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RESUMO

O carcinoma de tireoide é o mais comum do sistema enddcrino e sua incidéncia
tem aumentado muito rapidamente nos udltimos anos. Existem os tipos papilifero,
medular, anaplasico, folicular e adenoma de tireoide, sendo que o carcinoma de tireoide
papilifero (PTC) é o mais recorrente. A via da MAP quinase é uma classica via de
sinalizacao intracelular que desempenha um papel fundamental na proliferacédo celular,
diferenciacéo, apoptose e sobrevida e, quando erroneamente ativados, tumorigénesis.
Mutagdes nos genes BRAF V600E e RET/PTC s&o as maiores causas do aumento da
ativacdo desta via. A mutacdo BRAF V600E ¢é a alteracdo genética mais conhecida no
carcinoma de tireoide e acontece, em sua maioria, no PTC. Similarmente, existem
evidéncias demonstrando que a mutacdo RET/PTC tem um papel predominante no
desenvolvimento de PTC. A hipermetilacdo de alguns genes de reparo ao DNA, como
MLH1 e MGMT levando a instabilidade de microssatélites (MSI) é um forte fator
associado ao surgimento dessas mutacbes. A MSI representa uma forma de
instabilidade genbmica associada com sistema de reparo do DNA defeituoso em
tumores, que vem sendo muito estudada no processo de carcinogénese de tireoide.
Além disso, recentemente a mutacdo IDH1 tem sido encontrada em diversos subtipos
histologicos de tumores na tireoide, tendo um importante papel no controle celular de
dano oxidativo e apresentando uma forte associagdo com a hipermetilagdo de MGMT
em glioblastomas. Visto isso, este estudo avaliou a associacdo das mutacdes BRAF
V600E, RET/PTC e IDH1 nos mecanismos de reparo ao DNA, como o padrdo de
metilacdo dos genes MLH1 e MGMT e sua correlagdo com instabilidade de
microssatélites em pacientes com carcinoma de tireoide. Os resultados obtidos neste
estudo indicam que os genes MGMT e MLH1 estavam alterados em PTC e FTC
(carcinoma de tireoide folicular), assim como apresentaram um menor nivel de
expressdo. A mutacdo BRAF V600E néo foi associada com a metilacdo de MLHL1,
porém menores niveis na expressdo deste gene foram encontrados em amostras
mutantes BRAF V600E, assim como na presenc¢a de MSI, sugerindo uma possivel falha

no sistema de reparo ao DNA. Similarmente, a metilacdo do gene MGMT foi associado
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com a MSI em amostras PTC e FTC. Além disso, o presente trabalho péde caracterizar
marcadores de microssatélites que melhor caracterizassem o perfil de MSI no
desenvolvimento do carcinoma de tireoide. Houve também uma repressao significativa
na expressdao de MGMT e MLH1 em amostras instaveis oriundas de FTC, sugerindo
uma associacgdo entre a MSI e a malignizacdo do tumor. Desta forma, sugere-se que ha
uma falha no sistema de reparo ao DNA envolvida na iniciagdo da MSI, o que poderia

favorecer o acumulo de mutacdes e assim, promover a tumorigénese da tireoide.

Palavras-chave: Carcinoma de Tireoide, Sistema de Reparo ao DNA, Metilacao,

Instabilidade de Microssatélites.
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ABSTRACT

Thyroid carcinoma is the most common of the endocrine system and its incidence has
increased very rapidly in recent years. There are the types papilliferum, medullary,
follicular, and adenoma of thyroid, being that the papilliferum thyroid carcinoma (PTC) is
the most recurring. The MAP kinase is a classic intracellular signaling pathway that
plays a key role in cell proliferation, differentiation, apoptosis and survival and, when
mistakenly activated, tumorigenesis. The BRAF V600E and RET/PTC mutations are the
major causes of increased activation of this pathway. The BRAF genetic mutation is the
most known amendment on thyroid carcinoma and happens mostly in PTC. Similarly,
there is evidence demonstrating that the RET/PTC mutation has a predominant role in
the development of PTC. The hypermethylation of some repair genes, as MLH1 and
MGMT leading to microsatellite instability (MSI) may favor the emergence these
mutations. The MSI represents a form of genomic instability associated with defective
DNA repair system in tumors, characterized by expansions or contractions of a
sequence in the DNA, which has been much studied in the process of carcinogenesis of
thyroid. Moreover, recently the IDH1 mutation has been found in several histological
subtypes of thyroid tumors, having an important role in controlling cellular oxidative
damage and showing a strong association with the hypermethylation of MGMT in
glioblastomas. Therefore, this study evaluated the influence of BRAF V600E, RET/PTC
and IDH1 mutations on repair mechanisms of DNA, such as the pattern of methylation of
genes MLH1 and MGMT and its correlation with MSI in patients with thyroid carcinoma.
The results of this study indicate that MGMT and MLH1 genes were altered in PTC and
FTC (follicular thyroid carcinoma) as well as a lower level of expression. The BRAF
V600E mutation was not associated with MLH1 methylation, but lower levels in the
expression of this gene were found in BRAF mutant samples, as well as the presence of
MSI, suggesting a possible fault in the DNA repair system. Similarly, the methylation of
the MGMT gene was associated with MSI in PTC and FTC samples. In addition, this
work could characterize microsatellite markers to better characterize the MSI status in

the development of thyroid carcinoma. There was also a significant repression in the
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MGMT and MLH1 expression in unstable samples derived from the FTC, suggesting an
association between MSI and tumor malignancy. Thus, it is suggested that there is a
faulty in the DNA repair system involved in the initiation of MSI, which could favor the

accumulation of mutations and thereby promote thyroid tumorigenesis.

Key words: Thyroid cancer, Repair system, Methylation, Microsatellite instability.
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1. INTRODUCAO

1.1 Carcinoma da tireoide

1.1.1 — Carcinogénese

A carcinogénese € um processo que envolve mdultiplas etapas distintas, tais
como iniciagdo, promogao e progressao. Os mecanismos moleculares envolvendo cada
uma destas fases incluem danos ao DNA, aumento na proliferacdo celular, morte

celular deficiente, e instabilidade genética, respectivamente (Fuks, 2005).

O carcinoma de tireoide é o mais comum do sistema enddcrino correspondendo
a 1,3% dos casos de céancer no Brasil e 3% dos casos de cancer que atingem 0 sexo
feminino nos EUA (INCA). A incidéncia deste cancer vem aumentando desde 1980,
com uma acentuada aceleracdo de 2,4% ao ano em 1980-1997 para 6,5% ao ano no
periodo de 1997-2006 (Ward et al., 2010). Além disso, dados do National Health and
Nutrition Examination Survey (NHANES) apontam que 20 milh8es de pessoas nos

Estados Unidos tenham hiper ou hipotiroidismo (Patrick, 2009).

Um estudo realizado por Hundahl et al. (1998) analisou 53.856 casos de cancer
de tireoide em pacientes tratados nos EUA e mostrou 10% de mortalidade entre 1985 e
1995. Similarmente, um estudo com 122.803 casos de cancer de tireoide ocorridos em
todo mundo no ano de 2000, apontou 8570 mortes (Ferlay et al., 2000). A impressao
geral destes estudos € que esta frequéncia crescente de carcinomas de tireoide deve-
se provavelmente a alguma causa ambiental, ou seja, maior exposi¢cdo a radiacdo ou
alguma outra exposi¢do toxica, assim como historico familiar. Esta conclusédo é
suportada em varios trabalhos, que mostraram que fatores ambientais, como deficiéncia
em iodo, desempenham um papel crucial na promocdo do desenvolvimento do
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carcinoma da tireoide (Vaish et al.,, 2004). Do mesmo modo, acredita-se que a
exposicao a radiacao ionizante seja um importante fator de risco (Nikiforov et al., 1998;
Richter et al., 1999).

Existem varias caracteristicas clinico patolégicas que sao classicos fatores de
alto risco, incluindo a idade avancada do paciente no momento do diagndstico, o0 sexo
do paciente, tamanho do tumor, invaséo extratiroidal, metastase no linfonodo e estagios
avancados da doencga (Degroot et al., 1990; Sherman et al., 1998; Mazzaferri e Kloos,
2001; Sherman et al., 2005; Tanaka et al., 2005; Mazzaferri, 2006).

Além disso, a existéncia de duas sindromes familiais incomuns (Sindrome de
Gardner e Doenca de Cowden) que incluem o carcinoma de tireoide entre suas
manifestacbes e os carcinomas de tireoide familiares ndo medulares, demonstra a
importancia de fatores genéticos na patogénese deste carcinoma. Desta forma,
evidencia-se que a carcinogénese é um processo complexo, constituido por uma série
de eventos induzidos por fatores genéticos e ambientais que alteram o controle do
crescimento celular, provavelmente envolvendo genes que, quando mutados, conferem

uma vantagem no crescimento de células afetadas (Landa e Robledo, 2011).

As formas mais comuns de céncer de tireoide sdo neoplasias de células
foliculares e derivadas de célula de C. Estas incluem céncer de tireoide papilar (cerca
de 80% dos carcinomas da tireoide), folicular (menos de 10%), indiferenciados ou
anaplasicos (cerca de 5%) e carcinomas de tireoide medular (cerca de 5%) (Romagnoli
et al., 2009).



1.1.2 — Carcinoma Papilifero da Tireoide

O cancer de tireoide papilifero (PTC) € o mais comum, sendo responsavel por
85-90% das neoplasias de tireoide (Tang e Lee, 2010). PTC tende a afetar mais
frequentemente as mulheres do que os homens, e em 2006 foi considerado uma das
sete principais causas de novos casos de cancer em mulheres, representando 3% de
todos os canceres nas mulheres, cerca de 1% no sexo masculino e cerca de 1,4% de

todos os canceres em criancas (Jemal et al., 2006).

Zhu et al. (2009) constataram maiores taxas de incidéncia de PTC em idades
acima de 20 anos nos E.U.A., e sugeriram que esta tendéncia pode refletir as
exposicdes as mudancas ambientais. A exposicdo a radiacdo € o mais conhecido e
mais estudado fator de risco para PTC. Outros fatores de risco estudados incluem
habitos alimentares, estilo de vida e a predisposicédo genética (SONKAR et al., 2010). A
maioria dos pacientes com PTC podem ser curados, tendo uma taxa de sobrevivéncia
de 84% (Samaan et al., 1992). No entanto, um regresso significativo, cerca de 20% em
10 anos e 30% em 30 anos de acompanhamento, é visto apés o tratamento inicial
(Mazzaferri e Jhiang, 1994).

No caso de PTC, os subtipos histolégicos sdo também fatores importantes na
avaliacdo do risco deste cancer. Estes subtipos incluem principalmente células altas de
PTC, o PTC convencional e a variante folicular de PTC (FVPTC), que estdo associados
com a agressividade do tumor na ordem de: células altas de PTC > PTC convencional >
FVPTC (Chan, 1990; Xing, 2005; Lang et al., 2006; Keelawat e Poumsuk, 2006; Michels
et al., 2007).

Estes tumores frequentemente tém mutacdes que ativam constitutivamente a via
de sinalizacdo MAPK (mitogen activated protein kinase). Esta via inclui receptores de
superficie celular como o RET (rearranged during transfection), Guanosina trifosfato
(GTP) ligada a proteina G, como RAS (uma abreviacdo de RAt Sarcoma) e quinases
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intracelulares, tais como RAF. Isso leva ao aumento da translocagéo nuclear de MAPK
fosforilada e a alteragdes na regulacéo da transcricdo de genes alvo (Xing, 2010).

Embora todas as alteracdes de caracteristica genética em PTC sejam capazes
de ativacdo da via MAPK, o fenotipo histologico e o perfil de expressdo nado sao
idénticos entre as diferentes alteracdes genéticas, sugerindo que outras vias, como a
fosfatidilinositol-3-quinase (PI3K), proteina quinase C e via de sinalizagdo Wnt podem
estar envolvidas (Christopher, 2010). O aumento da sinalizacdo de fosfatidilinositol 3-
quinase (PI3K)/AKT, uma via importante relacionada com proliferacdo celular e
sobrevida, € a forca motriz para a progressdo dos tumores de baixo a alto grau e

alteracdes nesta tem sido muito observada em cancer de tireoide (Hou et al., 2008).

A via de sinalizacdo MAPK tem um papel fundamental em fungdes celulares
como proliferacdo, diferenciacdo, apoptose, sobrevida e, quando aberrantemente
ativada, tumorigénese (Kohno e Pouyssegur, 2006). A ativacao fisiolégica desta via é
desencadeada por uma grande variedade de fatores de crescimento, horménios e
citocinas através de seus receptores na membrana celular. Em células normais, a
ativacdo da Raf quinase ocorre através da interacdo direta com GTP-Ras. Uma vez
ativada, RAF, uma proteina serina/treonina quinase, fosforila e ativa MEK, que por sua
vez, fosforila e ativa ERK. A ativacdo de ERK fosforila regularmente proteinas no nacleo
e, finalmente, altera a expressédo génica com consequentes mudancas nas atividades

bioldgicas da célula (Figura 1) (Nikiforov, 2008).



RTKs

+ Diferenciacéo celular

transcricao \

Figura 1 - A via de sinalizacdo MAPK é fisiologicamente ativada pela ligacdo de fatores de crescimento a

Proliferacéo celular
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receptores tirosina quinase (RTKs), tais como RET e NTRK, resultando na autofosforilagdo dos residuos
de tirosina no dominio intracelular. O receptor ativado leva a ativacdo de RAS localizado na face interna
da membrana plasmatica. RAS ativada se liga a proteinas RAF (principalmente BRAF em células
foliculares da tireoide). BRAF ativada fosforila e ativa MEK, que por sua vez, fosforila e ativa ERK. Com a
ativacdo de ERK ocorre a translocagdo para o nucleo, onde ha a regulacao da transcricdo dos genes
envolvidos na proliferacdo celular, diferenciacdo e sobrevivéncia. Alteracdes desta via no cancer da
tireoide pode ocorrer em diferentes niveis, como resultado da mutacao de ponto ou rearranjo envolvendo
os genes RET, RAS e BRAF (retirado e adaptado de Nikiforov, 2008).

A ativacdo aberrante de MAPK, levando as atividades genéticas alteradas, tem
sido estudada em varios tipos de canceres humanos (Hoshino et al., 1999). A mutacao
no tipo B do gene Raf (BRAF) foi descoberta como sendo a maior causa de ativacao

aberrante da via MAPK em canceres humanos (Davies et al., 2002; Garnett e Marais,



2004; Dhomen e Marais, 2007). Existem trés Raf quinases, A-Raf, B-Raf e C-Raf.
Destes trés, B-RAF é a mais potente ativadora da via MAPK (Mercer e Pritchard, 2003).

Um achado surpreendente em relacdo a mutacdo BRAF em cancer de tireoide &
a sua ocorréncia exclusiva em PTC e ATC (carcinoma anaplasico da tireoide) derivado
de PTC, com uma prevaléncia média de 44% no primeiro e 24% no segundo, 0 que nao
ocorre em FTC ou outros tipos de tumores da tireoide (Xing, 2005). De modo
complementar, em cerca de 70% dos pacientes com PTC séo encontradas alteracfes
genéticas relacionadas com a via MAPK, tais como rearranjo RET /PTC, RAS e
mutacOes BRAF (Tang e Lee, 2010). Esta alta prevaléncia e especificidade da mutacao
BRAF em PTC sugere um uUnico e fundamental papel patogénico desta mutacdo em
PTC, o que levou a um grande entusiasmo nos ultimos anos sobre a utilidade clinica
dessa mutacdo como um novo marcador molecular para diagnéstico e como um alvo

eficaz para o tratamento de PTC.

1.1.3 — Carcinoma Folicular da Tireoide

O carcinoma folicular de tireoide (FTC) representa aproximadamente 10% dos
tumores malignos desta glandula, dependendo da populacdo estudada (Zedenius et al.,
1992). Este tipo de neoplasia ocorre em pacientes de faixa etaria mais avancada, tem
sua incidéncia aumentada nas areas de deficiéncia de iodo ou bdécio endémico e
costuma ser mais agressivo que o carcinoma papilifero (Schlumberger, 1998;
Mazzaferri e Kloss, 2001; Golbert et al., 2005). Um estudo com 15.700 pacientes nos
EUA mostrou uma taxa de sobrevida de 10 anos nos pacientes com carcinoma de
tireoide folicular (Gilliland et al., 1997).

O FTC é encapsulado e a invasao da capsula e vasos é o que o distingue do

adenoma folicular. Duas formas sao reconhecidas de acordo com o padréo de invaséao:



minimamente invasivo e vastamente ou amplamente invasivo. O padréo de crescimento
também pode variar de uma forma bem diferenciada a uma forma pobremente
diferenciada. O carcinoma de células de Hurtle € uma variante mais agressiva do
carcinoma folicular. A disseminacdo faz-se via hematogénica, com metastases

frequentemente para pulmdes e 0ssos e é caracterizado por oncOcitos ricos em

mitocondrias (Slough e Randolph, 2006).

1.1.4 — Carcinoma Medular da Tireoide

O cancer de tireoide medular (MTC) é conhecido pelo excesso de secrecdo de
calcitonina, cromogranina A (CgA), e antigeno carcinoembriolégico (CEA). Apesar de o
MTC representar apenas aproximadamente 5% de todos os canceres de tireoide, ele é
responsavel por 14% das mortes por cancer. Além disso, a sobrevida para MTC é de
83%, pior em relacdo ao cancer de tireoide papilar ou folicular (Cook et al., 2010). A
maioria dos MTCs é esporadica, mas cerca de 25% dos casos resultam da ativacdo da
mutacdo de rearranjo durante a translocacdo do proto-oncogene RET em células
germinativas (Moley, 1999; Chen et al., 1998).

A gestdo de MTC depende muito da resseccdo cirdrgica, que consiste em
tireoidectomia total e dissecg¢ao de linfonodo. No entanto, a doenga se desenvolve em
aproximadamente 50% dos pacientes com MTC (Kebebew et al., 2000). Da mesma
forma, dados bioquimicos de MTC persistente ou recorrente por niveis séricos de
calcitonina sdo frequentemente associados com a recorréncia em locais distantes,
especialmente pulmdo e figado. Portanto, embora MTC tende a ser um tumor de
crescimento lento, frequentemente ocorrem metastases no inicio da doenca,
impossibilitando os pacientes de uma resseccdo curativa. Assim, é necessario

desenvolver estratégias terapéuticas alternativas para controlar o crescimento tumoral,



possivelmente através da manipulacdo de varias vias de sinalizacdo celular (Chen et
al., 2005).

1.1.5 — Carcinoma anaplasico da tireoide

O carcinoma anapléasico (ou indiferenciado) da tireoide (ATC) € uma malignidade
rara que acomete de 2 a 5% de todos os canceres de tireoide. Aproximadamente 40%
dos pacientes com ATC tém metastases, sendo 80% delas no pulmé&o. Apesar de
diferentes abordagens de tratamento, ATC cresce muito rapidamente, invade tecidos
adjacentes, e a maioria dos pacientes morre devido a invasao tumoral descontrolada

causando asfixia (Derbel et al., 2011).

Mais de 90% de todos os canceres da tireoide derivam das células foliculares da
tireoide, incluindo papilifero, foliculares, ou células de Hurthle. ATC pode derivar de
novo ou de PTC pré-existentes ou FTC. Um pequeno numero de mutacdes foi
identificado, e parece haver uma progressdo de mutacdes adquiridas durante a

desdiferenciacdo (Nikiforov, 2004).

A patogénese molecular da ATC inclui mutacdes nos genes BRAF, RAS,
catenina (proteina caderina-associados), PIK3CA, TP53, AXIN1, PTEN, e os genes
APC, além de anomalias cromossdmicas. Numerosas proteinas relacionadas a fatores
de transcricdo, vias de sinalizagdo, mitoses, proliferagdo, ciclo celular, apoptose,
adesao, migracao, epigenética, e degradacao de proteinas sdo afetadas (Smallridge et
al., 2009).



1.2 Mutag&o BRAF V600E

Uma das principais alteracbes genéticas no cancer de tireoide € a mutacao
V600E no gene BRAF, que ocorre exclusivamente em PTC, FVPTC e ATC derivado de
PTC, que resulta na ativacdo aumentada da via de sinalizagdo MAP kinase. Esta
mutacao esta associada as piores caracteristicas clinicopatolégicas, tais como invasao
extra-tireoidiana aumentada, metastase de linfonodo e estadgio avancado do tumor
(Guan et al., 2008).

A proteina BRAF ¢é altamente expressa em células hematopoiéticas, neurdnios e
células foliculares de tireoide. Ao contrario das mutacdes em A-Raf e C-Raf, raramente
encontradas, a mutacdo em B-RAF € a mais comum dentre 0s genes Raf e é a segunda
mutagdo soméatica mais comum em todos os canceres humanos (Tang et al., 2010).
Atualmente, ha mais de 40 mutacdes identificadas no gene BRAF, sendo que em 90%
dos casos a alteracao encontrada € a T1799A, que causa a mudanca do aminoacido
valina para acido glutamico no residuo 600 da proteina (V600E), resultando na ativacao

constitutiva e oncogénica de BRAF kinase (Xing, 2007).

A Raf serina / treonina quinase tem um importante papel na transducéao de sinal
da cascata Erk, que regula diversos processos fisioldgicos, incluindo o crescimento
celular, diferenciac@o e apoptose. A ativacdo da proteina GTPase-Ras recruta Raf para
a membrana plasmatica, onde se torna ativa. Proteinas Raf ativadas fosforilam e ativam
diretamente MEK quinase, que, por sua vez, fosforila e ativa ERK (Morrison e Cutler,
1997; Kolch, 2000; Avruch et al., 2001; Peyssonnaux e Eychene, 2001) (Figura 1).

A mutacao de ponto V60OE no éxon 15 do gene BRAF tem sido reportada em
um grande numero de canceres, como melanoma maligno, cancer colorretal e
carcinoma da tireoide (Kimura et al., 2003; Pollock et al., 2003), sendo a alteracéo
genética mais prevalente em PTC, com uma média de 44% (Kimura et al., 2003; Xing,
2007). Apesar de existirem controversias, a maioria dos estudos demonstra que esta

9



mutacdo estd diretamente ligada a uma ou mais caracteristicas clinicopatologicas de
risco e/ou pior prognoéstico dos pacientes (Kim et al., 2004; Kim et al., 2006; Kebebew et
al., 2007).

O papel tumorigénico de BRAF V600E no desenvolvimento de PTC foi
demonstrado em camundongos transgénicos que desenvolveram tumores com
caracteristicas mais agressivas (Knauf et al., 2005). A descoberta de que BRAF V600E
€ a mais comum mutacdo em PTC, e estudos moleculares que demonstram seu papel
na tumorigénese de PTC, sugerem que esta mutacdo € o iniciador de PTC. Sabe-se da
forte poténcia quinase de BRAF V600E em induzir instabilidade genética, silenciar
genes de metabolizacdo de iodeto e escapar dos mecanismos de feedback que podem
promover a progressao e agressividade de PTCs. Assim, conhecer as vias moleculares
envolvidas na carcinogénese da tireoide suportam o desenvolvimento de terapias com
alvo em BRAF para pacientes com PTC (Tang e Lee, 2010). Além disso, muitos autores
demonstram também a associacdo desta mutacdo com o aumento da metilacdo de
alguns genes supressores de tumor, tais como TIMP3, DAPK, SLC5A8 e RARB2
(Hoque et al., 2005; Hu et al., 2006; Porra et al., 2005).

Em seu trabalho, Guan e colaboradores (2008) sugerem que a mutacdo BRAF
V600E poderia induzir a instabilidade gendmica e a hipermetilacdo de alguns genes de
reparo do DNA. Levando em consideracéo que os genes de reparo do DNA protegem a
integridade do genoma, a hipermetilacdo poderia consequentemente causar 0

silénciamento dos genes de reparo ao DNA, predispondo-o a instabilidade gendmica.

1.3 Mutacédo RET/PTC

Adicionalmente a mutacdo BRAF V600E, existem outras alteracdes moleculares

encontradas em PTC envolvendo os genes RET e NTRK1, que codificam receptores
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tirosina quinases, e o gene RAS, efetor intracelular da via MAPK (Frattini et al., 2004).

BRAF e RET sao os genes mais frequentemente alterados em carcinoma de tireoide.

O protooncogene RET (rearranged during transfection) encontra-se no
cromossomo 10g11.2 e codifica um receptor de membrana tirosina quinase. Ele possui
trés dominios funcionais: um dominio de ligacdo extracelular, um dominio
transmembrana hidrofébico e um dominio intracelular tirosina quinase. Os ligantes do
receptor RET fazem parte de fatores de crescimento e quando séo ligados provocam
dimerizacéo do receptor, autofosforilacdo de residuos de tirosina e ativam a cascata de

sinalizacdo (Ciampi e Nikiforov, 2007).

A ativacdo do gene RET se da pela fusao da sua porgao 3’ terminal com a regiao
5’ terminal de diferentes genes, o que leva a sua ativacao constitutiva. Existem pelo
menos 15 rearranjos cromossomais em RET/PTC, porém o0s mais comuns S&ao
RET/PTC1 e RET/PTC3 (Cyniak-Magierska et al., 2011). A recorréncia de RET/PTC
varia de acordo com a variabilidade geogréfica e populacdo estudada, mas acredita-se
em uma frequéncia de 0 a 87% (Zhu et al., 2006). Nota-se também uma maior
incidéncia de RET/PTC em pacientes pediatricos e em pacientes com histéria de

exposicao a radiacao (Greco et al., 2009).

Existem evidéncias demonstrando que essa mutacdo tem um papel
predominante no desenvolvimento de PTC (Tallini e Asa, 2001; Nikiforov, 2002), assim
como relatos de pacientes com RET/PTC1 e uma maior taxa de metastase em
linfonodos (Greco et al., 2009). Além disso, ha uma forte tendéncia da presenca de
RET/PTC mutuamente com BRAF V600E em PTC, sugerindo que essas duas
alteracdes genéticas podem ser suficientes para a ativacao da via MAPK (Xing, 2010).

Em seu estudo, Nakachi et al. (2008) observaram uma prevaléncia de RET/PTC
em pacientes que tiveram alta exposicdo a radiagdo e desenvolveram cancer de
tireoide, sugerindo um importante papel deste rearranjo na tumorigénese de tireoide.

Ainda neste trabalho, os resultados em céancer de tireoide e cancer colorretal sugerem
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que a radiacdo induzia alguns eventos especificos como a ocorréncia de aberragcfes
cromossOmicas e instabilidade de microssatélites, assim como a relacdo de radiagcédo
ionizante com a hipermetilagédo de MLH1 nos casos de cancer colorretal. Entretanto, os
dados deste estudo se mostraram preliminares, sendo necessarios mais estudos

moleculares na oncologia da tireoide.

1.4 Mutacéo IDH1

A enzima isocitrato desidrogenase 1 (IDH1) € importante na reacdo do ciclo de
Krebs e cataliza a descarboxilagdo oxidativa de isocitrato para produzir alfa
cetoglutarato (a-KG). A atividade de IDH € dependente de NADP+ e a reacado
bioquimica catalizada por IDH leva a producdo de NADPH, que tem um importante
papel no controle celular de dano oxidativo (Murugan et al., 2010). Mutacdes em IDH1
sao identificadas principalmente em glioblastomas cerebrais com uma frequéncia
superior a 70% (Balss et al., 2008; Parsons et al., 2008; Bleeker et al., 2009; Yan et al.,
2009).

Diferentes mutac6es em IDH1 foram identificadas, todas encontradas no cédon
132, resultando em varias substituicdes de aminoacidos como R132H, R132S, R132C e
R132G. MutagBes no codon 132 afetam o sitio de ligacdo do isocitrato. Assim, a
atividade de descarboxilagdo da proteina IDH1 mutante se torna significativamente
reduzida por causa do efeito dominante da mutagcdo na inibicAdo do complexo
heterodimérico IDH1. Desta forma, ha uma redugcdo na quantidade de NADPH
necessaria para protecao celular contra estresse oxidativo, o0 que pode gerar acumulo
de espécies reativas de oxigénio e consequente dano ao DNA (Lee et al.,, 2002;
Deimling, 2011). Adicionalmente a esta hipétese, mutantes IDH1 podem causar
diminuicdo na produgdo de a-KG, que promove degradacdo de HIF1l-a, um fator de
transcricdo que facilita o crescimento tumoral em baixas concentracfes de oxigénio e
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cuja estabilidade é regulada por a-KG. Desta forma, mutacbes em IDH1 podem
promover crescimento tumoral e angiogénese, uma vez que na auséncia de a-KG,
HIF1-a ndo sera inibida (Zhao et al.,, 2009). Recentemente, a mutacdo IDH1 foi
encontrada em MTC, PTC (Bleeker et al.,, 2009), ATC (Murugan et al., 2010), FTC e
variante folicular de PTC (FVPTC) (Hemerly et al., 2010).

1.5 Sistema de Reparo ao DNA

De acordo com Michieles et al. (2009), existem 4 sistemas principais de reparo
ao DNA: reparo por excisdo de base (BER), reparo por excisdo de nucleotideo (NER),
reparo por erro de pareamento (MMR) e reparo de quebra de fita dupla (DSBR) (Figura
2). O BER é necesséario para remover bases oxidadas ou quimicamente modificadas. O
NER normalmente repara os danos ao DNA gerados pela exposi¢céo a hidrocarbonetos
aromaticos policiclicos. MMR é o mecanismo de reparo necessario para a correcao de
erros que acontecem durante a replicacdo normal de DNA pela DNA polimerase, como
também no reparo por mau pareamento de nucleotideos na fita oposta a lesédo de DNA.
O DSBR ¢é necessario para todo organismo vivo, pois uma unica quebra de fita dupla
nado reparada pode ser letal para uma célula, portanto este mecanismo de reparo age
em diversas etapas do ciclo celular. O reparo de quebra de fita dupla acontece por dois
mecanismos: recombinacdo homologa (HR) e recombinacdo ndo- homodloga (NHEJ)
(Figura 2).
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Figura 2 — Mecanismos de reparo ao DNA e associagcdo com cancer de tireoide. Modificado de Gatzidou
et al. (2010).

O ponto crucial da NHEJ é a ligacédo das proteinas Ku70/Ku86 as pontas livres
de DNA seguido pelo recrutamento da subunidade catalitica da proteina quinase
dependente de DNA (DNA- PKcs), que em uma cascata de fosforilag&do regula proteinas
gue operam o processo de ligacdo das fitas duplas quebradas (Hefferin e Tomkinson,
2005; Bescow et al., 2009).
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As quebras em fitas duplas de DNA (DSBs) séo lesbes criticas a molécula de
DNA que podem resultar, além da morte celular em uma grande variedade de
alteracdes genéticas tais como delecdes, perda de heterozigozidade, translocacdes e
perda cromossdmica, que séo considerados marcadores do desenvolvimento de cancer
(Lu H et al., 2007). Acredita-se que tais lesdes possam ser resultantes da acdo de
agentes exogenos (tais como radiacdo ionizante, drogas quimioterapicas e agentes
infecciosos), agentes enddgenos (radicais livres de oxigénio) e estresse mecanico
agindo nos cromossomos (Nijnik et al., 2007). Estas DSBs séo percebidas por sensores
quinases como ATR e ATM, que fosforilam e ativam outras quinases, como a
“checkpoint” quinase 2 (Chk2), que péara o ciclo celular em diversos estagios e pode

apresentar um efeito ativador da apoptose (Castedo et al., 2004).

Para manter a fidedignidade do genoma as células eucariticas possuem
mecanismos que sao ativados por proteinas cuja funcdo na cascata de sinalizacdo é
reconhecer DSBs ou danos ao DNA, param o ciclo celular e ativam as vias de reparo ao
DNA. Estas respostas celulares ocorrem em varios estagios do ciclo celular que séo

coletivamente chamados de pontos de checagem de danos ao DNA (Su, 2006).

O sistema de reparo de DNA MMR (Mismatch repair system) € composto por
dois complexos protéicos: as proteinas MutS que incluem MSH2, MSH3 e MSH6 e as
proteinas MutL que engloba MLH1, PMS1, PMS2 e MLH3. Para o funcionamento do
sistema MMR é necessario que o complexo protéico MutL se ligue a MutS-a (MSH2 e
MSH6) ou MutS-B (MSH2 e MSH3). Acredita-se que a deficiéncia nesse sistema de
reparo possa ser responsavel pelo acimulo de mutac¢des (Kolodner e Marsischky, 1999;
Lipkin et al., 2000).

MLH1 (mut L homolog 1) € um homologo humano do gene mutL DNA MMR de E.
coli localizado no cromossomo 3p21.3. Alteracdes epigenéticas em MLH1 tém sido
estudadas no desenvolvimento, evolugdo e metastases em cancer tireoide (Gatzidou et

al., 2010). Além disso, elevados niveis de expressdo de MLH1 tém sido relatados em
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tumores malignos da tireoide, em comparacdo com os observados em lesdes benignas
(Ruschenburg et al., 2006; Giaginis et al., 2011).

Adicionalmente, a enzima de reparo MGMT (O6-Methylguanine DNA
methyltransferase) protege o DNA contra muta¢cdes causadas por agentes alquilantes, e
a perda da expressao desta pode levar ao desenvolvimento de cancer (Ito et al., 1994;
Sekiguchi et al.,, 1996). A metilacdo da regido promotora de MGMT tem sido
considerada como um prognostico adjuvante a quimioterapia em diversos canceres.
Existe uma forte associacao entre o status de metilacdo deste gene, e seu consequente
silenciamento, com a alta prevaléncia da mutacdo IDH1. Sabe-se que a inativacdo de
MGMT facilita a transicdo de G para A, afetando alguns genes criticos. Dessa forma, a
metilacdo de MGMT poderia explicar a alta taxa da transicdo G395A no gene IDH1
(Sanson et al., 2009). Porém, esta correlacado tem sido observada principalmente em
gliomas, sendo necessarios estudos que alvejem seu papel em outros tipos de

canceres, como o da tireoide.

Diversos trabalhos mostram que a expressdo de proteinas envolvidas com o
reparo ao DNA é uma resposta direta ao aumento nos niveis de danos induzidos ao
DNA (Fritz e Kaina, 1992; Grombache et al., 1996; Chan et al.,, 2002). Quando a
quantidade de danos ao DNA esta acima da capacidade de reparo ao DNA, é ativada a
sinalizacdo de checagem. Um dos primeiros passos na resposta celular aos danos ao
DNA induzidos por agentes genotoxicos € a ativacdo de proteinas reparadoras do DNA
tais como DNA-PK (DNA-dependent protein kinase), Ku70/80, PI3K
(phosphatidylinositol 3-kinase), ATM (ataxiatelangiectasia mutated) e ATR (ATM-Rad3-
related) (Bao S et al., 2001).

Alguns trabalhos mostram que ATM e DNA-PK podem regular a funcéo de
Ku70/80 por meio de fosforilacdo e/ou translocagdo nuclear das proteinas Ku. Nos
danos ao DNA induzidos pelo estresse, ATM parece ser essencial para ativacédo de Ku
e pela sobrevivéncia celular (Morio e Lim, 2008). As proteinas Ku 70 (70 kDa) e Ku80

(80 kDa) sao subunidades regulatérias de ligacdo ao DNA da DNA-PK, as quais séo
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compostas por uma subunidade catalitica de 470 kDa (DNA-PKcs). Ku70 e Ku80
iniciam o processo de reparo das quebras em fita dupla de DNA ao se ligarem a estas
quebras e ativarem a DNA-PK. A fosforilacdo de Ku70/80 pela DNA-PK controla sua
localizac&o, sua capacidade de ligacdo ao DNA, bem como sua funcédo (Morio e Lim,
2008). Além disso, alguns estudos mostram que Ku possa gerar uma protecdo contra o

estresse oxidativo (Shackelford et al., 1999).

ATM esta presente no nudcleo primariamente como um dimero em associagao
com PP2A (protein phosphatase 2A) (Gately et al., 1998). Apds a formacgdo de quebras
em dupla fita de DNA a interacdo ATM-PP2A é rompida (Guo et al.,, 2002) e ATM é
ativada por meio de fosforilagdo em serina na posi¢do 1981 (Canman et al., 1998). ATM
funciona como um sensor para os danos ocorridos no DNA, e fosforila proteinas
fundamentais (Ku70/80) para o reparo ao DNA danificado. Além disso, ATM péra o ciclo
celular por meio da fosforilacdo de CHK2, o que fosforila p53 enquanto os danos sao
reparados. ATM repara o DNA por meio de recombinacdo homdloga através da
interacdo de ATR com o complexo M/R/N. Quando a tentativa de reparo falha, a célula
entra em apoptose pela via do p53. Adicionalmente, o estresse oxidativo induz a morte
celular pela perda da proteina nuclear Ku70/80 (Song et al., 2003). Desse modo, parece
claro que ATM é essencial para a ativacdo nuclear de Ku, manutencédo de Ku70/80 e
DNA-PK juntos a ATM, o que poderia prevenir o dano ao DNA em vérias doencgas e

guadros inflamatérios (Morio e Lim, 2008).

Diversos genes do sistema de reparo ao DNA tém sido associados com o
aumento do risco de desenvolvimento de cancer de tireoide, assim como Gatzidou et al.

(2010) demonstraram em sua reviséo (Tabela 1).
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Tabela 1 - Genes do sistema de reparo ao DNA envolvidos em cancer de tireoide.

Sistemas de reparo ao DNA  Genes
BER XRCC1
APE/Refl

NER ERCC2 - TFIIH

MLH1 — BRAF
PMS1
MSH?2

MMR

XRCC3
RAD52
TP53

HR

PTTG

RET
RET/PTC1
RET/PTC3

NHEJ

O X-ray cross-complementing group 1 (XRCC1) é um dos genes que participa da
via BER. Ele codifica uma proteina que funciona no eficiente reparo de quebra de fita
simples do DNA. Dois polimorfismos neste gene tém sido descrito no desenvolvimento

e progresséao do carcinoma diferenciado da tireoide (DTC) (Gatzidou et al., 2010).

A Apurinic/apyridiminic endonuclease redox effector factor 1 (APE/Refl) é uma
proteina multifatorial envolvida na via BER de lesdes ao DNA. Essa proteina € expressa
tanto no nucleo como no citoplasma de células foliculares normais da tireoide. A
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expressdo e localizacdo de APE/Refl sdo controladas pelo TSH. Essa proteina
representa uma das ligacfes entre os varios eventos patoldgicos da célula, contribuindo
para a regulacdo anormal de diferenciacdo e proliferacdo celular que caracterizam a

transformacao neoplasica (Gatzidou et al., 2010).

Excision repair cross-complementing 2 (ERCC2) ou proteina XPD € uma helicase
conservada no processo evolutivo dependente de ATP associada com complexo de
fatores de transcricdo TFIIH que possui um importante papel no NER. Defeitos neste
gene podem resultar na sindrome do xeroderma pigmentoso grupo D, tricotiodistrofia, e
sindrome Cockayne (Gatzidou et al., 2010). Silva et al. (2005) examinaram a relevancia
de alguns polimorfismos neste gene com o risco de desenvolvimento de cancer de
tireoide e observaram que individuos simultaneamente homozigotos apresentaram

aumento no risco de cancer de tireoide.

AlteracOes epigenéticas, principalmente a hipermetilacdo no gene MLH1 tem sido
relatadas no desenvolvimento, progressdo e metastase em céancer de tireoide. Uma
possivel explicacdo é que a metilacdo aberrante do promotor deste gene, e seu
consequente silenciamento, possa provocar um defeito no sistema MMR, o que
predisporia a célula as instabilidades genéticas que resultariam em mutacbes

funcionalmente importantes em PTC (Gatzidou et al., 2010).

Outros genes do sistema MMR cuja expresséo se encontra alterada em tumores
de tireoide sdo PMS1 e MSH2 (Gatzidou et al., 2010).

O gene X-ray repair cross-complementing 3 (XRCC3) codifica um membro da
familia de proteinas RecA/RAD51 que participa do reparo de quebra de fita dupla e na
manutencao da estabilidade cromossomica. Células deficientes em XRCC3 ndo formam
RAD51 depois de danos causados pela radiacdo e exibem instabilidade genética e

aumento a sensibilidade de agentes que danificam o DNA (Gatzidou et al., 2010).

RAD52 codifica uma proteina importante para o reparo de DNA com quebras em
dupla fita pela via de recombinacdo homologa. Essa proteina participa da interacao
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DNA-DNA necessaria para o anelamento da fita complementar do DNA (Gatzidou et al.,
2010). Polimorfismos em RAD52 podem estar associados com cancer de tireoide e

aumento do risco de desenvolvimento de PTC (Siraj et al., 2008).

O gene TP53 tem multiplas funcdes regulatérias em ciclo celular, reparo ao DNA
e apoptose. Em células normais, TP53 é inativado por um regulador negativo, MDM2.
Vérias vias decorrentes de danos ao DNA e diversos fatores estressantes podem levar
a decomposicao do complexo p53-MDM2. Uma vez ativada, TP53 pode induzir parada
no ciclo celular para permitir o reparo e sobrevida da célula ou apoptose (Gatzidou et
al., 2010). Segundo Farid (2001), mutacbes em TP53 foram encontradas em 14% de
tumores malignos da tireoide, sendo mais frequente em pobremente diferenciado e

anaplasicos.

O gene Human pituitary tumor transforming (PTTG) €& um oncogene
recentemente descoberto que serve como um marcador molecular de malignidade de
varios tecidos, em particular o endécrino. PTTG € um inibidor de anafase que antecipa
a separacdo cromossOmica através da inibicAdo da atividade da separase,
consequentemente, a iniciacdo da anafase depende de sua degradacdo. Os niveis de
expressdo de PTTG tém sido encontrados em malignidades da tireoide (Gatzidou et al.,
2010). Estudos de PTTG em carcinomas de tireoide sugerem que este gene funciona
como um potencial marcador de comportamento agressivo tumoral. Outros estudos de
PTTG em tireoide demonstram um envolvimento na promocao e inibicdo da

angiogénese, bem como instabilidade genética (Salehi et al., 2008).

Rearranjos intracromossomais s&o frequentes em cancer de tireoide.
Especialmente o rearranjo citogenético ELE-1/RET que resulta da ativacdo do proto-
oncogene RET (RET/PTC3). RET/PTC3 é produzido pela inversao paracéntrica do
bragco longo do cromossomo 10. O complexo € formado pela fusdo do dominio
intracelular tirosina quinase de RET com o gene ELE-1. O gene RET é um membro da
super familia de caderina, codificando um dos receptores tirosina quinase que estao na

superficie celular e emitem sinais para crescimento e diferenciacdo celular. Muitos
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estudos associam RET/PTC3 com a alta prevaléncia de PTCs induzidos pela radiagéo
pos Chernobyl (Bongarzone et al., 1997; Nikiforov et al., 1999; Klugbauer et al., 2001;
Povirk, 2006). Um possivel mecanismo € a inducdo de mutacdes oncogénicas

diretamente decorrentes de danos ao DNA mal reparado através do mecanismo NHEJ.

1.6 Metilacdo do DNA

A metilacdo do DNA é uma modificacdo quimica de sua estrutura induzida por
enzimas onde um grupo metila esta covalentemente unido ao carbono 5 da citosina.
Este processo é mediado por um grupo de enzimas denominadas DNA
metiltranferases. O grupo metila € doado pelo S adenosil metionina (SAM) o qual é
convertido em S adenosil homocisteina (SAH) durante o processo. Este é reciclado a
SAM por uma via dependente de folato e cobalamina. A metilagdo nos vertebrados
acontece somente nas bases citosinas e naquelas que estdo diretamente ligadas a
guanina através de unido fosfodiesterase formando um par CpG (Wajed et al., 2001).

Em células normais, a metilacdo do DNA tem um importante papel no controle da
transcricdo génica atuando nas ilhas CpG da regido promotora, regulando a
remodelacdo da cromatina e a manutencdo da estabilidade genémica através da
repressao de elementos moéveis do genoma tais como LINEs e SINEs (Bird, 2001; Fuks
et al., 2003). A maquinaria de metilacdo do DNA de mamiferos é composta por DNA
metiltransferases (DNMTS), que estabelecem e mantém o padrdo de metilagéo, e por
proteinas ligadoras de metil-CpG (MBPs), as quais “léem” as marcas de metilagéo e
ditam os niveis de expressdo génica (Bird, 2002). At¢é o momento quatro DNMTs
humanas foram descritas: DNMT1 (responsavel pela manutencdo do padrdo de
metilagcdo do DNA), DNMT3a e 3b (geracdo de novos padrdes de metilagdo do DNA) e
DNMT2 (apresenta limitada atividade de metiltransferase) (Hermann et al., 2004). A

metilacdo da regido promotora reprime a transcricdo génica tanto por meio da inibicdo
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da ligacdo especifica de fatores de transcricdo, como pela ligagdo dos MBPs, que
silenciam a expressado génica recrutando o complexo de remodelagcdo de cromatina
(Klose e Bird, 2006). Além de sua funcao na manutencédo do padrdo de metilacédo, tem
sido proposto que DNMT1 seria responséavel pela metilacdo de novo das ilhas CpG
durante a cascata que culmina no desenvolvimento do cancer (Vertino et al., 1996;
Rhee et al., 2002). Sugere-se, que 0 aumento na expressdao de DNMT1 participe

ativamente na hipermetilacdo do DNA (Kanai e Hiroshi, 2007).

Nas células cancerosas observam-se padrbes alterados de metilacdo, areas de
hipometilacdo no genoma e sitios hipermetilados, especificamente as ilhas CpG nas
regides promotoras (Feinberg et al., 1983; Baylin et al.,, 1986). Baseados nestas
observacbes tém surgido varias teorias implicando a metilacio do DNA nos
mecanismos da carcinogénese (Laird, 1987). Assim, a amplificacdo de proto-oncogenes
ou o silénciamento dos genes supressores tumorais quebram o balango que
normalmente controla a proliferacdo celular e leva, através de uma sucessdo de
eventos, a carcinogénese. A diminuicdo da metilacdo libera a transcricdo, que estava
silenciada, e permite a expressdo de proto-oncogenes que se ativam e induzem
eventos de proliferacdo celular (Narayanan et al.,2004 ; Robertson et al., 2005). Por
outro lado, o aumento da metilacdo em sitios que previamente estavam ndo metilados,
como as regides promotoras de genes supressores tumorais, acabam sendo
silenciadas devido a inibicdo da transcricdo e impedindo a supressao da proliferacéo
celular (Wadjer et al., 2001).

As ilhas CpG s&o segmentos de DNA de tamanho aproximado de 0,5Kb, ricas
em G:C frequentemente localizadas na regido promotora dos genes. As mesmas tém
sido tradicionalmente consideradas ndo metiladas em células normais, com excec¢éo do
cromossomo X inativado e aos genes imprintados. Embora as causas ainda nao
estejam sido reveladas, € claro que a hipermetilacdo das ilhas CpG da regido
promotora de alguns genes acontece em associa¢cdo com o desenvolvimento do cancer

e do envelhecimento. A metilagcdo aberrante desta ilhas CpG levam ao silenciamento
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transcripcional dos genes envolvidos e apresentam um mecanismo potencial para a

inativacao de genes relacionados aos tumores (Figura 3).

O N&o Metilado

O Metilado

W F EXpI’ESSéO génica
C——] ihacpc |—————rf Gene —

W I+) Expresséo génica reprimida
—— ihacpc |F— Gene | —

Figura 3 — Metilacdo aberrante levando ao silenciamento da expressdo génica (modificado de

http://missinglink.ucsf.edu/Im/genes_and genomes/methylation.html).

A relacdo inversa entre a metilacdo do DNA e a expressdo génica € especifica
qgquando a metilacdo acontece na regido promotora do gene (Razin e Riggs, 1980).
Inicialmente acreditava-se que o processo se devia a um impedimento fisico do grupo
metila do DNA impedindo a transcricdo. Atualmente, € conhecido que o mecanismo
inibitério aconteca pela unido de determinadas proteinas (MBPs) as sequéncias de
DNA metiladas. Estas proteinas pertencem a uma familia de proteinas que possuem o
dominio metil — CpG que reconhece e se une as CpGs metiladas, independentemente
da sequéncia do gene. Esta proteina também possui um sitio de unido de inibidores da
transcri¢cdo, que formam complexos com uma variedade de moléculas correpressoras e
proteinas desacetiladoras de histonas. Quando este complexo protéico se une ao DNA
metilado, as histonas que formam o nucleossomo ficam desacetiladas. Isto causa

mudangas na estrutura da cromatina, deixando-a mais condensada e,
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consequentemente o DNA fica menos accessivel, impedindo que aconteca uma

transcricdo ativa (Nan et al., 1997; Bestor et al., 1998).

De fato, a hipermetilacdo da regido promotora de genes que controlam a
proliferacdo celular, apoptose e mecanismos de reparo de DNA tém sido descritos
como importantes fatores que contribuem no processo de iniciagdo e/ou progresséo do
cancer (Feinberg e Vogelstein, 1983). Especificamente, a hipermetilagdo da regiao
promotora de MLH1 esta fortemente associada com metéstases no linfonodo e, assim
como observado no cancer de célon, na tumorigénese tireoidiana promovida por BRAF.
Uma explicacdo plausivel € que a hipermetilagdo no promotor deste gene, causando
seu silenciamento, provoca um defeito no sistema de reparo MMR dentro da célula, o
que predisporia a instabilidade genética resultando em mutacBes funcionalmente
importantes em PTC, como BRAF V600E (Guan et al., 2008).

Entretanto, o mecanismo molecular envolvido na agressividade do tumor em
PTC em conseqiéncia da mutacdo BRAF ainda ndo estd claro. Alguns estudos
demonstram uma associa¢ao entre a mutacado e metilacdo aberrante de diversos genes
de supressao tumoral em PTC (Hu et al., 2006). A metilacdo desses genes foi entédo
associada com caracteristicas patolégicas mais agressivas de PTC, devido ao

silenciamento destes genes, mediante a mutacdo BRAF V600E, e consequente
progressao de PTC.

Estudos na literatura envolvendo niveis de metilacdo de MGMT apontam uma
incidéncia de 15% em PTC (Ishida et al., 2007). Além disso, Schagdarsurengin et al.
(2006) relataram que a hipermetilacdo de MGMT ocorre preferencialmente nos

carcinomas indiferenciados de tireoide em comparacéo com os diferenciados.

Diversos estudos mostram que a metilagdo de alguns genes supressores de
tumor poderiam desempenhar um papel tumorigénico em associagcdo com a metilagdo
aberrante de genes de conhecidas vias de sinalizagcdo como a via PI3K/Akt em FTC e

MAPK em PTC, assim como em alguns genes especificos da tireoide, culminando
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numa importante falha no tratamento com radioiodo e, portanto, a evolucao clinica do
carcinoma de tireoide (Xing, 2007). Desse modo, a metilagdo aberrante pode
representar possiveis alvos terapéuticos, assim como novos e promissores marcadores

moleculares de diagndstico e progndstico para o cancer de tireoide.

Por fim, sabe-se que em céncer de colon a mutagdo BRAF V600E também esta
associada com a instabilidade genética e a hipermetilacdo aberrante de certos genes
de reparo de DNA, como MLH1, sugerindo portanto, que o silenciamento de genes de

reparo de DNA pode predispor as células a instabilidade genética.

1.7 Instabilidade de Microssatélites

A instabilidade genética é um fator fortemente envolvido no processo de
carcinogénese e esta associada ao sistema de reparo do DNA defeituoso em tumores,
sendo caracterizada pelas expansdes ou contracdes de uma simples sequéncia
repetida no DNA. A instabilidade de microssatélites (MSI) foi descrita pela primeira vez
em 1993 em pacientes com cancer colorretal (HNPCC), e desde sua descoberta até o
presente a mesma tem sido descrita em diferentes tipos de cancer. Os microssatélites
consistem em unidades de cerca de um a quatro nucleotideos, repetidas em sequéncia,
dentro do genoma humano. O deslizamento (slippage) da DNA polimerase durante a
replicagcdo do DNA é tida como a principal causa da variagdo no niumero de repeticoes
nesses locis (MOSKALUK et al.,1998; WRITZ et al.,1998).

Estudos sobre a instabilidade genémica em cancer apontam que a MSI ocorre
mais frequentemente em determinados loci do que em outros e que o espectro da MSI
varia com o tipo de cancer. Em cancer colorectal, um conjunto de cinco microssatélites
(BAT26, BAT25, D2S123, D5S346 e D17S250) foi definido como painel de referéncia.

Porém, sabe-se que este ndo é adequado para avaliacdo de MSI em outros tipos de
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cancer (Boland et al., 1998). Neste sentido, Onda et al. (2001) comprovaram a partir do
marcador BAT-26, que os defeitos bioquimicos responsaveis pela MSI em cancer de
tireoide sao diferentes daqueles responsaveis em cancer colorretal. Consequentemente
ha uma necessidade de encontrar microssatélites adequados para a avaliacdo de MSI

em outros tumores, como os de tireoide.

Embora a MSI n&o tenha sido inicialmente observada em céncer de tireoide
(Vermiglio et al., 1995), estudos subsequentes tem documentado MSI ndo apenas no
cancer de tireoide, mas também em bdcio benigno e adenomas foliculares da tireoide
(Dobosz et al., 2000). Esses estudos suportam a idéia de que a MSI tem um importante

papel na carcinogénese de tireoide.

Existem trabalhos relatando alteracdes epigenéticas no gene MLH1 no
desenvolvimento, progressdo e metastase em canceres de tireoide. A instabilidade de
microssatélites de alto nivel pode estar associada a defeitos no reparo do gene MLH1
cuja metilacdo esta associada a metastase do linfonodo no PTC predispondo a célula a
mutacdo BRAF V600E (Guan et al., 2008; Gatzidou et al., 2010).

Lazzereschi et al. (1999) observaram uma influéncia de MSI na biologia de
tumores foliculares da tireoide e lesfes ligadas ao tumor. Assim como Mitmaker et al.
(2008) que mostraram um aumento na incidéncia de MSI em carcinomas papilares e
foliculares. Além disso, uma significativa diferenca na frequéncia de MSI entre
adenomas foliculares e carcinomas foliculares foi observada. Por outro lado, véarios
estudos relataram maior frequéncia de MSI em lesbBes benigna da tireoide em
comparacao com lesdes malignas (Soares et al., 1997; Lazzereschi et al., 1999; Vaish
et al., 2003). Além disso, um estudo mais recente mostrou MSI em 70% de tumores
benignos e 65% das leses malignas da tireoide, e afirmou que a deficiéncia de iodo
pode influenciar a MSI, alterando a via molecular que leva para ao carcinoma folicular e

anaplasico (Vaish et al., 2004).
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A descoberta de tumores benignos da tireoide e lesdes tumorais, apontando MSI
em varios loci sugerem que a MSI pode ser um evento precoce na tumorigénese da
tireoide, assim como sustentado por diversos estudos, que mostram a MSI em algumas
displasias pré-cancerosas do estdbmago (Loeb, 1991; Rhyu et al., 1994), adenomas e/ou

displasias do célon e metaplasia de Barrett do es6fago (Meltzer et al., 1994).
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Avaliar o padrao de metilagdo dos genes MGMT e MLH1 correlacionando com o
perfil de instabilidade de microssatélites e com as mutacées BRAF V600E, RET/PTC e

IDH1 em pacientes com carcinoma de tireoide.

2.2 Objetivos Especificos

e Estudar o padrdo de metilacdo da regido promotora e expressao dos genes
MLH1 e MGMT.

e Avaliar a instabilidade de microssatélites usando os marcadores: BAT26, BAT25,
BAT40, D2S123, D11S912, D17S250 e D5S346.

e Correlacionar o padréo de instabilidade de microssatélites e de metilacdo de
MLH1 e MGMT com a presenca de mutacdes nos genes BRAF, RET/PTC e
IDH1.
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3. METODOLOGIA

3.1 Casuistica

Foram incluidos no presente estudo 105 pacientes, de ambos 0s sexos com mais
de 18 anos que foram submetidos a tireoidectomia total entre 2000 e 2010 no Hospital
Sdo Paulo da Universidade Federal de Sao Paulo, e Hospital das Clinicas da
Universidade Estadual de S&o Paulo, sob responsabilidade da Professora Dra. Janete
Cerutti. Destes, 77 amostras foram oriundas de casos PTC, 13 de FTC e 15 casos de

tecido de tireoide benigno.

As amostras foram congeladas imediatamente apds a coleta das bidpsias e
armazenadas em freezer -80°C até o uso. A classificacdo histolégica final foi obtida a
partir de cortes de parafina corados com hematoxilina e eosina. O estudo foi aprovado
pelo Comité de Etica e Comissdes de Pesquisa de ambas as Universidades e foi

conduzido de acordo com a Declaracao de Principios Helsinki.

Além disso, para a validacdo dos marcadores usados para a determinagédo de
instabilidade de microssatélites foram incluidas 50 amostras de DNA extraido de
sangue periférico de voluntarios sadios do banco de DNA da UNIFAG da Universidade

Sao Francisco.
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3.2 Analise do padréo de metilagdo

3.2.1 Extracédo de DNA e Tratamento com Bissulfito de Sodio

As bidpsias enddcrinas foram utilizadas para a extracdo de DNA gendmico, a
qual foi realizada de acordo com o protocolo de fenol-cloroférmio. As bidpsias foram
ressuspendidas em 300 uL de solu¢do tampéao (Tris-HCI 50mM pH 8,0; EDTA 1mM pH
8,0; tween 0,5 %), adicionando 15uL de solucdo de proteinase K (10 mg/mL). As
amostras foram incubadas a 37°C por pelo menos 2 horas. Em seguida, o DNA foi
purificado por meio de centrifugacdes com Fenol/Cloroférmio, e precipitado com acetato
de sodio 3M.

Para o tratamento com bissulfito de sédio foi utilizado o kit comercial EpiTect®
Bisulfite (Qiagen, Valencia, Calif., USA) seguindo as recomendacdes do fabricante. Em
resumo, ocorreu a conversao das citosinas ndo metiladas pelo bissulfito de sédio
usando um termociclador nas seguintes condi¢cdes: 5 minutos a 95°C para a
denaturacgéo, 25 minutos a 60°C de incubacéo, 5 minutos a 95°C para denaturacéo, 85
minutos a 60°C de incubacédo, 5 minutos a 95°C para denaturacdo, 175 minutos a 60°C
de incubacdo e armazenamento a 20°C infinito. O DNA entdo foi transferido para a
membrana da coluna EpiTect e lavado. Posteriormente, houve a desulfonagédo do DNA
seguida de lavagens para remover totalmente o agente desulfonante. Por fim, houve a

eluicdo do DNA convertido pela centrifugacdo da coluna.
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3.2.2 High Resolution Melting (HRM)

Para a analise de metilacao, foi realizada a amplificacdo da regido promotora dos genes
MLH1 e MGMT por PCR em tempo real e high resolution melting (HRM) realizada no
equipamento 7500 Fast Real-Time PCR System (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA).
Esta técnica € baseada no monitoramento preciso da mudanca de fluorescéncia do
melting do duplex de DNA. Como em PCR em tempo real, o HRM utiliza a capacidade
de certos corantes de fluorescéncia intercalarem com a dupla fita de DNA com alta
precisdo. A discriminacdo entre as sequéncias metiladas e ndo metiladas foi feita apos
a modificacdo do DNA alvo com bissulfito de sédio. O bissulfito de sodio converte as
citosinas ndo metiladas em uracila e deixa intactas as citosinas metiladas. Portanto, o
produto da PCR de uma amostra alvo metilada tem uma temperatura de melting mais
elevada do que de uma amostra ndo metilada, e assim é possivel fazer uma
comparacdo das amostras de interesse com as amostras alvo e determinar as

diferencas pela analise de melting (Figura 4).

A PCR foi realizada em um volume final de 20pl utilizando 10 ul de MeltDoctor™
HRM Master Mix (Applied Biosystems) contendo cloreto de magnésio, dNTPs,
MeltDoctor™ HRM dye e AmpliTaq Gold® 360 DNA Polimerase a uma concentracdo de
2X. Posteriormente, foram acrescentados ao mix 5 uM dos primers (Tabela 2),
especifico para cada gene, 20 ng/uL do DNA gendmico tratado com bissulfito de sodio

e 6,6 puL de agua.

Para amplificacdo foi usado o ciclo descrito a seguir: 10 minutos a 95°C, para
ativacdo da enzima, seguidos de 40 ciclos de 15 segundos a 95°C para denaturacéo e
1 minuto a 60°C para o anelamento e extensdo. A dissociagdo consistiu de 10
segundos a 95°C para denaturacao, 1 minuto a 60°C para anelamento dos primers e 15
segundos a 95°C com 1% de rampa para a captacdo do HRM e por fim, 15 segundos a
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uma temperatura de 60°C para reanelamento dos primers. Todas as reacdes foram

feitas em triplicata.

A curva de melting foi normalizada pelo calculo da “line of best fit” entre as duas
regides de normalizacdo, antes e depois da queda de fluorescéncia, representando o
melting do produto de PCR, usando o 7500 software v2.0. Este algoritmo permite a
comparagdo direta entre as amostras que tém diferentes niveis de partida de

fluorescéncia.

Difference Plot

Diflerence

-20

-30

B8 ATO ATA GA0 BAS 840 638 TOO TQS TIO TIA 720 728 TAO TAS 70 TAS TAD TAS TAO 7TAS 0 TS TAOD TAS 7AO 748 A10 A8 ALD
Temperature (C)

| Analyzed Diata - Aligned Mel: Curves | jst Analyzed Data - Difference Plat

0
+

Data - Derivative Melt curves O

Color| varlant Call v | Assay| OSTER MLHLHRMDye v | D 0O & nL[T:__nJ i E; (?)]

Derivative Melt Curves
1,700
1.800
1500
1,400
1,200
1,200

eSS SR04

1,100

FlLorescence

_nmmémmum[b
DooOooDoOoCao
ooooBoBoo0ca

S

a0 725 750 75 adi _ms as50 ars 200 =5 950
Temperature (C)

o
2
B
B
&
B
L
[
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Tabela 2 — Primers utilizados para analise de metilacao

Primers Sequéncia (5’- 3’)
TATATCGTTCGTAGTATTCGTGT
ML TCCGACCCGAATAAACCCAA
TTTCGACGTTCGTAGGTTTTCGC
MEMT GCACTCCGAAAACGAAACG

3.3 Instabilidade de Microssatélites

A andlise da instabilidade de microssatélite foi realizada por PCR-SSCP
(Polymerase chain reaction - single strand conformation polymorphism) e validadas por
HRM, usando os primers especificos para cada um dos marcadores BAT25, BAT26,
BAT40, D2S123, D11S912, D5S346 e D17S250 (Tabela 3).

A PCR foi realizada da seguinte maneira: para um volume final de 25 uL, 200 ng
de DNA, 2,5 pL 10X Tampédo PCR, 1 ymol/L primer, 1,5-2,0 mmol/L de MgCl,, 200
pmol/L dNTPs e 0,5 U de Taq polimerase, sendo amplificada por 1 ciclo a 95°C durante
5 minutos seguido de 35 ciclos a 95°C por 30 segundos a 55-58°C por 30 segundos e
72°C por 15 segundos e um ciclo final de 72°C por 1 minuto.

Apoés a reacdo de PCR, 12 yL do produto de PCR foram misturados com 12 uL
de tampao desnaturante (Formamida 95%, 20 mM EDTA, 0,05% de azul de
bromofenol), desnaturado a 97°C durante 10 minutos, mantidos em gelo, e logo
aplicado num gel de poliacrilamida 6% (Figura 5). As bandas foram visualizadas com

nitrato de prata.
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A presencga de MSI foi definida pelo aparecimento de uma mobilidade de banda

de qualquer um dos alelos ou ante a presenca de uma nova banda de tamanho

diferente quando comparadas com o controle. Quando nenhum marcador apresentou

instabilidade foi considerado estavel (MSS).

Tabela 3 — Primers utilizados para anélise de MSI

Marcador Primer (5’-3’)

TCGCCTCCAAGAATGTAAGT
BAT-25

TCTGCATTTTAACTATGGCTC

TGACTACTTTTGACTTCAGCC
BAT-26

AACCATTCAACATTTTTAACCC

ACTCACTCTAGTGATAAATCG
D5S346

AGCAGATAAGACAGTATTACTAGTT

GTAGAGCAAGACCACCTT
BAT40

AATAACTTCCTACACCACAAC

AATGGACAAAAACAGGATGC
D2S123

CCCTTTCTGACTTGGATACC

TACTGCTTTGGGTATGCATATG
D11S912

GCTTTTTGTCTAGCCATGATTG

GGAAGAATCAAATAGACAA
D17S250

GCTGGCCATATATATATTTAAACC
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Figura 5 — Gel de poliacrilamida ilustrando andlise de MSI. M — Marcador de peso molecular

100pb; 1 e 2 — amostras instaveis; 3, 4 e 5 — amostras estaveis.

3.4 Extracdo de RNA e sintese de cDNA

A extracdo de RNA foi feita usando-se o RNeasy® tissue kit (Qiagen) seguindo o
protocolo do fabricante. Apés a extracao, ~100 ng de RNA foram usados para a sintese
do cDNA usando o High Capacity cDNA Archive Kit (Applied Biosystems) seguindo as

recomendacdes do fabricante.
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3.5 Quantificacdo da expressédo por PCR em tempo real

A analise de expressdo dos genes MLH1 e MGMT e do gene constitutivo (-
actina foram feitas por meio da PCR em tempo real. Os primers utilizadas neste estudo
foram desenhados usando o software Primer 3 (http://frodo.wi.mit.edu/primer3/) (Tabela
4). A reacéo de PCR em tempo real foi feita usando o Platinum® SYBR GREEN® qPCR
Supermix UDG (Invitrogen) seguindo as especificagcbes do fabricante. A reacéo
continha para cada 50pL: 25pL de Platinum® SYBR GREEN® qPCR Supermix UDG
(Invitrogen), 10uM de cada primer e 10uL de cDNA (50ng). Para amplificag&o foi usado

o ciclo descrito a seguir: 2 min a 50°C de pré-tratamento de UDG (Uracil-DNA
Glicosilase) e desnaturacdo de 2 min a 95°C, seguido de 45 ciclos de desnaturacao a
95°C por 15 s, anelamento a 59°C por 15 s, e uma extensao a 72°C por 30 s, seguida
de uma andlise de curva de melting (40 ciclos com um decréscimo de 1°C a cada 15 s
iniciando-se em 95°C). Através desta analise foi possivel averiguar a especificidade da
reacdo de amplificacdo, uma vez que o fluoroéforo usado emite luz sempre que um
dimero de DNA é formado. A reacdo de PCR em tempo real foi realizada no
equipamento 7300 Real-Time PCR System (Applied Biosystems) e o C; determinado
com o auxilio do RQ Study Software (Applied Biosystems).

Os experimentos foram feitos em triplicata, e as amostras normalizadas usando-
se o controle constitutivo. A expressao relativa foi calculada de acordo com a férmula 2°
A onde *“* representa a média do Ct do gene experimental observado no tumor menos
a média do Ct do gene de referéncia (BUCKHAULTS et al., 2001).
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Tabela 4 — Primers utilizados para analise da expressao génica

Primers Sequéncia (5’- 3’)

CGGTTAACTACCCAATGCCTCAAC

MLH1
TTCTCGACTAACAGCATTTCCAA
CACCACACTGGACAGCCCTTT
MGMT
CGAACTTGCCCAGGAGCTTTATTT
ACACTGGCTCGTGTGACAAGG
B actina

CGGCTAATACACACTCCAAGGC

3.6 Analise dos Dados

Os dados categoricos foram apresentados por meio de frequéncias e
porcentagens. A associacdo entre as variaveis categoricas foram comparadas pelo
teste qui-quadrado. A significancia estatistica dos dados de expressao génica foi
determinada por teste t ndo pareado. Valores p < 0,05 foram considerados
estatisticamente significativos. Todos os dados obtidos foram analisados usando o
programa estatistico SPSS 12.0 (SPSS Inc., USA).
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4. RESULTADOS

4.1 Analise do perfil mutacional de BRAF V600E, RET/PTC e IDH1

Foram estudados 77 casos de PTC, 13 casos de FTC e 15 amostras oriundas de
tecidos benignos de tireoide. A caracterizagdo do perfil mutacional destas amostras foi
realizado por sequenciamento direto dos genes (Oler and Cerutti 2009; Hemerly et al.,
2010). As mutagdes exclusivas de PTC, BRAF V600E e RET/PTC, foram encontradas
em 39% e 35% das amostras, respectivamente. Ja em relacdo a mutacdo IDH1, foi
observada uma prevaléncia de 6% em PTC (Figura 6) e 31% em FTC. O grupo de

amostras benignas ndo apresentou nenhuma mutacao.

100% -
75% -
50% -

25% -

0% -
BRAF RET/PTC IDH1

Figura 6 — Frequéncia de mutacdes no grupo PTC
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4.2 Padrao de metilagdo e expressao de MGMT e MLH1

A metilacdo da regido promotora de dois genes de reparo ao DNA, MGMT e
MLH1, foi feita pela técnica de HRM (Figura 7).
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Baseado nestas analises, os resultados indicam que em PTC, MGMT e MLH1
foram considerados hipermetilados em 66% e 45% dos casos, respectivamente, em
PTC, enquanto em FTC, a regiao promotora do gene MGMT foi considerada
hipermetilada em 77% das amostras ao passo que no gene MLH1, a hipermetilagéo foi
detectada em 38% das amostras. O grupo benigno apresentou 53% de amostras
metiladas para MGMT e 60% para MLH1 (Tabela 5).

Tabela 5 — Padréo de metilacdo de MGMT e MLH1

Subtipos Metilacao
Histoldgicos MGMT MLH1
PTC 51/77 (66%) 35/77 (45%)
FTC 10/13 (77%) 5/13 (38%)
Benigno 8/15 (53%) 9/15 (60%)

E importante ressaltar que em todos os pacientes foi detectada uma diminuic&o
significativa nos niveis de expressdo de MGMT nas amostras hipermetiladas no
subgrupo PTC (Tabela 6).
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Tabela 6 — Padrdo de expressdao de MGMT e MLH1 em amostras metiladas ou néo

metiladas
Subtipo MGMT MLH1
Histolbgico Metilado  N&o Metilado  Metilado Nao Metilado
PTC 1,19+0.01* 3,06+0.07 3,79+0.16 4,77+0.21

*p<0,05 quando comparado ao grupo MGMT n&o metilado

Além disso, avaliou-se a associacdo entre a metilacdo da regido promotora dos
genes MGMT e MLH1 em PTC e FTC para cada mutacdo. As mutacbes BRAF e
RET/PTC ndo mostraram associacdes significativas entre a metilacdo da regiao
promotora de MGMT e/ou MLH1. No entanto, em relagcdo mutagcéo IDH1 no grupo FTC,
os dados mostraram uma diferenca significativa tanto para metilacdo de MGMT quanto

para MLH1, com valores de p de 0,02 e 0,04, respectivamente (Tabela 7).
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Tabela 7 — Frequéncia de metilacdo de MGMT e MLH1 por mutacdo e subtipo

histolégico.
Genes
Mutacbes MGMTM MGMTU MLH1IM MLH1U
Sim 72% 28% 28% 72%
BRAF
N&o 54% 46% 54% 46%
Sim 52% 48% 56% 44%
PTC  RET/PTC
N&o 64% 36% 39% 61%
Sim 80% 20% 40% 60%
IDH1
Nao 60% 40% 46% 54%
Sim 50%* 50% 87%* 13%
FTC IDH1
Nao 89% 11% 50% 50%

*p <0, 05 quando comparado com o grupo selvagem IDH1 das amostras oriundas de FTC; M —metilado,

U — ndo metilado; Sim — presenca da mutacéo, Nao — auséncia da mutacao.

Houve uma tendéncia estatisticamente significativa em relacdo a metilacdo dos
genes MGMT e MLH1 e niveis mais baixos de expressao no grupo BRAF mutante (3,1
vezes e 2,4 vezes, respectivamente) quando comparados ao grupo nao metilado de
cada gene (Tabela 8). Os niveis de expressdo de MGMT e MLH1 das amostras
metilados e mutantes RET/PTC mostraram um silenciamento génico de 1,7 vezes e 1,6
vezes, respectivamente. A andlise da relagdo entre a mutacdo IDH1 e o nivel de
expressdo de ambos os genes MLH1 e MGMT metilados teve uma diminuicéo
significativa no nivel de expressdo em 23 vezes e 1,8 vezes, respectivamente. Quanto

aos pacientes FTC e IDH1 mutantes nossos dados também mostraram uma diminui¢éo
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estatisticamente significativa nos niveis de expressdo das amostras MGMT metiladas

(10,6 vezes).

Tabela 8 — Mutacdes e padrédo de metilacdo em relacdo as expressoes relativas dos

genes MGMT e MLH1.

Subtipos Padrao de metilacao BRAF RET/PTC IDH1
Histologicos
MGMT metilado 0.69+0.16* 1.71+0.48  0.62+0.14
MGMT néo metilado 2.16+0.81 2.88+0.86 1.1240.21
PTC MLH1 metilado 2.1840.76" 2.89+0.91  0.25+0.041%
MLH1 ndo metilado 5.32+1.35 4.57+1.41 5.86+1.98
MGMT metilado - - 0.19+0.02
. MGMT né&o metilado - - 2.05+£0.91
MLH1 metilado - - N/A
MLH1 n&o metilado - - N/A

*p <0,05 quando comparado ao grupo PTC mutante BRAF - MGMT ndo metilado; “p<0,05 quando

comparado ao grupo PTC mutante BRAF - MLH1 ndo metilado; Tp<0,05 guando comparado ao grupo

PTC mutante IDH1 — MGMT metilado; **p<0,01 quando comparado ao grupo PTC mutante IDH1 —

MLH1 ndo metilado; Ip <0,05 quando comparado ao grupo FTC mutante IDH1 — MGMT metilado. N/A —

Nao avaliado.

4.3 Andlise do perfil de MSI

Inicialmente, todos os marcadores de MSI foram avaliados em 50 amostras de

DNA oriundas de voluntarios sadios, armazenadas no banco de DNA do Laboratério de

Biologia Molecular — UNIFAG — Universidade S&o Francisco — Bragancga Paulista, com o

propésito de determinar a acuracia de cada marcador. Os marcadores BAT25, BAT26 e

D2S123 apresentaram melhores resultados, sendo totalmente estaveis para estas
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amostras. O marcador D17S250 também se mostrou eficaz em sua validagdo, com
apenas 2% de instabilidade. J& os marcadores BAT40, D11S912 e D5S346 mostraram
uma frequéncia de instabilidade de 10%, 20% e 12%, respectivamente (Tabela 9). Em
relacdo aos pacientes com tumores malignos de tireoide (PTC e FTC), os marcadores

que permitiram a melhor determinacdo do padrao de MSI foram D2S123, D17S250 e

D5S346 respectivamente.

Tabela 9 — Frequéncia de instabilidade por marcador

Marcadores
Amostras
BAT25 BAT26 D2S123 D17S250 BAT40 D11S912 D5S346
Voluntarios 0% 0% 0% 2% 10% 20% 12%
Cancer de tireoide 2% 10% 19% 39% 26% 32% 46%

Para determinar o padrdao de MSI, além da PCR-SSCP, também foi selecionada

uma parte das amostras (35%) para validacdo dos resultados por meio de HRM, como

mostrado na Figura 8.
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Figura 8 — Diferencas nas curvas de melting obtidas por HRM para validac&o do padrao de MSI.
Roxo — MSS; Azul — MSI.
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Observou-se que a instabilidade de microssatélites foi mais frequente nos

individuos do grupo maligno (Tabela 10). Em relagéo aos subgrupos histolégicos, foram

encontrados 84% de instabilidade em PTC, 92% em FTC e 46% no grupo benigno, com

diferencas significativas em PTC e FTC quando comparados com o grupo benigno
(p=0,001 e p=0,009, respectivamente) (Tabela 10).
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Para avaliar a significancia da presenca das muta¢cbes como um indicador de
MSI, foi analisada a associacdo entre cada mutacdo com o perfil de MSI. Como
mostrado na Tabela 10, a frequéncia de MSI nos casos PTC foi observada em 85% do
grupo BRAF e RET/PTC mutantes e 20% do grupo IDH1 mutante, enquanto que no
grupo FTC somente a mutacdo IDH1 mostrou padrédo de MSI, com uma recorréncia de
100%. Entretanto, nenhuma associacao significativa entre MSI e qualquer mutacao foi

encontrada.

Tabela 10 — Relagéo entre mutacdes e MSI por subtipo histologico

Subtipos Status de MSI (%)

Histoldgicos Total BRAF RET/PTC IDH1
PTC 65/77 (84%)*  23/27 (85%) 22/26 (85%) 1/5 (20%)
FTC 12/13 (92%)* - - 4/4 (100%)

Benigno 7115 (46%) - - -

*p <0,01 quando comparado com o grupo benigno.

4.4 Correlacao entre metilacdo em MGMT e MLH1 e MSI

Visto que a metilagdo aberrante de genes de reparo ao DNA como MGMT e
MLH21 pode prejudicar a transcricdo génica e, assim, predispor a instabilidade gendmica
na célula, avaliou-se a correlacdo do padrédo de metilagdo destes genes com o status
de MSI.

A hipermetilagdo da regido promotora de MGMT foi associada de forma
significativa com a MSI em pacientes que tinham os tumores PTC e FTC (p=0, 01),

quando comparado ao grupo benigno. Em relacdo a associacdo entre metilagdo de
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MLH1 e MSI, ndo houve diferenca estatisticamente significativa em qualquer subtipo
histoldgico (Tabela 11).

Tabela 11 - Padrdo de metilacio de MGMT e MLH1l e status de MSI
combinados

Subtipos MGMT MLH1
Histologicos Metilados e instaveis Metilados e instaveis
PTC 43/51 (84%)* 28/35 (80%)
FTC 9/10 (90%)* 4/5 (80%)
Benigno 3/8 (37%) 5/9 (55%)

*p < 0,01 quando comparado ao grupo benigno.

Adicionalmente, avaliou-se a associa¢do da instabilidade de microssatélites ao
nivel de expressdo de MGMT e MLH1 nos pacientes PTC, FTC e benigno e foi possivel
detectar que no grupo FTC, houve uma diminuicdo significativa nas expressdes cujas

amostras estavam instaveis, em ambos os genes (Tabela 12).

Tabela 12 - Expressao de MGMT e MLH1 nas amostras MSI e MSS

Subtipos Expresséo MSI MSS
Histoldgicos
PTC MGMT 1,93+0,04  1,7440,02
MLH1 8,55+1,34  9,85%1,99
. MGMT 0,49+0,006* 1,53+0,02
MLH1 13,26+2,58* 44,41+6,21
_ MGMT 0,61+0,008 0,60+0,007
Benigno

MLH1 9,60+2,34* 14,16+3,10

*p <0,05 quando comparado as amostras MSS.
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5. DISCUSSAO

Ao longo dos ultimas décadas, a epigenética, particularmente o estudo da
metilacdo na regido promotora dos genes, obteve uma grande importancia na pesquisa
do cancer, pois muitos genes sdo silenciados através deste mecanismo durante o
desenvolvimento do cancer (Xing, 2007). E sabido que os mecanismos de reparo ao
DNA contribuem para a manutencao da integridade genémica, e que o silenciamento de
genes de reparo ao DNA poderiam estar relacionados a ocorréncia de mutagdes com
potencial tumorigénico (Guan et al., 2008). Desse modo, foi demonstrado que a
instabilidade genémica, gerada por um defeito no sistema de reparo, poderia favorecer
0 aparecimento dessas mutacdes (Grady, 2004). Assim, avaliou-se os efeitos da
metilacdo da regido promotora de MGMT e MLH1 na instabilidade genémica de acordo

com o perfil mutacional em pacientes com tumores de tireoide.

Em relacédo ao perfil mutacional de PTC, os dados apresentados neste trabalho
indicam que a prevaléncia de BRAFV600E e RET/PTC em nossa populacdo corrobora
a literatura, que apresenta uma variacao entre 29 a 69% (Greco et al., 2009). Mutacdes
no gene IDH1 tém sido amplamente associadas com glioblastoma, com uma frequéncia
superior a 70%, porém sao relativamente raras em outros canceres (Bleeker et al.,
2009). Recentemente, a mutacdo IDH1 foi encontrada em MTC, PTC (Bleeker et al.,
2009), ATC (Murugan et al., 2010), FTC e variante folicular de PTC (FVPTC) (Hemerly
et al., 2010) de forma similar a este trabalho, que indicou 6% da mutacdo em PTC e
31% em FTC.

Ao avaliar-se o padréo de metilagéo da regido promotora dos genes de reparo ao
DNA MGMT e MLH1, observou-se uma alteragdo na frequéncia de metilacdo nos
tumores benignos e malignos. E sabido que a metilagio na regido promotora pode levar
a um silenciamento génico Desse modo, ao analisar os niveis de expressao de MGMT

e MLH1 verificou-se que ambos os genes foram reprimidos nas amostras metiladas.
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Recentemente alguns autores tém mostrado que a expressdao de MGMT é aumentada
em pacientes com tumores malignos de tireoide, quando comparada ao tecido normal
(Yilike et al., 2010), e que com a malignizacdo do tumor, h4 uma queda nesta
expressao (Yilike et al., 2010; Giaginis et al., 2011). Por outro lado, tem sido
demonstrado que a expressdo de MLH1 é aumentada com a malignizacdo do fenotipo
(Giaginis et al., 2011).

Diversos estudos tém relacionado a metilagdo de MGMT com a mutagao IDH1
em pacientes com glioblastoma (Tuononen et al., 2012), principalmente com uma maior
resposta a temozolomida, uma droga quimioterapica alquilante (Songtao et al., 2011).
Resultados semelhantes foram encontrados neste estudo, no qual foram observadas
diferencas significativas entre a metilacio de MGMT e MLH1 e a mutacdo IDH1 em
pacientes com FTC, bem como uma diminuicdo significativa nos niveis de expressao
destes genes. Esta relacdo pode ser atribuida ao fato de que a inativacdo de MGMT
favorece o surgimento de transicbes G para A e desta forma, pacientes com MGMT
hipermetilados poderiam apresentar uma alta taxa da transicdo G395A no cédon 132 de
IDH1 (Sanson et al., 2009).

Sabe-se gque a hipermetilacdo de MLH1 esta associada a mutacdo BRAF V600E
em cancer de célon. Uma vez que esta mutacdo também é recorrente em cancer de
tireoide, avaliou-se o perfil de metilacdo e os niveis de expressdo de MLH1 em
mutantes BRAF V600E oriundos de pacientes com PTC. Os dados apresentados neste
trabalho n&o indicam nenhuma associagao entre o perfil de metilagdo deste gene e a
mutacdo BRAF V600E, mas foi encontrado uma diminui¢do significativa nos niveis de
expressdo de MLH1 em amostras mutantes BRAF V600E, sugerindo uma possivel
metilagdo em outro sitio CpG ou outro mecanismo de inativagdo deste gene envolvido
na carcinogénese de PTC. Embora em um estudo publicado por Guan et al. (2008)
tenha sido reportado que a metilacdo de MLH1 estaria associado a mutacdo BRAF
V600E, este trabalho apresenta o viés de ter analisado um pequeno numero de

amostras.
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Tumores da tiroide, bem como céancer colorretal, surgem através de uma série de
mutagbes genéticas encontradas em uma variedade de genes diferentes. Estas
mutacBes, majoritariamente somaticas, ocorrem em todo o genoma, em ambas as
regides intrénicas e exdnicas. Mais especificamente, mutacées somaticas que ocorrem
nas regides de microssatélites mostraram-se ligados a etiopatogenia de alguns tumores
de orgdos sélidos (Bolland et al., 1998). Mudancas semelhantes ocorrem na glandula
tireoide, e verificou-se o papel da MSI em lesdes tanto benignas quanto malignas da

tireoide.

Para o desenvolvimento deste estudo usou-se 7 marcadores comumente
utilizados na literatura. Dentre estes os que apresentaram os melhores resultados foram
D2S123, D17S250 e D5S346, respectivamente. Outro dado interessante mostrado
neste trabalho é a pouca relevancia dos marcadores BAT25, BAT26 e BAT40. Em um
estudo recente Mitmaker et al. (2008) mostraram resultados semelhantes para o
marcador D2S123 e D5S346, e a baixa relevancia dos marcadores BAT26 e BAT40.
Embora o marcador D11S912 tenha sido escolhido porque o cromossomo 11 carrega
um gene supressor tumoral importante na tumorigénese da tireoide, os resultados
apresentados neste trabalho e dados disponiveis na literatura indicam que este néao é
um bom marcador para analise da MSI em tumores de tireoide (Onda et al., 2001). Em
cancer colorretal existe um painel de referéncia composto por 5 marcadores (BAT26,
BAT25, D2S123, D5S346 e D17S250), porém o carater de MSI em tumores néao-
colonicos foi revisado por Boland et al. (1998), que concluiu que este painel, utilizado
para avaliar MSI em cancer colorretal, ndo € adequado para servir como um painel de
referéncia para outros tipos de céancer. Desta forma, o presente trabalho pode
caracterizar marcadores que melhor elucidem o envolvimento de MSI na tumorigénese

da tireoide.

Atualmente existem poucos trabalhos mostrando o papel da MSI em cancer de
tireoide. A partir do presente estudo, pode-se constatar que ha uma maior incidéncia de
MSI nos tumores malignos do que em lesdes benignas da tireoide. De modo

complementar, esses dados corroboram outros que indicam que a MSI pode influenciar
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a biologia de tumores da tireoide (Lazzereschi et al., 1999; Mitmaker et al., 2008).
Dessa forma, este estudo contribui para base de possiveis alvos terapéuticos, uma vez
que a MSI & uma importante ferramenta no diagndstico de tumores malignos de
tireoide, cuja aplicacdo, futuramente, eliminaria a necessidade de remocao
desnecessaria da glandula ou favoreceria a remocéo de um tumor maligno (Mitmaker et
al., 2008).

Tem sido sugerido que a MSI € um importante indicador de defeitos no sistema
de reparo ao DNA, particularmente o sistema MMR, o qual poderia ser um potencial
marcador progndstico em tumores de tireoide (Vaish et al., 2004). Embora néo tenha
sido observada uma relacao entre metilacdo de MLH1 e instabilidade, os resultados
apresentados neste trabalho mostram que os niveis de expressdo de MLH1 foram
menores nas amostras instaveis, sugerindo assim, uma possivel falha no sistema de
reparo ao DNA. Além disso, apesar de MLH1 ser considerado o principal gene
responsavel pela MSI (Rossi, 2002), no presente estudo foi encontrado uma associagéo
significativa entre a metilagdo da regido promotora de MGMT e MSI nas amostras
oriundas de PTC e FTC. Em seu trabalho, SVRCEK et al. (2010) indicaram um papel
preferencial de inativacdo de MGMT na iniciacdo da MSI na carcinogénese de célon.
Sua hipétese é baseada em um modelo no qual deficiéncias em MGMT poderiam tanto
favorecer a transformacéao celular através do desenvolvimento de um MMR deficiente, o
que favoreceria a MSI, quanto poderia promover a iniciagcdo de MSI pelo favorecimento
da metilagdo da regido promotora de MLH1, ou outros defeitos atraves de diferentes
mecanismos, incluindo eventos transicionais na codificacdo da sequéncia de genes
MMR. Esse mecanismo também poderia explicar o desenvolvimento de MSI no

processo de carcinogénese de tireoide em nossas amostras.

Avaliou-se também se alguma das muta¢des estudadas estaria associada a MSI.
Os dados apresentados nestes estudos indicam uma tendéncia na associacao entre as
mutacdes BRAF VE600E e RET/PTC e a instabilidade gendmica, porém de forma nao
significativa. Resultados semelhantes foram obtidos quando as variaveis mutagfes, MSI

e metilacdo foram estudados. Consistente com o presente trabalho, Vilkin et al. (2009)
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relatou que n&o existiam diferencas significativas entre a frequéncia de MSI, a
metilacdo da regido promotora de MLH1, ou a mutacdo BRAF em pacientes com cancer
colorretal esporadico, apoiando a ideia de que modificacdes epigenéticas sdo eventos
adquiridos em certos tipos de céanceres, e diferentes fatores ambientais tém sido
propostos por afetar a metilagdo do DNA e resultar num fendtipo metilado (Samowitz et
al., 2006).
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6. CONCLUSAO

Houve uma alteracdo no padrdo de metilagdo de MGMT e MLH1 nos tumores
malignos (PTC e FTC), assim como uma reducdo na expressdao de ambos os
genes em PTC,;

A mutacdo IDH1 no grupo FTC foi associada a metilacdo em MGMT e MLH1,
bem como uma represséo do gene MGMT;

A mutacdo BRAF ndo foi associada com a hipermetilagdo de MLH1, porém
menores niveis de expressdo deste gene foram observados nestas amostras;

Os marcadores D2S123, D17S250 e D5S346 foram os mais adequados para
selecédo de um painel de referéncia para analise de MSI em tumores de tiredide;
Houve uma maior incidéncia de MSI em tumores malignos do quem em benignos
da tireoide;

Em tumores instaveis para os microssatélites analisados, observou-se uma
reducado nos niveis de expressdo de MGMT e MLH1 nos tumores FTC;

Houve uma associacdo entre a metilacdo de MGMT e MSI nas amostras
oriundas de PTC e FTC,;

A MSI nédo estava associada a nenhuma mutacéao estudada.
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