SANTISTEBAN, 2017). Por sua vez, as proteinas adaptadoras recrutam
trifosfato de guanina (GTP) para ativar o fosfato de guanina e ativar RAS que por sua vez
recruta proteinas, tais como RAF para a membrana plasmdtica o que induz a ativagao
sequencial de MEK e ERK (KURE; WADA; NAITO, 2019). Sabe-se que acima de duzentos
efetores diferentes sdo ativados por ERK em diferentes compartimentos celulares, como
citoplasma, mitocondria, complexo de Golgi, reticulo endoplasmatico e particularmente o
nlcleo onde estimulam um conjunto de fatores de transcrigdo que estdo principalmente
relacionados a proliferagao celular, incluindo os fatores de transcri¢ao c-FOS, c-JUN, c-MYC
ou ELKI1 (YAEGER; CORCORAN, 2019).

Devido a importancia biologica da via MAPK/KINASE na regulagdao de diversos
processos de sinalizacdo celular, as alteragdes genéticas em efetores desta via estdo
relacionadas diretamente com a oncogénese. Mutacdes em varios genes codificadores de
proteinas da via MAPK/KINASE foram detectadas em mais da metade de todos os canceres
humanos (BUROTTO et al., 2014). Em cancer de tireoide, alteragcdes genéticas nos receptores
tirosina quinase ¢ em efetores da via MAPK/KINASE também sao frequentes (LEMMON;
SCHLESSINGER, 2010), onde em aproximadamente 70% desses canceres sao causados por
mutagdes em genes chaves da MAPK/KINASE (XING,2013). Por exemplo, os genes RET,
RAS, BRAF, PI3K, PTEN e AKT, que codificam as proteinas da cascata de sinalizacao
apresentam-se frequentemente mutados ou comexpressao alterada em CPT (JASIN; OZSARI;
HABRA, 2014). O gene NrCAM apresentou expressdo elevada em CPTs em relacdo aos
tecidos ndo tumorais correspondentes demonstrando ser um potencial marcador diagnostico
nestas lesdes (ZHANG et al., 2016) para CPT. O oncogene BRAF possui mutagdes presentes
em metadedos casos de CPT, ocasionando a ativagao da via MAPK/KINASE (PENNA, 2017).
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Gunda et al. (2017) avaliaram a aplicacdo terapéutica de inibidores BRAF V600E como
tratamento importante no carcinoma de tireoide, uma vez que agentes pro-apoptoticos podem
ser combinados com inibidores MAPK, demonstrando que a combinacdo ¢ eficazpara regular
a via MAPK/KINASE e reduzir efetivamente a capacidade de migragdo, invasao e proliferacdao
celular.

Xing et al. (2013) estabeleceu o papel da via de sinalizagdo MAPK/KINASE no
processo de proliferagdo celular e apoptose. Yu et al. (2018) demonstraram que a ativacaoda via
de sinalizagdo MAPK/KINASE induzida pelo gene CRLFI promove a tumorigénese em
amostras de CPT. Tang et al. (2020) estudou a via de sinalizacio MAPK/KINASE como um
regulador do gene GRB7 na modulagao do crescimento celular e apoptose mitocondrial em
amostras de carcinoma de tireoide quando comparado com as amostrasnormal adjacentes.

A ativagdo de MAPK também ¢ consequéncia de mutacdes primarias que dao origem
ao carcinoma da tireoide, tais como as mutacdes do ponto nos genes BRAF e RASe rearranjos
RET/PTC, sendo consideradas alteragdes frequentes e especificas nestas lesdes (HSU et al.,
2019). Considerando o envolvimento direto da via de sinalizagdo MAPK/KINASE no
desenvolvimento das neoplasias da tireoide, novos estudos sdo necessarios para uma melhor
compreensdo da associacdo de genes especificos pertencentes a MAPK/KINASE com os
tumores tiroidianos, com possibilidade de descoberta de potenciais marcadores diagnésticos
e/ou progndsticos nessas lesoes.

Desta forma, a analise da expressdo de genes e proteinas pertencentes a via
MAPK/KINASE se faz necessario. O uso de amostras de tecidos tumorais e normais
adjacentes em amostras de CPT e BMN, podera fornecer uma medida importante do
envolvimento desses genes na invasdo tumoral e na determinacdo mais precisa da margem
comprometida no momento da cirargica e consequentemente uma perspectiva mais precisa da
evolugdo do paciente. Além disso, associados as técnicas moleculares e de analise proteica, o
emprego de técnicas de espectroscopia Optica também vem se tornando cada vez mais vidvel
para a determinagao do diagnostico do cancer e da agressividade tumoral, onde a associacao
com os resultados obtidos pela andlise de expressao de genesda via MAPK/KINASE podera
trazer um enorme beneficio para a conduta clinica aos pacientes acometidos com tumores de
tireoide.

Silva et al. (2018), analisaram 84 genes pertencentes a via MAPK/KINASE, por meioda
PCR quantitativa em tempo real, comparando os grupos: amostras benignas (bdcio, adenoma
e hiperplasia) e tumores malignos (CPT e CFT); tumores malignos (CPT e CFT)e amostras de

bocio; amostras de CPT com amostras benignas (bocio, adenoma ehiperplasia); amostras de
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CFT com amostras benignas (bocio, adenoma e hiperplasia). Os resultados da expressao
diferencial, demonstrou que os genes: SFN, HSPAS5, MAP2K6, KSRI, MAPK10, MAPKSIP2 e
MEF2C estao envolvidos com diferenciacao dos tumoresmalignos. Os genes CDKNIC, FOS,
JUN, ETS1, MEF2C, CREBI, RBI, ETS2 ¢ GRB2 estao relacionados na diferenciacao dos
CFT. Os genes SFN, HSPAS5, MAPKSIP2, FOS,JUN, ETS1, MEF2C e GBR2 apresentaram
expressao diferencial na comparacdo dos casos de CPT e CFT. Além disso, na andlise
comparativa das amostras de bocio com as outras neoplasias benignas nenhum dos genes
apresentaram expressao diferencial. Os autores encontraram pela analise do array, genes
diferencialmente expressos com potencial diagndstico em tecidos malignos e benignos de
tireoide.

Um estudo prévio do nosso grupo submetido para a revista Journal of Biomedical
Science (Queiroz et al. 2021) diferenciou por meio da técnica de FTIR e anélise molecularas
amostras de CPT, CFT de tecidos normais e tecidos benignos (bocio, adenoma folicular e
hiperplasia folicular). Os resultados da analise de PCA permitiram observar a separacdo dos
espectros de tecidos benignos em relagdo aos tecidos tumorais. As analises de LDA usando
LOOCYV mostraram que os tecidos normais, benignos, CFT e CPT puderam ser classificados
com 60, 70, 93 e 78% de eficiéncia, respectivamente. Adicionalmente, foi possivel classificar
as amostras de tecido benigno de bocio, adenoma folicular e hiperplasia folicular com 93, 83
e 100% de eficiéncia, respectivamente. Os resultados pela analise molecular permitiram
observar o poder diagnoéstico dos genes FOS e JUN, demonstrando diminuigdo de expressao,
respectivamente em: tecidos malignos (P=0,0032 e P= 0,0025), tecidos de CPT (P= 10,0375 ¢
P=0,0455), tecidos de CFT (P= 10,0048 ¢ P= 0,0021). Na comparagao entre tecidos de CFT
e CPT foi observada a diferenca estatistica significativa no gene JUN, demonstrando
diminui¢do de expressao em tecidosde CFT (P= 0,0028). Este estudo sugeriu que a técnicas
de FTIR e de analise molecular dos genes FOS e JUN possibilitaram a discriminacao das
amostras benignas dos tumoresmalignos de tireoide. No presente estudo, objetivamos buscar
outros genes marcadores diagnosticos e confirmar o poder de sensibilidade da técnica de FT-IR
por meio da andlisede amostras de CPT, bocio e dos tecidos normais adjacentes a ambas as

lesoes.

2.6 Marcadores proteicos

A identificacdo da expressdo proteica ¢ realizada principalmente pela técnica de IHC ¢ a

mais utilizada para em muitos tumores, visto que as proteinas podem ser utilizadas como alvos
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de marcadores celulares (SURACE et al., 2019). Hoje na rotina clinica, diversos marcadores
imunohistoquimicos podem ser utilizados para identificar moléculas-alvo para tratamentos
oncologicos individualizados, beneficiando os pacientes, como os receptores de estrogénio e
progesterona e oncoproteinas como, por exemplo, o c-erbB-2/HER2 no cancer de mama, o
CD20 nos linfomas, 0 EGFR ¢ VEGFRem diversos tipos de tumores, entre outros (DAI, 2016).

Em cancer de tireoide, estudos vém descobrindo algumas proteinas especificas que
estao diretamente envolvidas no desenvolvimento do cancer de tireoide e quepossuem grande
potencial de serem utilizadas como marcadores diagnosticos ou prognodsticos na pratica
clinica (HUK et al., 2018; ZHAN et al., 2018; BIAN, 2020; RAMIREZ-MOYA et al., 2020;
WANG et al., 2020).

Hu et al. (2015), analisou pela analise de imunohistoquimica (IHC) a expressao das
proteinas mucina 1 (MUC 1) e c-myc em 123 amostras de pacientes com CPT, bdcioe tecidos
normais adjacentes. Nesse estudo, pode-se observar diferencas na expressao de MUCI e c-
myc em CPT quando comparado com as amostras de carcinoma e tecidos benignos, € assim
concluiram que MUC I e c-myc sdo marcadores importantes para a diferenciagdo de CPT em
relagdo aos tumores benignos. Além disso, pela observagdo da expressdao diferencial da
proteina c-myc nos carcinomas, tumores benignos e tecidos normais adjacentes, estes autores
demonstraram que estas proteinas sao marcadores importantes de invasao local.

Lin et al. (2015), ao analisarem a expressdao do antigeno TAK/ em tumores de
tireoide, incluindo papiliferos (n=6), foliculares (n=21), medulares (n=15) e indiferenciados
(n=4) e tecidos normais adjacentes por IHC, detectaram que a expressaode TAK/ foi de 78,2%
no tecido tumoral, sendo significativamente maior que nos tecidos normais adjacentes que foi
de 14,9%. Estes resultados, sugerem que TAKI pode ser um fator importante envolvido na
patogénese do cancer de tireoide, e que a inibicdo da regulacao desta proteina pode melhorar
o prognostico de pacientes, reduzindo a proliferacdo e invasdo tecidual observados nos
resultados com cultura de célula.

Do et al. (2017) detectaram que a expressdo da proteina esfingosina quinase 1 esta
relacionada com o desenvolvimento e progressio do CPT e um pior prognéstico destes
tumores, além disso, estes autores sugeriram que esta proteina pode ser Util como biomarcador
preditivo para a metastase dos linfonodos.

Sakr et al. (2017) demonstraram a relagcdo da agressividade tumoral com o aumento de
expressao de proteinas envolvidas com a atividade proliferativa de suas células c-myec,
antigenos associados ao ciclo celular, Ki-67 e antigeno nuclear de células em proliferagdao

(PCNA). Além desses, outros estudos utilizando a técnica de IHC, buscaram avaliar outros
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marcadores proteicos associados a agressividade do tumor, progressao e invasao tumoral com
o objetivo de identificar o seu envolvimento com o desenvolvimento do carcinoma de tireoide

(HE et al., 2017; MELO et al., 2017; BU et al., 2018; FUZIWARA et al., 2019).

2.7 Espectroscopia infravermelho por transformada de Fourier (FTIR)

A analise bioquimica por meio da aplicagdo de métodos espectroscOpicos Opticos no
diagnodstico do cancer tem sido uma 4rea de interesse nas Ultimas décadas (ZANCLAef al.,
2020). O uso da espectroscopia Optica, vem se tornando uma técnica viavel para odiagnostico
precoce do cancer por possuir vantagens em relagdo a técnica histopatoldgicatradicional, com
resultados em tempo real e com a possibilidade da obtencao de diagnosticos ndo invasivos ou
minimamente invasivos (SILVA et al., 2020a). Na espectroscopia de infravermelho (IR) um
tecido absorve um comprimento de onda da luze o emite em um comprimento de onda mais
longo. A luz dispersa tem ligeiras mudancas nos comprimentos de onda devido a interagdes
entre a luz incidente e grupos bioquimicos,como bandas de amida, grupos metil e estruturas
anelares em estruturas celulares, como 4cidos nucleicos e proteinas (WALD et al., 2016).

A espectroscopia de infravermelho por transformada de Fourier (FTIR) é uma
tecnologia ndo invasiva que pode detectar mudancas de grupo funcional em moléculas das
células e tecidos. Tais mudancas podem ser visualizadas por meio de um espectro geralmente
retirado da faixa do infravermelho médio (4000 a 400 cm™) (LEWIS et al., 2010). A
espectroscopia por FTIR possui as vantagens da realizagdo da andlise tecidual de forma
indolor, em tempo real e possuir especificidade na determinacdo exata das mudangas
bioquimicas que indicam futuras alteracdes morfologicas quando as mesmas ainda ndo se
manifestaram micro e macroscopicamente. Por exemplo, estudos em canceres de colon (LI et
al., 2005), prostata (SIQUEIRA; LIMA, 2016), mama (ELMI et al, 2017), cervical
(RYMSZA et al., 2018) e gastrico (LIU et al., 2017) mostraram que a técnica FTIR ¢ uma
ferramenta promissora para diagnostico e diferenciacdo das caracteristicas bioquimicas dos
tecidos neoplésicos € normais.

Alguns poucos estudos utilizando a espectroscopia FTIR em cancer de tireoide
demonstraram a efetividade desta técnica em diferenciar faixas espectrais referentes aos
componentes bioquimicos presentes nos tecidos malignos e tecidos benignos da tireoide
(DAS et al., 2008; ZHANG et al., 2011).

Das et al. (2008) observou em seu estudo a espectroscopia FT- IR em tecidos

biologicos, por ser uma proposta desafiadora devido a forte absor¢ao de luz infravermelho em
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tecidos com agua. O pesquisadores analisaram as diferencasespectrais de FTIR em tecidos de
paratireoide (n=7), hiperplasia de tireoide (n=4), adenomas de tireoide (n=3) e linfonodos de
tireoide (n=3). Na comparacao entre os grupos pode-se observar que os espectros de lipidios
apresentaram maior intensidade emamostras de linfonodo e maiores picos de acidos nucleicos
foram observados em amostrasde adenoma, demonstrando o aumento no crescimento celular,
este estudo demonstrou aviabilidade da técnica FTIR no diagnostico intra operatorio durante a
exploragdo cirargica, com potencial de aplicacdo no diagnostico de biopsia em linfonodo
sentinela emargem tumoral.

Zhang et al. (2011) utilizaram a técnica FTIR como ferramenta poderosa para distinguir
tecido normal e cancer, encontrando diferencas significativas em amostras de CPT quando
comparados com amostras de bdcio, combinando a espectroscopia FTIR e ométodo de andlise
discriminante para discriminagdo rapida em nddulos benignos e malignos durante operagdo
cirrgica.

Depciuch et al. (2018) distinguiram os tecidos tireoidianos normais de tecidos de
carcinoma folicular de tireoide (CFT) por meio da espectroscopia FTIR com o objetivo de
sugerir a utilizacdo desse método como ferramenta diagnostica. O estudo utilizou 15 amostras
de tecido tireoidianos em microarrays e seus resultados indicaram que o tecido de CFT
quando comparados com o tecido nao tumoral, apresentou menor intensidade de proteinas,
gorduras e agucares indicando uma mudanga estrutural nesses compostos. Além disso, as
analises por PCA puderam demonstrar a diferenca espectral em os dois grupos analisados,
podendo concluir que a técnica FTIR permite distinguir os tecidos normais de neoplasicos.

Zancla et al. (2020) por meio da técnica de espectroscopia FTIR e andlise multivariada,
analisaram em amostras de CPT a presenca de corpos pseudomatosos, estruturas calcificadas
consideradas marcador diagnostico confidvel para essa histologia e correlacionada com
variantes mais agressivas € metastase linfonodal. Histologicamenteos corpos pseudomatosos
sao dificeis de serem reconhecidos pela subjetividade clinica, nesse cenario que o estudo teve
como objetivo contribuir com a obtencdo de um diagnéstico mais preciso. Os resultados
obtidos pela andlise espectral, foram comparadoscom tecidos corados por hematoxilina-eosina
fornecendo validagdo histologica, a faixa espectral 850-1100 cm™' foi a mais confiavel na
deteccao desses corpos pseudomatosos, com as caracteristicas de carboapatita nessa regiao.
Pode-se concluir a combinagdo de espectroscopia FTIR e andlises multivariadas como técnica
a ser aplicada em rotina clinica para favorecer um diagndstico precoce de amostras de CPT.

A espectroscopia FTIR ¢ uma ferramenta promissora para complementar a analise

patologica dosdiferentes tumores, incluindo tireoide, que ¢ muito subjetiva. Para maximizar o
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poder desta técnica, tanto os elementos espaciais quanto os espectrais devem ser combinados
ao conhecimento da estrutura quimica do tecido para analisar as diferentes caracteristicas da
amostra, no sentido de poder diferenciar a patologia benigna de uma lesdo maligna da
tireoide. Com este tipo de abordagem mais possibilidades diagnosticas, como também e

prognosticas poderado ser realizadas (SILVA et al., 2020a).
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Identificar por meio das analises de expressdao gé€nica e proteica marcadores
moleculares diagnosticos pertencentes a via MAPK/KINASE em amostras de CPT e bocio
nodular, quando comparados com seus tecidos normais adjacentes, além de buscar o
diagnostico dessas lesdes por meio da analise dos espectros bioquimicos pela técnica de

espectroscopia por FTIR.

3.2 Objetivos especificos

* Analisar pela técnica de PCR quantitativa em tempo real (RT-qPCR) aexpressao de
genes especificos pertencentes a via MAP/KINASE: CCNAI, SFN, JUN, KSRI,
MAPK2K6, HSPAS5, MAPK81P2, CDKNIC e FOS em
amostras de CPT e amostras normais de tecido tireoidiano ndo tumoral para analisar o
potencial diagnostico desses genes;

= Analisar pela técnica de RT-qPCR a expressao de genes especificos pertencentes a via
MAP/KINASE: CCNAI, SFN, JUN, KSR1, MAPK2K6, HSPAS5, MAPKS81P2, CDKNIC
e FOS, em amostras de bocio e amostras normais de tecido tireoidiano ndo tumoral para
analisar o potencial diagnostico desses genes;

= Analisar pela técnica de RT-qPCR a expressao de genes especificos pertencentes a via
MAP/KINASE: CCNAI, SFN, JUN, KSR1, MAPK2K6, HSPAS5, MAPKS81P2, CDKNIC
e FOS, em amostras de CPT e seus respectivos tecidos normais adjacentes para
confirmar o potencial diagnosticodesses genes;

* Analisar pela RT-qPCR a expressio de genes especificos pertencentes a via
MAP/KINASE: CCNAI, SFN, JUN, KSR1, MAPK2K6, HSPAS5, MAPK81P2,CDKNIC e
FOS em amostras de bdcio e seus respectivos tecidos normais adjacentes para confirmar
o potencial diagnostico desses genes;

= Analisar pela técnica de RT-qPCR a expressao de genes especificos pertencentes a via
MAP/KINASE: CCNAI, SFN, JUN, KSR1, MAPK2K6, HSPAS5, MAPKS81P2, CDKNIC
e FOS, em amostras de CPT e bdcio para confirmar o potencial diagnostico desses
genes;

= Analisar pela técnica de IHC a expressao da proteina Ciclina A1, codificada pelo gene
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CCNAI, em amostras de bocio, CPT e tecidos normais adjacentes ao CPT para avaliar o
seu papel no diagndstico dessas lesdes;

Comparar os dados de expressao do gene CCNA I obtidos pela RT-qPCR com

os dados da expressao da proteina por ele codificada Ciclina Al;
Caracterizar bioquimicamente pela técnica de espectroscopia FT-IR as amostras de
CPT, boécio e tecidos normais adjacentes ao bocio por meio da analise dos espectros

vibracionais da amostra para a determinagao do diagnostico dessas lesdes.
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4 MATERIAL E METODOS

O estudo apresenta trés abordagens para identificar marcadores moleculares
diagnosticos e de invasdo tumoral: analise molecular, analise de IHC e de FTIR. A anélise
molecular identifica alteragdes especificas, tais como a expressao de um gene emparticular,
contudo a técnica exige varios processamentos das amostras € consome um maior tempo
comparado a outras técnicas. A analise proteica identifica alteracdes na expressao de uma
proteina em particular, entretanto, também consome um grande tempo e ¢ uma andlise
subjetiva, ndo apresentando alta sensibilidade quando comparada com a andlise molecular E
espectroscopia por FT-IR ¢ um método répido e requer preparacdo minima da amostra € os
resultados sdo baseados em mudancas na composicdo das moléculas da amostra, contudo os

resultados nao sao especificos como os resultados da analise molecular.

4.1 Obtencao das amostras

Este estudo ¢ um desdobramento do projeto auxilio pesquisa realizado em nosso
laboratorio “Caracterizagdo molecular e bioquimica de lesdes da tireoide para diagnostico
clinico”, processo Fapesp n° 2013/14464-9 (Parecer 1.806.781/CEP/2016), aprovado pelo
Biobanco e Nucleo de Pesquisa do Instituto do Cancer do Estado de Sao Paulo - ICESP
(Anexo 1) e pelo CEP UNIVAP (Parecer 2.741.302/CEP/2018) (Anexo 2)desenvolvido no
Laboratorio de Biologia Molecular do Cancer.

Neste estudo foram utilizadas um total de 70 amostras de tecidos a fresco de tireoide,
sendo 32 casos classificados pela analise citopatologia como CPT, 15 casos de amostras
normal adjacentes ao CPT, 13 casos diagnosticados citopatologicamente como bdcio e 10

amostras normais adjacente ao bocio, provenientes do Biobanco do ICESP (Tabela 1).
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Tabela 1. Amostra de CPT, bocio e seus respectivos normais adjacentes nas analises realizadas. CPT:carcinoma
papilifero de tireoide. B: bocio. NAdj: normal adjacente. N: normal de tecido tireoidiano néo
tumoral.(continuagéo)

Amostra Tipo histologico ATR-FTIR IHC RT-qPCR

5 CPT X X
5N NAdj X
10 CPT X
11 CPT X

1IN NAdj X
13 CPT X
16 CPT X
16N Nadj X
17 CPT VF X
17N Nadj X
18 CPT VF X
18N Nadj X
26 CPT X
47 CPT X
47N Nadj X
51 CPT X
51N Nadj X
354 CPT X
355 CPT X
365 CPT
603 CPT X
649 CPT X X
712 CPT X
723 CPT X
726 CPT X
740 CPT
1409 CPT X X
1409N Nadj X
1859 CPT X
1859N Nadj X
1874 CPT X
1874N Nadj X
1878 CPT X X
1878N Nadj X
1882 CPT X X
1882N Nadj X
1894 CPT X
1897 CPT X
2948 CPT X
3371 CPT X
337IN Nadj
3379 CPT X
3380 CPT X X
3380N Nadj X
3386 CPT X X
3386N Nadj X
4221 CPT X

3 B X X
3N Nadj X X

6 B X X
6N Nadj X

7 B X X
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Tabela 1: Amostra de CPT, bdcio e seus respectivos normais adjacentes nas analises realizadas. CPT:carcinoma
papilifero de tireoide. B: bocio. NAdj: normal adjacente. N: normal de tecido tireoidiano ndo tumoral

(conclusdo)
7N NAdj X X
9 B X X
9N Nadj X X
14 B X X
14N Nadj X X
30 B X
41 B X
41N Nadj X
42 B X
42N Nadj X
46 B X X
46N Nadj X X
1377 B X
1864 B X X
1864N Nadj X
1883 B X X
1883N Nadj X
3377 B X
35N N X
38N N X
6N N X
14N N X

Fonte: O autor.

Na analise de expressdo gé€nica por RT-qPCR foram utilizadas 25 amostras
distribuidas nos seguintes grupos: tecido de bdcio (n= 10), tecido normal adjacente ao bdcio
(n=10), amostras de CPT (n=15), tecido normal adjacente ao CPT (n= 15). Para aandlise de
IHC foram utilizadas amostras distribuidas nos seguintes grupos: tecido de bdcio (n= 4) e
CPT (n=15). Na analise espectral por FTIR foram utilizadas amostras distribuidas nos
seguintes grupos: tecido normal adjacente ao bocio (n=5), bocio (n=7) eCPT (n=8). A coleta
das amostras, para sua armazenagem em Biobanco, foi realizada por procedimento cirtrgico
(tireoidectomia total ou parcial) com bidpsias excecionais, no momento do diagnostico
conhecido por congelacdo. Todas as amostras pertencentes ao estudo obtiveram um laudo
histopatologico, o qual segue os critérios de diagnostico paracancer de tireoide da Sociedade
Brasileira de Patologia (SBP), e contém no minimo 70% de células tumorais no fragmento
para a inclusao das mesmas no estudo.

As amostras foram transferidas do Biobanco para o freezer -80°C do Laboratorio
Central Analitica — IP&D/UNIVAP e ficaram armazenadas em tubos criogénicos Nalgene®
para as analises de ATR-FTIR e RT-qPCR ou acondicionadas em ldminas mantidas a
temperatura ambiente para a andlise de IHC, foram realizados cortes histologicos em
dezenove amostras selecionadas para a analise de imunohistoquimica e armazenadas em

laminas mantidas a temperatura ambiente.
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4.2 Analise de Expressao génica

4.2.1 Genes selecionados

Para andlise de expressdo génica, nove genes foram escolhidos a partir dos resultados
obtidos de um estudo prévio do nosso grupo de pesquisa (SILVA et al., 2018), onde foi
avaliada a expressdao génica de 84 genes representativos da via MAPK/KINASE por meio da
utilizacao da plataforma MAP Kinase Signaling Pathway (PAHS-061ZA4-24)(SA Biosciences,
Qiagen), que classificou os tecidos benignos e malignos de tireoide (Apéndice 1).

Os genes diferencialmente expressos detectados por Silva et al. (2018) e que foram
selecionados para a andlise foram: CCNAI e SFN, que apresentaram pela técnica de PCR
array aumento de expressio no CPT em relacdo amostras benignas (bocio, adenoma e
hiperplasia) e diminuicdo no CPT quando comparado com amostras de CFT;os genes JUN,
KSRI, MAPK2K6, HSPAS5 e MAPKS8I1P2 que apresentaram diminui¢ao deexpressao no CPT
quando comparado com as amostras benignas e CFT no caso do geneJUN; os genes CDKNIC
e FOS apresentaram diminuicao de expressdo nas amostras de CFT em relagdo ao CPT; os
genes: CCNAI e SFN que apresentaram aumento deexpressao e os genes CDKNIC, HSPAS,
KSRI, MAP2K6 e MAPKS8IP2 que apresentaramdiminuicao de expressdo nas amostras de CPT
comparadas com bocio e os genes: CDKNIC, CREBI, FOS, JUN, KSRI, MAP2K®,
MAPKSIP2 e HSPAS5 que apresentaram diminuicdo de expressdo nos carcinomas malignos
(CPT e CFT) em relagdo ao bocio.

O gene endogeno ou gene housekeeper, gene que apresenta expressao constitutivaem
tecidos humanos, selecionado foi o mitochondrial ribossomal protein 19 (MRLP19).Portanto,
a expressao dos genes alvos foi normalizada com a expressao do gene endogenoMRLP19. Este
gene tem por funcdo a codificacdo de proteinas mitocondriais ribossomais,sendo descrito como
um gene endogeno mais estavel e confiavel para analise de expressdo génica por RT-qPCR

(McNeil et al., 2007).

4.2.2 Extracio, purificacdo e quantificacio do RNA

A extracdo do RNA foi realizada utilizando trés protocolos: Al/Prep DNA RNA Mini
Kit (Qiagen), Rneasy Mini Kit (Qiagen) e Trizol® Reagent (Life Technologies), seguindo o
protocolo RNeasy® MinEluteTMCleanup Kit (Qiagen). Apos a purificagdo do RNA, foi
realizada a digestdo do DNA utilizando o kit DNase I Amplification Grade (1U/ul) para as
amostras extraidas pelo método de Trizol® Reagent (Life Technologies) ou o kit RNase-Free

DNase Set (Qiagen) para as amostras extraidas pelo kit RNeasy® Mini Kit (Qiagen). As
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caracterizagdes quantitativas das amostras de RNA extraidas foramrealizadas pelo método de
espectroscopia de absorcdo no ultravioleta no equipamento NanoDrop (ND-1000
Spectrophotometer v.3.0.1, Labtrade) que faz a analise das razdes 280/260 e 260/230, onde a
leitura de absorbancia do RNA a 260 nm avaliando a pureza das amostras em relagdo a
contaminagdo com proteinas na razao 260/280, que deve estarem torno de 1.8 a 2.0, e em
relagdo a contaminagdo com reagentes utilizados no processode extracdo na razao 260/230,
que deve estar entre 1.7 e 2.2.

Para a avaliacdo da integridade, foi utilizado aproximadamente 500ng de RNA no
sistema de eletroforese capilar no equipamento Agilent 2100 Bioanalyzer 2100 (Agilent
Technologies Inc.). Foi realizado também, a eletroforese em gel de agarose a 1,5% em Tris-
Borato-EDTA 1X (TBE) corado com brometo de etideo, reagente no qual seintercala entre as
bases nitrogenadas do RNA permitindo a visualiza¢do das bandas cromossdmicas 18S e 28S,

de acordo com o marcador de peso molecular de 100pb (Invitrogen).

4.2.3 Sintese de cDNA

Apos a digestdo do DNA (RNase-Free DNase Set, Qiagen) foi realizada a sintesedo
cDNA no termociclador (Biocycler, MJ96G) por meio do sistema de pré-amplificagdo
Superscript™ IV, que inclui SuperScript ® IV / RNaseOUT ™ Enzyme Mix, 2X First- Strand
Reaction Mix, e Buffer de anelamento (Invitrogen, Life Technologies, Carlsbad, CA). O
protocolo consistiu em adicionar 0,5 puL de oligo (d7)20, 0,5 uL random primers,e 1 pL de
Buffer de anelamento em 1 pg de RNA. O volume da reagdo foi completado com agua
ultrapura livre de RNAses para um volume final de 12 pL. Em cada reagdo foiadicionado 1puL
de Ribonuclease Inhibitor que reduziu a atividade da RNase proporcionando maior
estabilidade térmica, junto com 4 pL do 5X SSIV Buffer, 1 pL de 10 mM DTT, e 1 puL da

enzima SuperScript™ IVReverse Transcriptase.

4.2.4 Analise Quantitativa pela RT-qPCR

Os iniciadores para amplificacdo dos genes CCNAI, SFN, JUN, KSRI, MAPK2K®6,
HSPAS5, CDKNIC, MAPKS8IP2, FOS e do gene enddgeno foram desenhados no software
Primer Express (versao 3.0) (PE Applied Biosystems, Foster City, CA, USA)(Tabela 2).

A deteccao da expressao génica por RT-qPCR foi realizada por meio do equipamento

ABI PRISM 7500 Sequence Detection Systems (Life Technologies, USA). Os dados obtidos
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serdo traduzidos pelo software especifico (Sequence Detection System software, versdo 2.1,
PE Applied Biosystems) e plotados em um grafico (intensidade de fluorescéncia versus o
numero de ciclos). A concentracdo-uso dos iniciadores sera de 10uM. A detec¢dao de
fluorescéncia o corante Platinum® SYBR® Green RT-qPCRSuper Mix UDG (Applied
Biosystems, Life Technologies, Carlsbad, CA) por conter todos os componentes necessarios
para realizacdo do mesmo.

As condi¢des de reagdes para RT-qPCR foram estabelecidas para cada gene em
particular. Por ultimo, uma curva de dissociacdo foi elaborada para comprovar a
especificidade da amplificagdo e foram utilizadas as seguintes condi¢des para amplificagdo:
desnaturagdo inicial 95°C 2 minutos, seguido por 40 ciclos com trés etapas:desnaturagdo 95°C
por 15 segundos, anelamento 50°C por 30 segundos, extensdao 60°C por 1 minuto e
resfriamento 4°C.

A andlise da curva padrao foi realizada pelos valores de slope, calculado pela férmula:
E=10""slrel ¢ fornecidos pelo sofiware especifico (Sequence Detection System software,
versdo 2.1, PE Applied Biosystems), os quais os valores de slope estiveram proéximos ao valor
de -3.3. A analise de curva padrao permitiu identificar a melhor diluicdo a ser utilizada,
iniciando com a amostra pura (1000), seguido das dilui¢des 200,40, 8 e 1,6ng/ul. A analise da
curva foi realizada em dois ciclos de amplificacdes (amplification plot) e pela disposicdo em
duplicata (standard curve), que devem estar o mais proximo da linha. No gréfico, standard
curve foi comparado a quantidade de cDNA utilizada versus ciclo de amplificagdo e no
amplification plot, o nimero de ciclos versus intensidade da fluorescéncia. A curva de
dissocia¢do foi obtida para cada gene, onde ¢ possivel averiguar se houve a formacao de
primer dimers, amplificagdo inespecifica e a presenca de quaisquer contaminantes na analise.

Os thresholds definidos foram osmesmos em todas as analises de PCR arrays.
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Tabela 2. Nove genes alvo e gene endogeno avaliados por RT-qPCR.

Tamanho
Genes Fungéo do Sequéncia dos iniciadores
amplicon
Controle do 5" ACAGCTGCTCGGTCAGAGA-3’
CCNAL  iclocelular.  02PP 5. TGTGCCGGTGTCTACTTCAT-3’
Proliferacio 5'-GGCCTCTGATCTCCGATTTC-3’
CDKNIC celular. 65 pb 5’-ATCGCCCGACGACTTCT-3’
Transducédo de
FOS ls.‘f“al’ N 60 ob 5" AGACCGAGATTGCCAACCT-3’
proliieragao, p 5-GAGCTGCCAGGATGAACTCT-3’
diferenciacao
celular.
Traducio 5" AACCATCCCGTGGCATAA-3’
HSPAS celular. 57 pb 5’- CCTGGACAGCAGCACCATA-3’
TN Fator de 61 o 5" AGCGGACCTTATGGCTACAG-3’
transcricio. p 5'-CCAGGTTCAGGGTCATGCT-3’
CSR) Regulacio s oh 5" AGCCGAACCCCATTTTG-3’
celular. p 5'-AGGGTGCTCCTTCTTTGTCA-3’
Transducéo,
transcrigdo e 5’>-CACCTTTTATGGCGCACTGT-3’
MAP2K6 apoptose 59 pb 5'-CCATGAGCTCCATGCAGATC-3’
celular.
Regulacio 5"-CAGCCCTGACCTCACTTTCT-3’
MAPKS8IPZ o lar. 63 pb 5-GACCGAGATGTGCTGTTGAC-3’
SN %zlgl‘liggago - 5. CATGGAGAGAGCCAGTCTGAT-3’
p Celular@ p 5. GCTGCCATGTCCTCATAGC-3’
Sintese de 5. CAGAGATCAGGAAGAGGACTTGGA-
MRPLI19 proteinas 70 pb 3
mitocondriais. 5>-TCTCGACACCTTGTCCTTCGA-3’

Fonte: O autor.

4.2.5 Analise estatistica

A analise da expressao relativa para cada gene alvo e a consequente obtengcdao dosQR
(quantificagdo relativa ou fold-change) foi realizada pelo método Delta DeltaCt e curva-
padrdao (PFAFFL, 2001; LIVAK; SCHMITTGEN, 2001). Os valores médios dos Cts obtidos
para os genes alvos foram comparados com a média dos Cts do gene enddgenoe posteriormente
normalizados pela média das amostras normais para a obtencao dos valores de QR.

O QR ou fold-change (2*(- Delta DeltaCt)), que consiste no valor da expressao do
gene normalizado (2°(- Delta Ct)) nas amostras do grupo experimental sera dividido pela
expressao do gene normalizado (2”(- Delta Ct)) na amostra do grupo controle (ndo tumoral),
foi calculado para cada gene. Este calculo ¢ dado pela férmula: 2 (-DDCt). Os valores de

fold-change maior que dois indica um aumento de expressao para o gene alvo,e o fold-change
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menor que 0.5 demonstra a diminuigdo de expressao génica, com grau designificancia de p-
value < 0,05 (teste t de Mann Whitney).

Para os dados de RT-qPCR, as andlises estatisticas foram realizadas no sofiware
GraphPad In Statversion 5.00 (GraphPad Software, San Diego, CA, USA,
www.graphpad.com) pelo Teste Mann Whitney e Teste T. Os resultados foram considerados

estatisticamente significativos com p < 0.05.

4.3 Analise de Imunohistoquimica

4.3.1 Amostras e Processamento histologico

ApOs a obtengao das amostras obtidas em conduta cirurgica, os fragmentos de tireoide
foram imersos em formol tamponado a 10% por 12h. Posteriormente, foram desparafinizados
em xilol, desidratados por meio de sequéncias alcoolicas crescentes e incluidos em paraplast
(Paraplast; Oxford, St. Louis, MO, USA). Os blocos histologicos foram seccionados em um
microtomo semi-automatico (RM2245 — Leica Microsystems) para obtencdo dos cortes
histologicos com 4 pum de espessura, os quais foram colocados em laminas previamente
sinalizadas (Star Frost Adhdsiv-Silan, Knittel Glass, Alemanha) mantidas a temperatura

ambiente para as reacdoes de IHC.

4.3.2 Anticorpos

Foi possivel a identificacdo proteica atuante no ciclo celular meidtico da linha
germinal e no controle do ciclo celular mitdtico em células somadticas nas transi¢des G1 /S
(inicio) e G2 / M (mitose) (ABCAM). Para essa identificagdo foi realizado a marcacao por
meio do anticorpo primario Anti-Cyclin Al antibody abl18897 (ABCAM) — Rabbit polyclonal
to Cyclin Al e o anticorpo secundario Ab80436 (ABCAM) EXPOSE Mouse and Rabbit
Specific HRP/DAB Detection IHC Kit nos tecidos de neoplasias benignas (bdcio) e carcinoma

tireoidiano.

4.3.3 Procedimento

ApoOs a desparafinizacdo e hidratacdo dos cortes histoldgicos, o proximo passo
realizado foi a recuperagdo antigénica em tampao citrato 10mM pH 6.0 a 96°C, por 20 min.
Apos bloqueio da atividade da peroxidase enddgena, e trés lavagens em PBS+0.05% Tween20),

os cortes foram incubados overnight em camara tmida a 4°C com o anticorpo primario
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descrito acima. Como anticorpo secundario, foi usado o EXPOSE Mouse and Rabbit
Specific HRP/DAB Detection IHC (ABCAM) de acordo com as instru¢des do fabricante. O
EXPOSE HRP/DAB ¢ um sistema de visualizacao livre de biotina, indicadopara amostras de
carcinoma de tireoide, as quais t€ém grande quantidade de biotina enddgena, o que causaria
intensa reagdo de fundo (background) quando comparado aos sistemas de visualizagao que
empregam biotina avidina na sua constituicdo; este kit ja possui o cromégeno DAB que foi
utilizado para revelacao das reagdes. Os cortes foram contra corados com hematoxilina de
Harris por 35s, desidratados em alcool, diafanizados em xilol, montados com Permount e
secos por 60 min a 58-60°C. A especificidade da reagdo antigeno-anticorpo foi testada por
meio da substituicdo dos anticorpos primarios pelo tampao PBS + 0.05% Tween2( (controle
negativo). Como controle positivo da reacdo imunohistoquimica foram utilizadas as amostras

de testiculo humano pela certezada Ciclina A1 nesse tecido.

4.3.4 Analise quantitativa de imagem

A imunoexpressao da proteina Cyclin A1 foi avaliada qualitativamente ao microscopio
luz (Olympus BX-41). Inicialmente foram avaliados de trés a cinco cortes, afim de calibrar a
intensidade de marcagdo e em seguida, dois examinadores observaram as laminas
separadamente. Foram analisados dez campos em aumento real de 10x e realizada a analise da
intensidade da imunomarcagdo/imunoexpressdo da Ciclina Al. Os parametros dos scores
utilizados foram: auséncia de imunoexpressdao da proteina — score 0 (ausente); células com
100% de imunoexpressao fraca — score 1 (fraco); células com 75% de imunomarcagao fraca e
25% com marcagdao moderada — score 2 (levemente moderado); células com 75% ou mais de
imunoexpressao moderada — score 3 (moderado); e células com 100% de imunomarcagdo
forte — score 4 (forte) (Figura 9). Asimagens microscopicas de imunomarcagao da Ciclina A1l
foram capturadas por meio da camera digital (Leica CFC425) acoplada a um microscopio
optico (Leica DM2500) comampliagdo total de 100x.

Para avaliacao da significancia estatistica entre os grupos de tecidos analisados por
IHC foi realizado o teste de Fisher (P < 0,05). O Teste de Kappa (k) foi utilizado paraa

normalidade de concordancia na técnica de IHC.
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4.4 Espectroscopia infravermelha com transformada de Fourier - FTIR

4.4.1 Amostras

As amostras obtidas foram armazenadas a -80°C, descongeladas em temperatura
ambiente e cortados na espessura de 10 pm no criostato (Leica® Modelo CM 1100), entre -
15°C a -20°C e aguardadas até secarem. Apds o processo, as amostras de tecidos seccionados
foram mantidas em uma sala com baixa umidade no Laboratério de Biologia Molecular do
Cancer, por 100 minutos (1h 40 min) para retirar o excesso de agua presente na amostra apos
o corte.

Os cortes dos tecidos foram seccionados e colocados sobre janelas de CaF: (fluoreto
de calcio), para ndo ocorrer presenca de sinais nos espectros que nao fossem dasamostras em

questdo. Para cada amostra, foram obtidos trés espectros, totalizando 60 espectros.

4.4.2 Obtencdo dos espectros

O equipamento para obtengao dos espectros foi o espectrofotometro FT-IR (Spotlight
400 FT-IR Imaging System, Perkin Elmer) acoplado a unidade de ATR (superficie de
diamante) (Attenuated Total Reflection). As amostras foram posicionadas na face do cristal de
diamante da unidade ATR e a ponta do grampo micrométrico foi comprimida na superficie
para permitir o contato adequado para obter um espectro caracteristico. O backgorund de 64
scans foi realizado antes de cada andlise. Entdo, trés espectros de absorbancia foram
adquiridos por 32 varreduras na faixa do infravermelho médio (comprimento de onda 1000-
4000 cm™) com uma resolugdo de 8 cm™! por amostra. Para cada amostra foram obtidos trés
espectros, totalizando 60 espectros. Para a realizacdo do céalculo de espectro médio, os
espectros de cada grupo foram corrigidos utilizando um polindmio de ordem oito. A
normalizagdo utilizada para o mesmo foi a vetorial, sendo os espectros filtrados para remog¢ao
de ruidos, realizado utilizando o software OPUS 8 (OPUS 8.0, Bruker Optik GmbH,
Alemanha). A avaliagdo de espectros médios, variagdes de intensidade e deslocamento dos
picos entre os grupos, foi realizadoutilizando o software Origin (Origin 7.5 SR6, Origin LAb
Corp, EUA). A Analise de Componentes Principais (PCA — Principal Components Analysis)
foi realizada utilizando o software MATLAB® (MATLAB, MathWorks Inc., EUA), aplicado
para a classificagdo dos espectros coletados no infravermelho. Os resultados da PCA foram
apresentados por meio do grafico de loading plot, que confronta os PCs (componentes
principais) ao deslocamento FT-IR favorecendo a identificacdo das principais bandas que

possibilitaram a classificacdo entre os espectros das amostras. Os 10 primeiros PCs
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(Componentes Principais) foram utilizados para a realizagdo da Analise Linear Discriminante
(LDA) e depois validados utilizando uma validagdo cruzada de saida tnica (LOOCV) por
meio doMinitab 16 (MINITAB 16, Statistical Software, USA).
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S RESULTADOS

5.1 Expressao génica

As 25 amostras utilizadas para a andlise molecular de expressao gé€nica apresentaram
concentragoes (acima de 125 ng/ ng/ul) e razdes adequadas (entre 260/280e 260/230 acima de
1.8), variando de acordo com a quantidade de tecido fornecido para a realizagdao da sintese de
cDNA. Nesta andlise foram utilizadas seis amostras ndo tumorais obtidas de fragmentos de
tecidos de tireoide que ndo foram comprometidas porlesdo e que serviram como padrao da
analise. Na Figura 1A e 1B observa-se a alta integridade dos RNAs extraidos de amostras por
meio da visualizacao das bandas 18S e 28S em eletroforese em gel de agarose e do sistema de
eletroforese capilar utilizando o Agilent 2100 Bioanalyzer 2100, respectivamente, no qual este
ultimo foi possivel tambémidentificar que todas as amostras de RNAs apresentaram indice de

integridade equivalenteRINe (RNA integrity number equivalente) acima de 7.0.

Figura 1: (A) Amostras de RNA visualizadas pelas bandas 18S e 28S em eletroforese em gel de agarosecorado
com brometo de etidio. (B) Amostras de RNA visualizadas no sistema de eletroforese capilar utilizando o
Agilent 2100 Bioanalyzer 2100 (B). MN: marcador de peso molecular. RIN: RNA integrity number.
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Fonte: O autor.

A curva padrao obtida para cada um dos genes alvo: CCNA I, CDKNIC, FOS, HSPA5,
JUN, KSRI, MAP2K6, MAPKS8IP2, SFN e para o gene endogeno MRPLI9, possibilitou o
calculo de eficiéncia de amplificacdo dos primers para cada gene. As curvaspadroes de todos os
genes analisados apresentaram valores de slope dentro do esperado, préximo a -3.3, indicando
a alta eficiéncia dos iniciadores (E=10""s)¢ _1) (Tabela 3). A curva padrio também
possibilitou a defini¢do da melhor diluicdo a ser utilizada, que consistiu de diluicao de 1:5. A

curva padrdo e a curva de amplificacdo para os genes alvos e o gene enddgeno estdo
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apresentadas na Figura 2 (A-J). A curva de dissociagdo para os genes alvos e endogeno esta
representada na Figura 3 (A-J), e demonstrou a altaespecificidade dos iniciadores utilizados
na amplificacdo, além de auséncia de contaminacdo, amplificacdo inespecifica ou formagao

de primer dimers.

Tabela 3:. Eficiéncia de amplificacdo pelos valores de slope, valor de eficiéncia e coeficiente de linearidade dos
primers para a amplificagdo dos genes alvos CCNA1, CDKNIC, FOS, HSPAS, JUN, KSR1, MAP2K®6,
MAPKS8IP2, SFN e do gene endogeno MRPL19. As concentragdes das dilui¢des utilizadas para a obtencdo dos
valores de slope foram de 1000, 200, 40, 8 e 1,6 ng/pl de cDNA.

Eficiéncia Coeficiente

Gene Slope (%) de linearidade
CCNAI -2,80 127 0,99
CDKNIC  -3,19 105 0,99
FoOS -3,04 113 0,99
HSPAS -3,40 93 0,96
JUN -3,02 113 0,99
KSRI -3,33 98 0,98
MAP2K6  -2,86 123 0,99
MAPKS8IP2 -3,33 97 0,99
SFN -3,60 86 0,97
MRPLI9  -236 164 0,95

Fonte: O autor.



Figura 2: Curvas padroes e curvas de amplificagdo para os genes alvo CCNAT1 (A), CDKNIC (B), FOS
(C), (D) Gene HSPAS, (E) Gene JUN, (F) Gene KSR1, (G) Gene MAP2K6, (H) Gene MAPKS8IP2, (I)
Gene SFN, (J) Gene MRPL19 em amostras de CPT.
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Figura 3. Curvas de dissociac@o para os genes CCNAI (A), CDKNIC (B), (C) Gene FOS, (D) Gene HSPAS5, (E)
Gene JUN, (F) Gene KSR1, (G) Gene MAP2K6, (H) Gene MAPKS8IP2, (1) Gene SFN, (J)Gene MRPLI9.
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Fonte: O autor.

Na analise dos valores de QR do gene CCNAI em relagdo ao QR considerado normal
(0,5 e 2,0) todas as quinze amostras de CPT apresentaram aumento de expressao(QR= 4,06 a
3423,98). Duas amostras normais apresentaram diminui¢ao de expressao (QR= 0,40 ¢ 0,44) e
sete amostras normais de tecido tireoidiano ndo tumoral apresentaram expressao normal. Nesta
analise também foi observado que trés amostras de bdcio apresentaram diminuicao de
expressao (QR 0,06 a 0,28), uma amostra apresentou expressdo normal e seis amostras
apresentaram aumento de expressao (QR 3,07 a 141,99) em relagdo ao QR considerado
normal (0,5 e 2,0). Na comparagdo com os tecidos normais adjacentes, dez amostras normais
adjacentesao CPT apresentaram aumento de expressdao (QR= 2,72 a 216,03) e cinco amostras
apresentaram expressdo normal. Nas amostras normais adjacentes ao bocio, duas
apresentaram diminui¢ao de expressao (QR= 0,38 e 0,44), cinco amostras apresentaram
aumento de expressao (QR= 3,09 a 144,31) e trés amostras apresentaram expressao normal
em comparacao com os valores de QR estabelecidos como normais.

Na analise dos valores de QR do gene CDKNIC em relagdao ao QR considerado
normal (0,5 e 2), no grupo de paciente acometidos por CPT, oito amostras apresentaram
expressao normal e sete amostras apresentaram aumento de expressao (QR= 4,37). Nas
amostras normais de tecido tireoidiano ndo tumoral, onze apresentaram expressao normal e uma
amostra apresentou aumento de expressao (QR= 2,11). Nesta analise, foi observado que uma
amostra de bocioapresentou diminuicdo de expressao (QR=0,18), sete amostras apresentaram

expressao normal e duas amostras apresentaram aumento de expressdao (QR= 4,37). Na
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comparagdo com os tecidos normais adjacentes, nove amostras normais adjacentes ao CPT
apresentaram aumento de expressao (QR= 3,46 a 4,37) e seis amostras apresentaram
expressao normal. Nas amostras normais adjacentes ao bdcio, quatro amostras apresentaram
aumento de expressao (QR= 2,53 a 6,16) e seis amostras apresentaram expressao normal em
comparacao com os valores de QR estabelecidos como normais.

Para a anélise dos valores de QR do gene FOS em relacdo ao QR considerado normal
(0,5 e 2) sete amostras de CPT apresentaram diminui¢ao de expressao (QR= 0,09a 0,40) e oito
amostras apresentaram expressdao normal. Nas amostras normais de tecido tireoidiano ndo
tumoral, uma amostra apresentou diminuicdo de expressdao (QR=0,48) e doze amostras
apresentaram expressao normal. Nesta andlise também foi observado que cinco amostras de
bocio apresentaram diminuicdo de expressao (QR= 0,01 a 0,40) e cinco amostras
apresentaram expressao normal. Na comparacdo com os tecidos normais adjacentes, duas
amostras normais adjacentes ao CPT apresentaram aumento de expressao (QR= 3,11 a 5,47),
trés amostras apresentaram diminuicdo de expressio (QR= 0,14 a 0,15) e dez amostras
apresentaram expressao normal. Nas amostras normais adjacentes ao bocio, uma amostra
apresentou diminuicdo de expressao (QR= 0,28) e oito amostras apresentaram expressao
normal em comparacao com os valores de QR estabelecidos como normais.

Na analise dos valores de QR do gene JUN em relagdao ao QR considerado normal(0,5 e
2), sete amostras de CPT apresentaram diminui¢cdo de expressao (QR= 0,10 a 0,33)e oito
amostras apresentaram expressao normal. Todas as doze amostras normais de tecido tireoidiano
nao tumoral apresentaram expressao normal. Nesta andlise também foi observado que seis
amostras de bodcio apresentaram diminuigdo de expressao (QR= 0,03 a 0,49) e quatro
amostras apresentaram expressao normal. Na comparagdo com os tecidos normais adjacentes,
cinco amostras normais adjacentes ao CPT apresentaram diminui¢ao de expressao (QR=0,21
a 0,48) e dez amostras apresentaram expressao normal. Nas amostras normais adjacentes ao
bocio, uma amostra apresentou diminuicdo de expressao (QR= 0,22) e nove amostras
apresentaram expressdo normal em comparagdo com os valores de QR estabelecidos como
normais.

Para a andlise dos valores de QR do gene MAP2K6 em relacdo ao QR considerado
normal (0,5 e 2), dez amostras de CPT apresentaram diminui¢do de expressao (QR= 0,24 a
0,49) e cinco amostras apresentaram expressao normal. Todas as quinze amostras normais de
tecido tireoidiano ndo tumoral apresentaram expressdo normal. Nesta andlise também foi
observado que uma amostra de bdcio apresentou diminui¢do de expressao (QR=0,37) e

nove amostras apresentaram expressdo normal. Na comparagdo com os tecidos normais
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adjacentes, duasamostras normais adjacentes ao CPT apresentaram diminui¢cdo de expressao
(QR= 0,2 a 0,49) e dez amostras apresentaram expressao normal. Nas amostras normais
adjacentes ao bocio, dez amostras apresentaram expressao normal em comparagdo com 0s
valores de QR estabelecidos como normais.

Na andlise dos valores de QR do gene MAPK8IP2 em relagdao ao QR considerado
normal (0,5 e 2), duas amostras de CPT apresentaram diminui¢ao de expressao (QR= 0,43 ¢
0,44), quatro amostras apresentaram expressao normal e nove amostras apresentaram aumento
de expressao (QR= 2,07 a 233,14). Todas as dez amostras normais de tecido tireoidiano nao
tumoral apresentaram expressao normal. Nesta andlise também foi observado que duas
amostras de bocio apresentaram diminui¢ao de expressao (QR= 0,02 e 0,41), quatro amostras
apresentaramexpressao normal e quatro amostras apresentaram aumento de expressdao (QR=
2,48 a 7,00). Na comparagdo com os tecidos normais adjacentes, dez amostras normais
adjacentes ao CPT apresentaram aumento de expressao (QR= 2,22 a 30,98) e cinco amostras
apresentaram expressao normal. Nas amostras normais adjacentes ao bdcio, uma amostra
apresentou diminuicao de expressao (QR= 0,30), cinco amostras apresentaram aumento de
expressao (QR= 2,34 a 9,00) e quatro amostras apresentaram expressdo normal em
comparac¢ao com os valores de QR estabelecidos como normais.

Na analise dos valores de QR do gene SFN em relagdao ao QR considerado normal(0,5 e
2), todas as quinze amostras de CPT apresentaram aumento de expressao (QR= 5,41 a
554,41). Todas as doze amostras normais de tecido tireoidiano ndo tumoral apresentaram
expressao normal. Nesta andlise também foi observado que quatro amostras de bdcio
apresentaram diminui¢ao de expressao (QR= 0,05 a 0,41), trés amostras apresentaram
expressao normal e trésamostras apresentaram aumento de expressao (QR=2,67 a 8,99). Na
comparagdo com os tecidos normais adjacentes, dez amostras normais adjacentes ao CPT
apresentaramaumento de expressao (QR= 2,08 a 45,41), uma amostra apresentou diminui¢ao
de expressdao (QR= 0,29) e quatro amostras apresentaram expressao normal. Nas amostras
normais adjacentes ao bocio, trés amostras apresentaram diminuicao de expressao (QR=0,15 e
0,30), quatro amostras apresentaram aumento de expressao (QR= 2,26 a 18,94) e trés
amostras apresentaram expressao normal em comparagdo com os valores de QR estabelecidos
COmo normais.

Na analise dos valores de QR do gene HSPAS5 em relacao ao QR considerado normal
(0,5 e 2), trés amostras de CPT apresentaram diminuicao de expressao (QR=0,22a 0,32), oito
amostras apresentaram expressdo normal e quatro amostras apresentaram aumento de

expressao (QR= 2,23 a 4,02). Todas as seis amostras normais de tecido tireoidiano nao tumoral



52

apresentaram expressao normal. Nesta analise também foi observado que uma amostra de
bocio apresentou diminuigdo de expressao (QR=0,02), trés amostras apresentaram expressao
normal e seis amostras apresentaram aumento de expressao (QR= 2,03 a 5,09). Na
comparagdo com os tecidos normais adjacentes, uma amostra normal adjacente ao CPT
apresentou diminui¢ao de expressao (QR= 0,40), quatro amostras apresentaram aumento de
expressao (QR= 3,042 a 12,59) e dez amostras apresentaram expressao normal. Nas amostras
normais adjacentes ao bdcio, uma amostra apresentou diminui¢cdo de expressao(QR= 0,00),
seis amostras apresentaram aumento de expressdao (QR= 2,06 a 3,47) e trés amostras
apresentaram expressao normal em comparagdo com os valores de QR estabelecidos como
normais.

Na andlise dos valores de QR do gene KSRI em relagdo ao QR considerado normal
(0,5 e 2), quatorze amostras de CPT apresentaram aumento de expressao (QR= 2,22 a
3734,97) e uma amostra apresentou expressao normal. Seis amostras normais de tecido
tireoidiano ndo tumoral apresentaram expressao normal. Nesta andlise também foi observado
que uma amostra de bocio apresentou diminui¢cdo de expressao (QR= 0,12) e nove amostras
apresentaramexpressao normal. Na comparacdo com os tecidos normais adjacentes, todas as
quinze amostras normais adjacentes ao CPT apresentaram aumento de expressao (QR=4,19 a
34,21). Nas amostras normais adjacentes ao bocio, oito amostras apresentaram aumento de
expressao (QR= 5,42 a 17,05) e duas amostras apresentaram expressao normal em
comparag¢do com os valores de QR estabelecidos como normais.

Cinco andlises diferentes foram realizadas para todos os genes alvos CCNAI, FOS,
JUN, KSRI, MAP2K6, MAPKS8IP2, HSPAS5, SFN e CDKNIC, que consistiram em: amostras
de pacientes acometidos por CPT e grupo normal de tecido tireoidiano nao tumoral (grupo
controle) (Andlise 1),pacientes acometidos por bocio e grupo normal de tecido tireoidiano ndo
tumoral (grupo controle) (Andlise 2), amostras de CPT e normal adjacente (grupo controle)
(Analise 3), amostras de bdocio e normal adjacente (grupo controle) (Analise 4) e amostras de
CPT e grupo de amostras de bocio (grupo controle) (Analise 5). Os dados referentes a estas
analises sao descritos em seguidae ilustrados nas Figuras 4 a 8.

Na andlise 1, quando comparados o grupo de CPT e grupo de normal de tecido
tireoidiano ndo tumoral constituido como grupo controle, os genes FOS (0,0166), JUN (P =
0,0006) e MAP2K6 (P = 0,0013) apresentaram diminuicdo de expressdo significativa nas
amostras tumorais quando comparadas com as amostras do grupo controle e os genes CCNA
(P = <0,0001), KSRI(P = 0,0007), SFN (P = <0,0001) ¢ MAPKS8IP2 (P = 0,0375)

apresentaram expressdo aumentada nas amostras tumorais quando comparados com o grupo
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controle (Figura 4). Os outros genes nao apresentaram expressao diferencial na comparagdo
entreos grupos.

Na andlise 2, quando com comparados o grupo de bocio e grupo de normal de tecido
tireoidiano ndo tumoral constituido como grupo controle, os genes FOS (P = 0,0277) e JUN (P
= 0,0027) apresentaram expressao reduzida nas amostras de bécio quando comparado com o
grupocontrole e o gene KSRI (P = 0,0075) apresentou expressao aumentada nas amostras de
bocio quando comparados com o grupo controle (Figura 5). Os outros genes nao
apresentaram expressao diferencial na comparagdo entre os grupos.

Na analise 3, quando comparados o grupo de CPT e grupo normal adjacente comogrupo
controle, os genes FOS (P = 0,0477), JUN (P = 0,0242), CDKNIC (P = 0,0459) eMAP2K6 (P
= 0,0188) apresentaram expressao reduzida nas amostras de CPT quando comparados com o
grupo controle (Figura 6). Os outros genes ndo apresentaram expressdao diferencial na
comparagao entre 0s grupos.

Na analise 4, quando comparados o grupo de bdcio e grupo normal adjacente como
grupo controle, o gene JUN (P = 0,0168) apresentou expressao reduzida nas amostras de
bocio quando comparado com o grupo controle (Figura 7). Os outros genes ndo apresentaram
expressao diferencial na comparagdo entre os grupos.

Na analise 5, quando comparados o grupo de CPT e grupo de bocio como grupo
controle, os genes SEN (P = 0,0002) ¢ CCNAI (P = 0,0043) apresentaram expressao
aumentada nas amostras tumorais quando comparados com o grupo controle (Figura 8). Os

outros genes ndo apresentaram expressao diferencial na comparagdo entre ambos os grupos.
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Figura 4. Comparacdo entre medianas dos niveis de expressdo génica pela técnica RT-qPCR dos genes CCNA I,
FOS, JUN, KSR1, MAP2K6, MAPKS8IP2, HSPAS5, SFN e CDKNIC em amostras de CPT e grupo normal (grupo
controle) (Analise 1). QR: quantificagdo relativa do gene. PTC: carcinoma papilifero de tireoide. NORMAL.:
amostras ndo tumorais de tireoide.
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Figura 5. Comparagdo entre medianas dos niveis de expressdo génica pela técnica RT-qPCR do
genes CCNAI, FOS, JUN, KSR1, MAP2K6, MAPKS8IP2, HSPAS5, SFN e CDKNIC em amostras

de bocio e grupo normal (grupo controle) (Analise 2). QR: quantificacdo relativa do gene.
GOITER: amostras debdcio. NORMAL: amostras ndo tumorais de tireoide.
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Figura 6. Comparagdo entre medianas dos niveis de expressao génica pela técnica RT-qPCR do genes CCNA 1,
FOS, JUN, KSR1, MAP2K6, MAPKS8IP2, HSPAS5, SFN e CDKNIC em amostras de CPT e grupo normal
adjacente (grupo controle) (Analise 3). QR: quantificacdo relativa do gene. PTC: carcinomapapilifero de

tireoide. ADJCENTE NORMAL: amostras normais adjacentes.
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Figura 7. Comparag@o entre medianas dos niveis de expressdo génica pela técnica RT-qPCR dos genes CCNA 1,
FOS, JUN, KSRI, MAP2K6, MAPKS8IP2, HSPAS5, SFN e CDKNIC em amostras de bdcio e grupo normal
adjacente (grupo controle) (Analise 4). QR: quantificagdo relativa do gene. ADJCENTE NORMAL: amostras
normais adjacentes. GOITER: amostras de bocio.
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Figura 8. Comparagdo entre medianas dos niveis de expressdo génica pela técnica RT-qPCR do genes CCNALI,
FOS, JUN, KSR1, MAP2K6, MAPKS8IP2, HSPAS, SFN e CDKNIC em amostras de CPT e bocio (grupo
controle) (Analise 5). QR: quantificacdo relativa do gene. PTC: carcinoma papilifero de tireoide. GOITER:

amostras de boécio.
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Fonte: O autor.

5.2 Imunoexpressao Ciclina Al

Na avaliagdo da imunoexpressdo da Ciclina Al, todas as amostras de CPT
apresentaram imunomarcagao citoplasmatica em diferentes intensidades, além de a histologia
apresentar arquitetura papilifera caracteristica: nlcleo fosco e células cuboides ao redor de
eixos conjuntivos. A imunomarcagdo a Ciclina Al estava ausente em 25% nos tecidos de
bocio e em 13% nos tecidos de CPT (Figura 9 e 10, Tabela 4). Em contraste, 87% dos tecidos
de CPT (k= 0.48) demonstraram imuno marcagdo positiva para a Ciclina Al e 75% dos
tecidos de bocio exibiram expressao positiva (k= 0.58).

Quando realizado a andlise estatistica pelo Teste Fisher’s exact com o objetivo de
comprovar o resultado da avaliagdo por score obtido pela anélise de IHC, nao foi possivelobter
diferenga significativa para a Ciclina A1l na comparacdo entre os tecidos de CPT versus

tecidos de bocio (P= 0,4424).
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Figura 9. Fotomiografia representativa dos scores da intensidade da imunomarcagio da Ciclina Al. A:score 0 —
auséncia de marcacdo. B: score 1 — marcagao fraca. C: score 2 — marcagdo levemente moderada. D: score 3 —
marcagdo moderada. E: score 4 — marcagéo forte. Aumento real 10x.

Fonte: O autor.
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Figura 10. Fotomiografia comparativa da expressdo da Ciclina Al por IHC em tecido de CPT (A) e Bocio(B).
Aumento real 10x.

Fonte: O autor.

Tabela 4. Analise por imuno expressdo da Ciclina A1 em amostras CPT e amostras de bdcio.

Expressao Incidéncia Expressao Incidéncia
negativa negativa positiva positivia
(m) (%) (m) (%)
Tecidos
Bocio 1 25% 3 75%
CPT 2 13% 13 87%

Fonte: O autor

5.3 Espectroscopia FT-IR

Na avaliacao dos tecidos de tireoide por andlise de FTIR observou-se no espectro
médio dos grupos analisados diferencas de intensidade das bandas de acido nucleico (1077cm’
11080 cm,1236 cm!), proteinas (1452 ¢cm™', 1533 e¢m™,1636 cm™) ¢ lipidios (1742 cm
11750 cm™,2855 cm’!, 2858 cm’!, 2920 cm'2923 cm!12956 cm!3286 cm’)
(MOVASAGHI; REHMAN; REHMAN, 2008; ZHANG et al., 2015; WU et al. 2016;
DEPCIUCH et al. 2018) (Tabela 5). Observou-se aumento de intensidade nas bandas
referente ao acido nucleico (1077cm™!, 1236 cm™') em amostras de CPT quando comparadas

com amostras de bdcio e seus normais adjacentes (Figura 11).



59

Tabela 5. Principais modos vibracionais detectados nas amostras de tecido tireoidiano (CPT, bdcio e normal
adjacente de bdcio). *: modo vibracional, vs: modo vibracional de estiramento simétrico, vas:modo vibracional
de estiramento assimétrico.

Pico (cm™) Modo vibracional* Molécula
1077 Acido nucleico
VSP02
1080 Acido nucleico
VSP02
1236 Acido nucleico
Amida III and .sPO,
1452 vasCH3 Proteina
1533 Amida II Proteina
1636 Amida I Proteina
1742 C=0 de ésteres Lipideo
1750 C=0 de ésteres Lipideo
2855 vasCH3 Lipideo
2858 vasCH3 Lipideo
2920 vasCH2 Lipideo
2923 vasCH2 Lipideo
2956 vasCH3 Lipideo
3286 wOH Lipideo

Fonte: Movasaghi; Rehman; Rehman, 2008; Zhang et al., 2015; Wu et al., 2016; Depciuch et
al. 2018.
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Figura 11. (A) Espectro médio de amostra de bocio e normais adjacentes avaliados por FTIR. (B) Espectros
médio de amostra de CPT, bocio e normais adjacentes avaliados por FTIR. PTC: carcinomapapilifero de tireoide.
Goiter: bocio. Adjacent normal: normal adjacente de bocio. Normal: normal adjacente de bocio.
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Fonte: O autor.

Duas analises multivariadas PCA foram realizadas: a Analise 1 constituida por
amostras de bocio e amostra seus normais adjacentes (Figura 12A) e a Andlise 2

constituida por amostras de CPT, amostras de bocio e amostra seus normais adjacentes
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(Figura 12B). Os espectros de bocio e normal mostraram algum agrupamento, embora
houvesse sobreposi¢des. Uma tendéncia semelhante foi observada na PCA para normal, bocioe
CPT, embora a sobreposicao entre CPT e bdcio tenha sido maior. Como os resultados da PCA
podem ser plotados apenas em dois ou trés eixos, foi realizada a anélise PC-LDA,que leva em
consideragdo as dimensdes. Em ambas as anélises de PCA, nao foi possivelobservar uma boa
separacdao entre as amostras avaliadas. No entanto, foi realizada a andlise discriminante do
componente linear principal (LDA) e LDA usando LOOCYV parase obter uma classificacao e
obter uma melhor validagao.

Na andlise multivariada 1, pela avaliagdo LDA e LOOCV observou-se que 100%dos
espectros dos espectros normais adjacentes puderam ser distinguidos dos espectros das
amostras de bocio, 90.47% dos espectros de amostras de bocio puderam ser distinguidos dos
espectros das amostras de seus respectivos normal adjacentes e 9.52% dessas amostras de
bocio, foram classificados como normal adjacente (Figura 12A, Tabelas 6 ¢ 7). Na analise
multivariada 2 pela analise de LDA observou-se que 93.3% dos espectros de tecido normal
adjacente de bdcio puderam ser distinguidos e 6.6% dos espectros puderam ser classificados
como espectro de bdcio, dentre os espectros de bocio 85.71% puderam ser classificados
conforme a histologia, 9.52% puderam ser classificados como normal adjacente e 4.76%
puderam ser classificado como amostras deCPT. Dentre os espectros de CPT 95.83% puderam
ser classificados conforme a histologia e 12.5% dos espectros puderam ser classificados como
espectros de bocio (Figura 12B, Tabelas 6 ¢ 7). Pela analise LOOCV observou-se que 80%
dos espectros normais adjacentes puderam ser distinguidos dos espectros das amostras de
bocio e 20% dos espectros normais adjacentes puderam ser classificados como espectros das
amostrasde bocio. Dentre os espectros de bocio, 80.9% puderam ser classificados conforme a
histologia, 14.28% puderam ser classificados como espectro de tecido normal adjacente e
4.76% dos espectros puderam ser classificados como CPT, 87.5% dos espectros de CPT
puderam ser distinguidos de bdcio e seu normal adjacente e 12.5% dos espectros de CPT
puderam ser classificados como espectros de bdcio (Tabela 6 e 7). Desta forma, podemos
observar que a técnica FTIR ¢ capaz de distinguir com alta sensibilidade tecidos tireoidianos

normais, benignos e malignos.
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Figura 12. Analise multivariada PCA. (A) Analise multivariada PCA em amostra de bdcio e amostra seus
normais adjacentes. Goiter: espectro de amostras de bocio. Adjacent normal: espectro de amostras normal
adjacente de bocio. (B) Analise multivariada PCA em amostra de CPT, amostras de bdcio e amostra seus
normais adjacentes. PTC: espectro de amostras de carcinoma papilifero de tireoide. Goiter: espectro de
amostras de bocio. Adjacent normal: espectro de amostras normal adjacente de bocio.
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Tabela 6. Analise discriminante de componente linear principal (PC- LDA). Em A: B (bdcio) e NA (normal
adjacente). Em B: CPT (carcinoma papilifero de tireoide), B (bocio) e NA (normal adjacente).

A B
NA B NA B PTC
NA 15 (100%) 0 NA  14(933%) 1 (6.6%) 0
B 0 21(100%) | B 2(9.52%) 18 1 (4.76%)
(85.71%)
CPT 0 1 (4.16%) 23 (95.83%)

Fonte: O autor.

Tabela 7. LOOCV. Em A: B (bdcio) e NA (normal adjacente). Em B: CPT (carcinoma papilifero detireoide), B
(bocio) e NA (normal adjacente).

A B
NA NA B PTC
N 15 0 NA  12(80%) 3 (20%) 0
A (100%)
B 2(9.52%) 19 B 3 17 1 (4.76%)
(90.47%) (14.28%)  (80.95%
)
cp 0 3 21 (87.5%)
T (12.5%)

Fonte: O autor.
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6 DISCUSSAO

A pesquisa de novos métodos diagndsticos em carcinomas de tireoide para a aplicagao
em rotina clinica é extremamente relevante, considerando o aumento daincidéncia destes
tumores nos ultimos anos ¢ a sua elevada taxa de metastases linfonodais (MEDAS et al., 2020;
PARDO et al., 2020). No presente estudo, a expressao dos genes CCNAI, CDKNIC, FOS,
HSPAS, JUN, KSRI, MAP2K6, MAPKS8IP2 e SFN foi avaliada pela técnica de RT-qPCR em
amostras de CPT e bocio nodular e comparados com seus tecidos normais adjacentes com o
objetivo de identificar marcadores moleculares diagnosticos nestas lesoes.

Embora estes nove genes ja terem sido propostos como marcadores diagnosticos em
um estudo prévio do nosso grupo que avaliou pela PCR array a via de sinalizacao
MAPK/KINASE utilizando amostras nao tumorais como grupo controle (SILVA et al., 2020a),
no presente estudo apenas os genes FOS, JUN, MAP2K6, CCNAI e SFN foram eficazes na
identificacao de lesdes da tireoide, com potencial para serem marcadores tumorais, sendo os
genes FOS e JUN propostos como marcadores moleculares com potencial para identificar
lesdes tireoidianas e os genes MAP2K6, CCNAI e SFN marcadores moleculares com
potencial para a identificagdo de amostras de CPT.

Os genes FOS e JUN apresentaram expressao diferencial entre os tecidos de CPTe
bocio em relagdo aos tecidos tireoidianos normais, € na comparagao com tecidos tireoidianos
normais adjacentes. Os genes MAP2K6, CCNAI e SFN tiveram expressdo diferencial entre
grupos de amostras de CPT com amostras normais e¢ bdcio. Além da via molecular
MAPK/KINASE estar diretamente envolvida no desenvolvimento do cancer detireoide, o papel
regulador que os genes desta via possuem na proliferagdo celular, motilidade, apoptose,
transcri¢do, tradugdo, entre outros, reforgam a importancia dos estudos moleculares nesta via
(KATZ; ARRIT; YARDEN, 2007, ZABALLOS; SANTISTEBAN, 2017; SILVA et al
2020a).

A expressao reduzida observada em nosso estudo para os genes FOS ¢ JUN em
amostras de CPT e bocio quando comparadas com tecidos normais da tireoide e tecidos
normais adjacentes da tireoide indica que ambos sdo marcadores moleculares promissorespara
o diagnostico de alteragdes da tireoide. A expressdo diferencial de FOS e JUN em amostras de
bocio pode indicar um potencial maligno nesses tecidos, sendo necessario oacompanhamento
clinico desses pacientes. Além disso, os genes FOS e JUN sdao oncogenes € no presente
estudo, demonstraram diminui¢do de expressdo em tecidos carcinogénicos, necessitando de

uma melhor compreensao de possiveis mutagdes pontuais que ocasiona a uma regulacao
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positiva de proto-oncogene e comportamento tumoral agressivo.

FOS e JUN sao oncogenes e codificam um importante fator de transcricdo na via
MAPK/KINASE chamado AP-1, que participa de processos celulares que incluem crescimento
celular, diferenciacdo e apoptose (XIAO et al., 2019; AMERI et al., 2021). O dimero FOS-
JUN ¢ a forma mais comum da proteina AP-1 em células humanas, e quando expresso de
forma inadequada estd relacionado a processos de angiogénese e metastase (XIAO et al.,
2019). A superativagao de oncogenes ¢ um evento genético crucial em eventos neoplasicos
malignos, porém, a regulagdo positiva de proto-oncogenes devido ao aumento de copy
numbers ou mutagdes pontuais parece estar relacionado com um comportamento agressivo
(TSIAMBAS et al., 2020). O papel da proteina AP-1 ¢ descrito na via de sinalizagdo de
receptores de células T (AMERI et al., 2021), cancer de mama (IVANOVA et al., 2011),
porém ¢ pouco explorado em CPT (XIAO et al., 2019). Em carcinomas de tireoide, Liu et al.
(1999) observaram a expressao reduzida do gene FOS em CPT pela técnica de RT-qPCR
notando o seu poder como marcador na diferenciacdo e na manuteng¢ao da tireoide.No entanto,
Xiao et al (2019) observaram a expressdo aumentada da proteina AP-1 em amostras de CPT e
relacionaram a expressdo desta proteina com o tamanho do tumor, o que pode ser um
importante marcador molecular diagnéstico e prognoéstico de CPT.

Da mesma forma, foi detectado no presente estudo a redugdo da expressao dos genes
MAP2K6 em amostras de CPT e bdcio em relagcdo aos tecidos normais da tircoidee tecidos
normais adjacentes da tireoide. Pertencente a via MAPK, este gene € conhecidopor ativar por
fosforilagdo a via p38, que esta relacionada a morte celular relacionada ao estresse
(RASMUSSEM et al., 2016; KUMAR, PAGE; PETI, 2021). A sua expressdo aumentada
estd relacionada como possivel marcador molecular diagndstico ou progndstico para
diversos tipos de cancer como esofagico, colorretal e a sua expressao reduzida tem sido
relacionada com glioblastoma e outros canceres (PARRAY et al., 2014; RASMUSSEM et al.,
2016; LIU et al.,, 2018). No entanto, estudos envolvendo rearranjos em MAP2K6 sao
importantes identificando potenciais alteragdes da MAPK em terapias inibidoras e progressao
tumoral (OLSON et al., 2020). Rasmussem et al.,(2016) mostram que o gene MAP2K6 ¢ um
alvo para o ativador miR-625-3p e quando este gene foi regulado negativamente promove
uma resisténcia a Oxaplatina. Liu et al., (2018) relataram que a expressao reduzida de
MAP2K6 esta significativamente associadaa pior sobrevida em glioblastoma, porque esse gene
¢ identificado como um supressor detumor nesse tipo de cancer. Em lesdes de tiredideo o nosso
estudo foi o primeiro a mostrara expressao reduzida de MAP2K6 em CPT, indicando que este

gene ¢ um marcador molecular promissor para o diagnostico dessas lesdes. Estudos adicionais
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devem ser realizados para elucidar a relagao desse gene em lesdes de tireoide.

O gene SFN apresentou expressao aumentada em amostras de CPT em comparagdo
com bdcio e tecidos normais, colocando-o como um potencial marcador diagndstico em CPT.
Esse gene codifica uma proteina reguladora da tradugdo mitética que pode interromper a
progressao do ciclo celular na fase G2/M, desempenhando um papel inibitério nas mutagdes
do DNA na mitose (JIANG et al., 2018; HU et al., 2019). Naliteratura, o gene SF'N ¢ descrito
pela regulagdo de genes-chave que influenciam o inicioe a progressao do tumor (JIANG et al.,
2018). Em varios canceres tem sido descrita a elevada expressao deste gene, sendo importante
biomarcador em adenocarcinomas (SHIBA-ISHII et al.,, 2015), cancer de mama
(BOUDREAU et al., 2013) e cancer de esofago (REN et al., 2010). Em carcinomas de
tireoide, Ito et al. (2003) observaram expressao deste gene em CPT agressivo e carcinoma
anaplasico. Os autores sugerem que o gene SF'N estd associado a maior agressividade desses
carcinomas, sendo um biomarcador de pior progndstico no CPT. Nossos resultados
confirmam os achados de Ito et al (2003) e sugerem o gene SFN como marcador diagnostico
desse tipo histologico tumoral, porém, ressaltamos a importincia de mais estudos na
populagdo brasileira.

Os resultados da analise de expressao do gene CDKNIC descartou a hipotese deste
gene ser considerado um potencial marcador molecular como sugerido em nosso estudo
anterior (Silva et al., 2020a). O gene CDKNIC, localizado em humanos no cromossomo
11p15, € descrito como supressor tumoral (LI et al., 2018; SILVA et al., 2020a) e associado a
regulacao negativa da proliferagao celular (IMAIZUMI et al., 2020; SUNTHARALINGHAM
etal.,2019). O controle da transcri¢ado de CDKN1C ¢ associadoa mecanismos de metilacao do
DNA e modificagdo pos-traducdo de acetilagdo de histonas, contribuindo para o
remodelamento da cromatina em seu promotor (STAMPONE et al., 2018). Alteragdo no
locus deste gene esta associada a Sindrome de Beckwith-Wiedemann, cujo caracteristica
inclui macrossomia e risco elevado de cancer infantil, principalmente nas adrenais
(IMAIZUMI et al., 2020; SUNTHARALINGHAMet al., 2019). Para o nosso conhecimento,
um estudo prévio do nosso grupo foi o unico que avaliou a expressao do gene CDKNIC em
cancer de tireoide e sugeriu este gene comomarcador molecular preditivo de acometimento de
linfonodo em CPT (SILVA et al., 2020a). Ressalta-se a importancia de novos estudos em
maior numero amostral em carcinomas de tireoide para elucidar o papel desse gene na
carcinogénese tireoidiana.

A expressao diferencial observada neste estudo para o gene CCNAI na comparagao

entre CPT com bdcio e amostras normais, com aumento de expressao deste gene em amostras
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de CPT em relagdo a ambos os grupos, permitiu relaciona-lo com o papel diagndstico em
CPT. O gene CCNAI codifica a proteina Ciclina Al pertencente a familia das proteinas
quinases dependentes, importante na regulagdo e controle daprogressao do ciclo celular e
essenciais para a replicacdo do DNA (RADONOVA et al., 2020). Este gene desempenha um
papel importante na fase M do ciclo celular meidtico epromove a progressao do ciclo celular
ativando CDK1 e CDK2 (KHAJA et al., 2013; MUNARI et al., 2015). Em nosso estudo
anterior, foi evidenciado o potencial diagnoéstico desse gene e da proteina Ciclina Al em
tumores primdrios de CPT (SILVA et al., 2020b). Na literatura, CCNA! ¢ relacionado com
progressao e invasao tumoral (KHAJA et al., 2013; MUNARI et al., 2015). Khaja et al. (2013)
observaram a expressao elevada do geneCCNA I em tumores primarios de mama e linfonodos
quando comparados ao tecido normal adjacente dessas mesmas pacientes. Munari et al.
(2015) observaram a elevada expressdao da proteina Ciclina A1 em carcinoma urotelial de
bexiga e esclareceram o papel molecular desta proteina na progressdao desses carcinomas.
Ressaltamos a importancia denovos estudos com o gene CCNAI em carcinomas de tireoide
com o objetivo de elucidaro papel desse gene na carcinogénese tireoidiana.

Em nosso estudo, também analisamos a expressao da proteina codificada pelo gene
CCNAI, Ciclina A1, em CPT e lesdes de bocio por meio da técnica de IHC para verificar o
potencial diagnostico dessa proteina. Foi possivel observar a intensidade da imunoexpressao
da proteina Ciclina A1 de médio-moderado, tendendo a moderado nas amostras de CPT e
imunoexpressao média-moderada, tendendo a moderada no grupo do bdcio. Os resultados
observados ndo foram estatisticamente significativos provavelmente pelo reduzido ntimero
amostral nos grupos analisados, e demonstram a maior sensibilidade da técnica de andlise de
expressao génica (RT-qPCR) em relacdo a andlise de IHC, que validou os resultados do nosso
estudo prévio (SILVA et al., 2018) em relagdo ao potencial diagndstico do gene CCNAI
(Apéndice 2). Porém, os resultados da andlise proteica valida o estudo prévio de nosso grupo
(SILVA et al., 2018) e afirma a validagdo diagnostica observada no presente estudo.

A técnica de IHC ¢ a mais utilizada na rotina clinica para a identificagdo da expressao
protéica em tumores, uma vez que as proteinas podem ser utilizadas como alvosde marcadores
celulares. Na literatura, existe um unico estudo (Liu et al, 2013) que analisou a
imunoexpressao da Ciclina A1 com o objetivo de avaliar o potencial diagnostico em linhagem
de células em CPT. Neste estudo foi observada asuperexpressdo da Ciclina A1 em linhagem
celular de CPT quando comparada com a linhagem das células HEK293 pela técnica de IHC.
Este resultado foi correlacionado como aumento da expressao do gene PITX2, e os autores

sugeriram que o gene CCNAI ¢ regulado pelo gene PITX2, sendo este um importante
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mecanismo de controle celular de genes pertencentes as duas principais vias de sinalizagao
MAPK/KINASE e WNT dos tumores de tireoide.

A analise por espectroscopia infravermelha por transformada de Fourier, permite de
forma rapida, simples e poderosa a analise de perfis bioquimicos da amostra avaliada, sendo
aplicavel de forma mais favoravel no ambiente clinico quando comparado com astécnicas de
expressao génica e IHC (SILVA et al., 2020b). A técnica FTIR ¢ descrita na literatura pela
aplicacdo em diagnostico de cancer de ovario (LI et al., 2018), diagndsticode AIDS (SITOLE
et al., 2014) e no diagndstico de lesdes de tireoide (ZENG et al., 2007, ZHANG et al., 2015;
MARTINEZ-MARIN et al., 2017).

No presente estudo foi possivel observar espectros relativos aos acidos nucleicos
(1077cm ', 1080 cm ! ,1236 ¢cm 1), proteinas (1452cm ! ;1533 ¢cm ! ,1636 cm ') e lipidios
(1742 cm 1 ;1750 cm ', 2855 ¢cm ', 2858 cm !, 2920 ecm ', 2923 cm !, 2956 cm !, 3286
cm ') (MOVASAGHI; REHMAN; REHMAN, 2008; ZHANG et al., 2015; WU et al., 2016;
DEPCIUCH et al., 2018), apresentando aumento de intensidade nas bandas referente aos
acidos nucleicos em amostras de CPT quando comparadas com amostras de bdcio e seus
normais adjacentes. A maioria dos espectros das amostras normal adjacente de bocio (93.3%),
espectros de bodcio (85.71%) e espectros de CPT (95.83%) puderam ser distinguidos e
classificados conforme a histologia. O fato dos tecidos benignos nao terem sido distinguidos
em sua totalidade com 100% na classificacdo pode ser em razdo da presenca de infiltrado
tumoral nos tecidos benignas.

Estudos anteriores mostraram aplicagdes biomédicas do FTIR (SILVA et al., 2020a;
SITOLE et al., 2014), incluindo o diagnostico de lesdes da tireoide (ZENG et al., 2007;
ZHANG et al., 2015; MARTINEZ-MARIN et al, 2017). Zeng et al (2007)
diferenciaram carcinomas de tireoide de tecidos benignos usando FTIR e observaram que o
tecido maligno apresenta variagdo nas bandas amida I e amida II correspondentes devido a
alteragdo estrutural da proteina e que a quantidade de lipidios foi reduzida nos tecidos
malignos. Os autores concluiram que a analise por espectroscopia FTIR foi uma abordagem
confiavel e pratica para o diagnostico dessa malignidade. Zhang et al., (2015) analisaram o
perfil espectral pré-operatorio por espectroscopia FTIR em amostras de CPTcom o objetivo de
comparar e confirmar o diagnostico histologico. Para realizar o estudo,o0s autores utilizaram
111 tecidos de pacientes submetidos a operacao cirargica (41 CPT,70 de bdcio e 50 amostras
de voluntarios saudéaveis) e observaram diferenca espectral nas bandas correspondentes a
lipidios, DNA e proteinas, discriminando CPT com 88,8 % precisdo. Os resultados

concluiram que a andlise de FTIR ¢ vidvel para rastreamento rapido e ndo invasivo dessas
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lesdes, podendo auxiliar no diagnostico desses tumores.

Martinez-Marin et al (2017) usaram a espectroscopia FTIR para analisar em 20
pacientes a diferenga espectral do CFT e CPT variante folicular e demonstraram o potencial
desta técnica como uma nova ferramenta para auxiliar a histopatologia na distin¢ao entre CFT
e CPT variante folicular, além de ressaltar a importancia criteriosa para a selecdo da area de
interesse na analise espectral, maximizando o poder dametodologia, possibilitando que seja
uma abordagem focada e eficiente quando aliada aométodo histopatologico.

Nosso estudo contribui para as evidéncias que apoiam o desenvolvimento da
espectroscopia por FTIR como uma ferramenta de diagnostico em cancer de tireoide, além de
explorar pela técnica de RT-qPCR diagndsticos moleculares precisos para confirmagao dos
resultados da técnica FTIR, entretanto, é necessario estudos adicionais com maior nimero

amostral para confirmar estes resultados.
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7 CONCLUSAO

A expressao dos genes CCNAI, SFN, JUN, KSR1, MAPK2K6, HSPAS5, MAPKS81P2,
CDKNIC e FOS foram analisados pela técnica te RT-qPCR em cinco analises para confirmar
o potencial diagnostico desses genes. No qual os genes FOS e JUN foram eficazes na
identificacao de lesoes tireoidianas e os genes MAP2K6, CCNAI e SFN sao propostos como
marcadores moleculares com potencial para a identificagdo de amostras de CPT.

Os resultados obtidos pela analise da Ciclina A1 demonstra o seu potencial para o
diagnostico de CPT, entretanto, ¢ necessario estudos adicionais com maior nimero amostral
para confirmar estes resultados.

A comparacgdo entre os resultados da expressdo do gene CCNA1 obtidos pela RT-
gPCR com os obtidos pela expressdo da proteina Ciclina Al, confirmam o potencial como
marcadores moleculares para a identificacdo de amostras de CPT.

A analise por espectroscopia FTIR foi capaz de distinguir tecidos normais, bocioe CPT
com alta sensibilidade. Assim, o presente estudo indica que a analise molecular dos genes
FOS, JUN, MAP2K6, CCNAI e SFN e a espectroscopia FTIR possuem potencial para

aplicagoes clinicas no diagndstico de cancer e lesdes de tireoide.
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identificagdo de CPT e bécio multinodular pela andlise da expressido de genes da via MAPK/KINASE,
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papilifero da tiredide, que quando correlacionado as caracteristicas clinicopatolégicas pode determinar o
potencial de invasibilidade tumoral, ajudando no diagnéstico e tratamento desses pacientes,

Contruagio do Parecer 2 741302
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dispensa o TCLE."
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O projeto foi bem descrito. Sua proposta atende as exigéncias éticas.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequacdes:
O projeto foi bem descrito. Sua proposta atende as exigéncias éticas.
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compreende 0s aspectos éticos e legais”. A Resolugdo 510/16, no art. 28, V, refor¢ga que cabe ao
pesquisador "apresentar no relatério final que o projeto foi desenvolvido conforme delineado, justificando,
quando ocorridas, a sua mudanga ou interrupgdo.”

Segundo a carta circular n. 0226/CONEP/CNS, de 2010, o relatério final deve incluir.
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as condutas adotadas. Se houve pedido de indenizagdo por danos causados por este estudo, indicar qual o
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APENDICE 1

Anadlise de cluster pela PCR array referente aos genes, pertencentes a via
MAPK/KINASE, que apresentaram expressdao diferencial significativa na
comparacao entre diferentes tipos histologicos de tireoide. A. Analise 1: CPT
com amostras benignas (10 genes CCNAI, CDKN2B, SFN, HSPAS,
MAP2K6, CDK6, KSR1, MAPKI0,

MAPK8IP2 e MEF2C). B. Andlise 2: CPT com amostras de CFT (31 genes:
MAPKS8IP2, CDK6, MAPK9, CHUK, HSPAS5, MEF2C, ETSI, CCNA2,
MAP4KI1, FOS, EGRI, JUN, SFN, CCNAI1, COLIAI, CDKN2B, EGFR,
ELKI, GRB2, MAP2K7, CCND3, MAP3K3, ETS2, MKKKI, CCNB2,
MAP3KI, MAPK13, NFATC4, MAPK14, CCNDI e CCND2).

C. Anidlise 3: CPT com boécio (13 genes: CCNAI, ELKI, CDKNIC,
MAPKS8IP2, HSPAS5, MEF2C, NRAS, MAP2K6, ATF2, MAPKI10, CDK6 e
KSRI). Em negrito: genes selecionados para analise de RT-qPCR do presente
estudo.

Fonte: Silva et al, 2018.
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APENDICE 2
Silva et al. CCNATI gene as a potential diagnostic marker in papillary thyroid
cancer. Acta Histochemica, v. 122, n. 8, p. 151635, 2020.

Acta Histochemica 122 (2020) 151635

Caontents lists available at SchenceDirect
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Keywords: The malignancy that maost affects the endocrine system is thyraid neoplism, with an increasing incidence over
Pupiilary thyraid cmcer the years. The most prevalent hiswological type of the carcinomas that affect the thyrald ghand & paplllary
Disgncsic carcinoma with a prevalence of 80 % worldwide The current di i hodology may present inoonchsive
z;":ﬂ""”' resulss, emphasting the need for new effective and smsitive techniques 1o aid the disgnasis. For this, it is
CONAL geme necesswy %0 understand maolecular and protein mechanisms in the identification of disgnostic and predictiy
Mobecubar masker markers in the leshors. The Cyclin Al protedn, encoded by the OCNAL gene, Is an impartant cell cycle regulator,

belonging 10 the MAPK/ERK signal ing pathway direcdy tnvalved with thyroid cancer. Theaim of this smdy was
toevaluate the OCCNAT gene and Cydlin Al prowein expression in pagi llary yroid emhma. follicular thyraid
carcinoma, and benign thyroid lesions, by real time quantitative PCR and
respectively, o verify their rales as potential diagnostic and predictive markers to future applkadcn in the
clinical routine. Overexpression of OCCNA1 gene was abserved in the pap fllary carcinama group compared to the
normal group (P = 0.0023), benign lesons (P = 0L0011), collald golter (P ~0L0124), and follicular carcinoma
(P =0.,0063). No differential expression was observed in the papil lry primary sumor group fram negative lymph
nodes compared with the one from positive lymph nodes (P < 0.3818). Although an incressed expression of
Cyclin A1 was observed in the FTC group compared %o the other ane in the 1HC amalysis, no significant difference
was observed (Fsher's exact Test). A (rclin Al overexpression was detected with weak © mid-moderase
mwmnh-uy in the benign group (k- 056), (score 1.5); mid- moderate 10 maderate in the golter group

=058); weak in the FTCgroup (k = 033); and mid-moderate 1o moderate in the PTCgroup (k= 0.48). Dueto
me small sample s e in the IHCanalysis and 10 the fact that not all RNA & transhated into protein, the diagnostic
potential of Cyclin Al could not be ed. H these findings highlight the p ial of the CCNA 1 gene
as a diagnostic marker for papillary thyrold carcinoma.

1. Introduction primary tumors are epithelial with follicular origin (Fuzio et al, 2015;

Hirashiet al., 2018). The mast prevalent hiswological type of carcinomas

Thyraid cancer is the most prevalent endocrine malignancy world- thataffect this gland & the papillary thyroid carcinoma (PTC) with 80 %
wide, affecting mainly women (Moghaddam et al, 2016; Nguyen et al, prevalence due to itsslow and asymp ic clinic, favoring

2015; Upadhyaya et al, 2017). The major benign pathologies that affect © cervical lymph nodes (Schwaiger et al, 2019; Subha et al, 2018).

the gland include nodules, goiter, and adenomas (Moghaddam et al, Actually 70 % of the PTC cases present cervical lymph node metastasis,

2016). Malignancies are represented by carcinomas and most of these therefare affecting negatively the survival rate of the patients,
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