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SUMARIO

As formas familiares de carcinomas né&o-medulares da tirdide (Familial
Nonmedullary Thyroid Carcinomas — FNMTC) representam cerca de 5% de todos os
casos de cancro da tiréide. Estudos de linkage, que abrangeram todo o genoma, em
familias com FNMTC, permitiram o mapeamento de 7 regibes cromossémicas de
susceptibilidade, ndo tendo ainda sido identificados os genes responsaveis.

Genes que codificam factores de transcricdo, envolvidos na diferenciagdo celular
durante a embriogénese, quando desregulados podem contribuir para a tumorigénese.
Os factores de transcrigdo NKX2-1, FOXE1, HHEX e PAX8 desempenham um papel
critico na morfogénese da tirbide e na manutencdo da diferenciacdo da tirdide.
Estudos de associagdo demonstraram correlagbes entre polimorfismos dos genes
NKX2-1 e FOXEL e o risco para o cancro da tiréide esporadico. Recentemente, foi
identificada uma mutacé@o germinal no gene NKX2-1, em duas familias com FNMTC,
constituindo a primeira evidéncia do envolvimento deste gene no cancro da tiréide
familiar.

Este projecto teve como objectivo o estudo do envolvimento dos factores de
transcricdo da tiréide em FNMTC.

Procedeu-se a pesquisa de variantes genéticas nos genes NKX2-1, FOXEL,
HHEX e PAXS8, através da sequenciacdo do DNA constitucional dos probandos de 60
familias com FNMTC. Nesta série, foram identificadas 15 variantes nos genes FOXEL,
HHEX e PAX8. Duas destas variantes, identificadas nos genes FOXE1 (c.743C>G,
p.A248G) e HHEX (c.361G>A, p.G121S), ndo foram descritas na literatura ou em
bases de dados de variantes genéticas. Estas variantes segregavam com a doenca
nas familias e afectavam residuos de aminoacidos conservados na evolugéo,
sugerindo que seriam patogénicas.

Estudos in vitro demonstraram que a variante p.A248G do gene FOXE1 promovia
a proliferacao e a migragao celular, em clones de células PCCL3. Estudos in silico da
variante p.G121S do gene HHEX previram a abolicdo do donor splice site, que podera
alterar o mecanismo de splicing.

Neste estudo, foram identificadas duas variantes genéticas possivelmente
patogénicas nos genes FOXE1 e HHEX, que poderdo constituir a primeira evidéncia
do envolvimento destes factores de transcricdo na susceptibilidade para o cancro da

tir6ide familiar.

Palavras-Chave: tirdide, cancro, FNMTC, NKX2-1, FOXE1, HHEX, PAXS8, variante.
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Abstract

ABSTRACT

The familial forms of nonmedullary thyroid carcinomas (FNMTC) represent about
5% of all cases of thyroid cancer. Genome-wide linkage analyses in families with
FNMTC have already mapped 7 chromosomal regions of susceptibility, although the
causative genes have not yet been identified.

Genes encoding transcription factors involved in cell differentiation during
embryogenesis, when deregulated, can contribute to tumorigenesis. The transcription
factors NKX2-1, FOXE1, HHEX and PAX8 have a critical role in thyroid morphogenesis
and in maintenance of the thyroid differentiation. Association studies have shown a
correlation between NKX2-1 and FOXE1l polymorphisms and the risk to develop
sporadic thyroid cancer. Recently, a germline mutation in the NKX2-1 gene was
identified in two families with FNMTC, representing the first evidence for the
involvement of this gene in the susceptibility to familial thyroid cancer.

The aim of this project was to study the involvement of thyroid specific
transcription factors in FNMTC.

We searched for molecular changes, in genes that encode the transcription
factors NKX2-1, FOXE1, HHEX and PAXS8, in 60 probands from Portuguese families
with FNMTC. We identified 15 variants in the FOXE1, HHEX and PAX8 genes. Two of
these variants, identified in FOXE1 (c.743C>G, p.A248G) and HHEX (c.361G>A,
p.G121S), were not described in the literature or in genetic variants databases. These
variants segregated with disease in the families and involved amino acid residues
conserved in evolution, suggesting that they were pathogenic.

Functional in vitro assays showed that the variant p.A248G in the FOXE1 gene
was able to promote cellular proliferation and migration, in PCCL3 clones. In silico
studies of variant p.G121S in the HHEX gene predicted the abolition of a donor splice
site, which may affect the mechanism of splicing.

In this project, two possibly pathogenic variants were identified in the FOXE1 and
HHEX genes, which may represent the first evidence of the involvement of these

transcription factors in the susceptibility to familial thyroid cancer.

Key Words: thyroid, cancer, FNMTC, NKX2-1, FOXE1, HHEX, PAX8, variant.
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Residuo de nucledtido contendo como base a adenina

Andlise de variancia (Analysis of Variance)

Residuo de aminoécido arginina
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|. INTRODUCAO

1. Tumorigénese

Todas as células possuem mecanismos moleculares semelhantes de regulacdo

de processos biolégicos importantes para a homeostasia celular, tais como a

proliferacdo, a diferenciacdo e a morte celular. A desregulacdo destes processos pode

conduzir & tumorigénese, um

Sinalizagao

processo multifasico resultante da proliferativa

permanente

acumulacdo de alteracdes genéticas Evasaoaos
Resisténcia a morte inibidores de

celular crescimento

que conduzem a transformacéao

progressiva de uma célula normal

numa célula potencialmente maligna odiickoda Capacidade de

(Hanahan & Weinberg, 2000;

invasdoe

angiogénese 3
giogé! metastizacao

Hanahan & Weinberg, 2011). raplicata limitada

Hanahan e Weinberg sugeriram que

existem seis caracteristicas comuns

Figura 1 - Diagrama esquematico das capacidades
adquiridas do cancro (adaptado de Hanahan & Weinberg,

a maioria, sendo a todos os tipos de  2011).

tumores em humanos (Figura 1):

sinalizacdo proliferativa permanente. As células normais requerem sinais de
crescimento mitogénicos antes de passarem de um estado quiescente para um
estado activo de proliferacdo. As células tumorais geram muitos dos seus préprios
sinais de crescimento, reduzindo a sua dependéncia da estimulagdo do micro-
ambiente. Estas células desenvolvem varias estratégias para evitar a diferenciacéo
terminal, tornando-se mais aptas para proliferar. Os receptores de sinais de
crescimento, muitas vezes com actividade de tirosina cinase nos seus dominios
citoplasmaticos, estdo sobre-expressos em varios tipos de cancro.

evasao aos inibidores de crescimento. Num tecido normal, existem multiplos
sinais anti-proliferativos que actuam de forma a manter a homeostase das células e
dos tecidos. As células tumorais desenvolvem mecanismos de evasdo a estes
sinais que bloqueiam a proliferacéo.

resisténcia a morte celular programada (apoptose). A capacidade das células
tumorais para se expandirem em numero é determinada ndo sO pela taxa de
proliferacdo celular mas também pela taxa de apoptose. A resisténcia adquirida a
apoptose é uma caracteristica da maioria, sendo de todos os tipos de cancro. A via
PI3Kinase-AKT/PKB, que transmite sinais de sobrevivéncia anti-apoptética, esta

envolvida em varios tipos de neoplasias.
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« capacidade replicativa ilimitada. As caracteristicas acima descritas ndo garantem
a expansao do tumor. Mecanismos intrinsecos das células tém de ser inactivados
para que um clone celular se possa multiplicar indefinidamente. Um destes
mecanismos é a inactivacao de genes supressores de tumor. A telomerase (uma
transcriptase reversa), pelo contrério, &€ sobre-expressa na maioria das células do
cancro, prevenindo a constante degradacdo das regibes terminais dos
cromossomas (telomeros).

o inducdo da angiogénese. Uma rede de vasos sanguineos que assegure as
necessidades metabdlicas (nutricdo e oxigenacao) € crucial para o desenvolvimento
tumoral. A célula tumoral necessita de adquirir a capacidade de induzir a formacao
de novos vasos e capilares.

e capacidade de invasdo dos tecidos e metastizacdo. Durante o desenvolvimento
da maioria dos tipos de cancro, o tumor primario invade os tecidos adjacentes e
dissemina-se para outros locais, metastizando. A capacidade de invasdao e
metastizacdo permite as células tumorais moverem-se para locais onde o0s

nutrientes e os condicionamentos de espago ndo sao factores limitantes.

Cada uma destas alteracdes fisiologicas € adquirida durante o desenvolvimento
do tumor e representa a inactivagdo bem sucedida de um mecanismo de defesa anti-
tumoral das células e tecidos. Esta multiplicidade de defesas pode explicar o facto do
cancro ser um evento relativamente raro (Hanahan & Weinberg, 2000; Hanahan &
Weinberg, 2011).

1.1 Genes supressores de tumor e oncogenes

Os genes supressores de tumor regulam negativamente a proliferacdo celular
(Weinberg, 1994; Loh, 1997). Estes genes codificam proteinas que permitem as
células receber sinais externos de inibicdo de crescimento (Weinberg, 1994). A
auséncia ou inactivagdo de um gene supressor de tumor traduz-se numa proliferacdo
celular ndo controlada, conduzindo a tumorigénese (Weinberg, 1994; Loh, 1997). Entre
0S genes supressores de tumor encontram-se o RB1 (Retinoblastoma 1) e o TP53
(Tumor protein 53) (Weinberg, 1994; Hanahan & Weinberg, 2000).

A existéncia de genes supressores de tumor foi proposta pela primeira vez por
Alfred Knudson, em 1971, o qual formulou a hipétese two-hit para a inactivacédo destes
genes (Knudson, 1971). De acordo com esta hipotese, em individuos que herdassem
uma copia mutada do gene (o primeiro hit presente nas células germinais e,
consequentemente, em todas as células do individuo), seria apenas necessaria uma

mutacdo somatica que inactivasse a segunda copia do gene (o segundo hit) para
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desencadear a tumorigénese. Em 1983, foram propostos alguns mecanismos para o
segundo hit da hipotese de Knudson, nomeadamente, a perda de material
cromossomico (perda de heterozigotia), a ocorréncia de mutacdes intragénicas
(Cavenee et al, 1983) e, mais recentemente, a metilacdo de promotores (Jones, 1996).
Desta forma, a deteccdo de perdas de heterozigotia em regibes especificas do
genoma (onde ocorreu o segundo hit), sugere a existéncia de genes supressores de
tumor que, quando inactivados, contribuem para o fenotipo tumoral.

Os proto-oncogenes codificam proteinas que permitem a célula normal
responder a factores de crescimento exdgenos (Weinberg, 1994; Loh, 1997). Os proto-
oncogenes podem ser activados por alteragcbes na sequéncia de DNA (Weinberg,
1994). Da sua alteragdo resulta uma forma mutante hiperactiva (oncogene), que
mimetiza os sinais de crescimento normais, promovendo a transformacgéo celular e

contribuindo para a tumorigénese (Weinberg, 1994; Hanahan & Weinberg, 2000).

2. Novas tecnologias no estudo do cancro

Grande parte do genoma humano é ndo-codificante, sem fungdo biolégica
conhecida. Estas regibes nao-codificantes podem apresentar diferencas entre os
varios individuos, tornando cada genoma unico (Vineis et al., 1999). Os polimorfismos
sdo variantes genéticas, com uma frequéncia superior a 1% na populagéo, sendo os
mais comuns os polimorfismos de nucleétido Unico (SNPs) e os microssatélites. Estes
polimorfismos podem ser utilizados como marcadores para a localizacdo de genes
responsaveis por doencgas, uma vez que, sendo herdados segundo as leis de Mendel,
a sua transmissao pode ser seguida em paralelo com a da doenga (Strachan & Read,
2004).

Os polimorfismos mais frequentes sdo os SNPs. Até ao momento foram
descritos cerca de 15 milhdes (The 1000 Genomes Project Consortium, 2010). A
grande abundéncia dos SNPs e a possibilidade de serem genotipados em grande
escala, faz deles uma escolha 6bvia como marcadores de DNA para estudos de
linkage e estudos de associacdo (Syvanen, 2001; Sobrino et al., 2005). Actualmente,
existem bases de dados para estas variagcbes comuns no genoma humano, que
resultam do projecto HapMap, tais como a SNPedia ou dbSNP, contendo informacdes

acerca da frequéncia de cada SNP nas diferentes populagdes.
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(Figura 2), que permite genotipar
. _ Figura 2 — Representagdo esquemética da utilizacéo
milhares de SNPs (10.000 — 1.000.000), de chip de SNPs (adaptado de

tem sido utilizada com sucesso nestes  http://www.gladstone.ucsf.edu/gladstone/site/genomicscore/
section/1919).
estudos.

Uma outra abordagem importante para identificar variantes que conferem
susceptibilidade para doencas € o Candidate Gene Approach, que envolve o estudo
directo de SNPs ou da sequéncia de um gene candidato. Os genes sao seleccionados
como candidatos posicionais, que resultam de estudos de linkage prévios, ou como
candidatos funcionais.

Com as novas tecnologias de sequenciacdo de DNA em larga escala (por
exemplo a pirosequenciagéo), a sequenciagdo completa do genoma dos probandos de
familias com sindromes neoplasicas hereditarias ou a sequenciacdo do DNA de
células tumorais, permitira identificar alteragbes genéticas germinais e somaticas

cruciais para a patogénese tumoral (Hanahan & Weinberg, 2011).

3. A Glandula Tiroideia

A tiréide, localizada na regido cervical junto a traqueia (Figura 3), € uma glandula
enddcrina composta por dois lobos unidos por um istmo (Muro-Cacho & Ku, 2000a). A
tirdide sintetiza as hormonas tiroxina ou tetraiodotironina (T4) e triiodotironina (T3),
essenciais para o crescimento, desenvolvimento e sobrevivéncia dos vertebrados
(Nitsch et al., 2010).

Na fase inicial da embriogénese, a tirdide
desenvolve-se a partir da faringe primitiva,
migrando até a sua localizagédo final. Quando a
migragdo termina, a tiréide é composta por uma
massa sélida de células endodérmicas.

; . Posteriormente, formam-se o0s lobos tiroideus,
Figura 3 - Localizacdo da tirdide

_ localizados em ambos os lados da traqueia, e na
(adaptado de http://mww.noteaqui.com/o-
que-e-tiroide-e-tiroide-sintomas/). fase seguinte surgem as estruturas foliculares

primitivas (Lazzaro et al., 1991).
A tir6ide é constituida por dois tipos de células: as células C (ou parafoliculares)
e as células foliculares. As células C produzem a calcitonina (Muro-Cacho & Ku,
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2000a) e as células foliculares formam estruturas esféricas preenchidas com coloide,

onde é armazenado o iodo (Francis-Lang et al., 1992; Muro-Cacho & Ku, 2000a).

3.1 Neoplasias da tiréide

Os tumores da tiréide sdo os tumores mais frequentes do sistema enddécrino
(DeLellis et al., 2004). O cancro da tirdide ocorre principalmente em adultos, sendo
raro em criancas (DelLellis et al., 2004). Em 2010, estimou-se que nesse ano surgiriam
cerca de 45.000 novos casos de cancro da tiroide e ocorreriam mais de 1600 mortes
devido a esta doenca nos Estados Unidos (Jemal et al., 2010). As taxas de incidéncia
de cancro da tirdide tém aumentado na maioria dos paises desde 1970, mas a taxa de
mortalidade associada a estas neoplasias tem diminuido, devido ao aumento do uso
de métodos de diagnostico mais sofisticados, que permitem a detec¢do de tumores de
menores dimensdes (DeLellis et al., 2004). Cerca de 85% dos doentes apresentam um
baixo risco de morte associado a carcinoma da tirdide (Schlumberger, 1998). As
neoplasias da tirdide tém um bom prognédstico na maioria dos casos, principalmente
devido a baixa taxa de proliferagéo celular (Biersack & Grinwald, 2005).

O desenvolvimento dos carcinomas da tirdide pode ser influenciado por factores
ambientais, hormonais ou genéticos e pela interaccdo entre eles (DeLellis et al., 2004).
Os factores ambientais podem ser divididos em efeitos genotoxicos e nao-genotoxicos
(DeLellis et al., 2004). A fungéo tiroideia depende do iodo disponivel no ambiente.
Deste modo, a tir6ide € particularmente vulneravel aos efeitos genotoxicos do iodo
radioactivo (danos no DNA) e aos efeitos ndo-genotdxicos resultantes da deficiéncia
em iodo (estimulagdo da TSH) (DeLellis et al., 2004). Em regiées endémicas de bdcio,
a incidéncia de nédulos é muito superior a incidéncia de cancro, resultante da caréncia
de iodo na alimentacgédo (Biersack & Grinwald, 2005). A prevaléncia tanto dos nédulos,
como de cancro da tir6ide é maior nas mulheres do que nos homens, sendo esta
diferenca menor em criangas e idosos, 0 que sugere que estejam envolvidos factores
hormonais (DeLellis et al., 2004; Farid, 2004). Os factores genéticos envolvidos no
cancro da tirdide serdo abordados nas secc¢des seguintes.

As neoplasias da tiréide podem ser divididas em benignas e malignas (Figura 4).
As benignas séo designadas por adenomas foliculares (Follicular Thyroid Adenoma -
FTA) e as malignas sdo designadas por carcinomas (Muro-Cacho & Ku, 2000a). Os
carcinomas podem ter origem nas ceélulas C ou nas células foliculares. Os carcinomas
com origem nas células C designam-se por carcinomas medulares da tiréide
(Medullary Thyroid Carcinoma - MTC) e os carcinomas com origem nas células
foliculares designam-se por carcinomas nao-medulares da tirdide (Nonmedullary
Thyroid Carcinoma - NMTC), sendo estes Ultimos mais frequentes e com progndstico
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mais favoravel do que os MTC (Muro-Cacho & Ku, 2000a; DeLellis et al., 2004;
Malchoff & Malchoff, 2006). Os NMTC podem ainda ser divididos em 4 subtipos, de
acordo com as caracteristicas morfologicas e clinicas: o carcinoma papilar da tirdide
(Papillary Thyroid Carcinoma - PTC), o carcinoma folicular da tiréide (Follicular Thyroid
Carcinoma - FTC), o carcinoma pouco diferenciado da tiréide (Poorly Differentiated
Thyroid Carcinoma - PDTC) e o carcinoma anaplasico da tirdide (Anaplastic Thyroid
Carcinoma - ATC) (DeLellis et al., 2004; Malchoff & Malchoff, 2006). O PTC e o FTC
sdo normalmente agrupados no grupo dos carcinomas bem diferenciados (Well
Differentiated Thyroid Carcinoma - WDTC) (Schlumberger, 1998).

Carcinoma Bem Carcinoma Pouco Carcinoma
Diferenciado Diferenciado Indiferenciado

- ATC

Mortalidade

Figura 4 — Classificagdo dos carcinomas da tirdide derivados das células foliculares (adaptado de Clark &
Faquin, 2010). FTC, Carcinoma Folicular da Tir6ide; PTC, Carcinoma Papilar da Tir6ide; PDTC,
Carcinoma Pouco Diferenciado da Tir6ide; ATC, Carcinoma Anaplasico da Tirdide.

3.1.1 Deteccdo e tratamento dos carcinomas da tiréide

A ecografia da tirdide € util para estabelecer o tamanho da lesdo e a sua
natureza solida ou quistica, para deteccdo de outros nédulos e como guia para a
realizacdo da citologia por aspiragdo com agulha fina (no caso do nddulo ser pequeno
ou dificil de palpar) (Schlumberger, 1998; DeLellis et al., 2004; Sippel et al., 2007).

A determinagdo da tiroglobulina, um marcador tumoral especifico da tiréide,
geralmente ndo é muito informativa, uma vez que se encontram niveis elevados de
tiroglobulina (> 500 ng/mL) tanto em doentes com nddulos benignos como em doentes
com carcinomas papilares e foliculares (DeLellis et al., 2004; Biersack & Grunwald,
2005). O potencial da tiroglobulina como marcador tumoral € usado com mais sucesso
ap6s remocdo da tirdide por cirurgia e terapia com iodo radioactivo (**!1) (Biersack &
Grinwald, 2005). Os carcinomas da tiréide raramente interferem com a capacidade
funcional da glandula da tir6ide. Alterac6es nos niveis de TSH raramente se verificam
nos doentes com neoplasias, embora baixos niveis de TSH indiquem a presenca de

nédulos hiperfuncionantes (DeLellis et al., 2004).
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O tratamento de carcinomas da tirdide envolve habitualmente a remocdao total da
glandula. Apds a cirurgia, grande parte dos doentes sdo tratados com **I. Entre 5 e
20% dos doentes com carcinomas da tiréide bem diferenciados ocorrem recorréncias
locais ou regionais, relacionadas com o tratamento inicial incompleto ou com a

presenca de um tumor mais agressivo. (Schlumberger, 1998)

3.1.2 Carcinoma medular datiréide

O MTC tem origem nas células C, representando 5 a 10% de todos os tumores
da tirdide (Muro-Cacho & Ku, 2000b; DeLellis et al., 2004; Malchoff & Malchoff, 2006).

O MTC aparece normalmente em adultos de meia-idade, com uma pequena
predominancia nas mulheres e tem uma sobrevivéncia a 5 anos de 60 a 70% apos
cirurgia (Muro-Cacho & Ku, 2000b). Em cerca de 25% dos casos de MTC existe uma
predisposicéo familiar, que resulta de mutagbes no proto-oncogene RET (Rearranged
during transfection) (Malchoff & Malchoff, 2006; Nose, 2008). Este carcinoma pode
surgir no contexto das neoplasias endécrinas mdultiplas (multiple endocrine neoplasia —
MEN) tipo 2A, podendo estar associado a tumores da medula das glandulas supra-
renais (feocromocitoma) e a hiperparatiroidismo primario, e tipo 2B, estando associado
a tumores das mucosas e também a feocromocitoma (Muro-Cacho & Ku, 2000b). Em
casos esporadicos de MTC, séo detectadas mutagdes no gene RET em 12-100% dos
casos. MutagBes somaticas do gene RAS (Rat sarcoma virus homolog) foram
detectadas em 68% dos MTC sem mutagfes no RET. Deste modo, mutacdes nos
proto-oncogenes RET e RAS representam eventos genéticos alternativos na

tumorigénese dos MTC (Moura et al., 2011).

3.1.3 Adenoma folicular datir6ide

O FTA é um tumor benigno e encapsulado, com evidéncia de diferenciacdo das
células foliculares (DelLellis et al., 2004). As mulheres apresentam maior prevaléncia
de adenomas, havendo também maior incidéncia em individuos expostos a radiagéo
(DeLellis et al.,, 2004). Existem muitas semelhancas entre os FTA e os FTC. Os
critérios histologicos que permitem distinguir os FTA dos FTC sédo a invasdo da
capsula e dos vasos sanguineos ou a presenca de metastases (Schlumberger, 1998;
Farid, 2004).

Rearranjos PAX8/PPARy (PAX8 - Paired box 8, PPARy - Peroxisome
Proliferation-Activated Receptors subtype y) e mutacdes no gene RAS estdo presentes
em cerca de 30% dos casos de FTA, sendo estas alteracbes mutuamente exclusivas
(Marques et al., 2002; Castro et al., 2006).
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3.1.4 Carcinoma papilar datiréide

O PTC é um tumor maligno do epitélio folicular da tiréide, que em geral
apresenta diferenciacéo das células foliculares (WDTC) (DeLellis et al., 2004). Nestes
tumores, as células estdo dispostas em papilas e possuem caracteristicas especificas
do nucleo que incluem dilatagdo, forma oval e um aspecto “vazio” (Gray & Doniach,
1969; DelLellis et al., 2004). O tamanho deste tumor varia entre menos de 1 mm, até
alguns centimetros (DeLellis et al., 2004). O PTC pode ser multifocal, apresentando
tipicamente um crescimento lento (Muro-Cacho & Ku, 2000a; Bonora et al, 2010). O
PTC metastiza preferencialmente para os nédulos linfaticos, sendo menos frequente a
metastizacdo pulmonar (Schlumberger, 1998; DeLellis et al., 2004; Bonora et al, 2010).
O prognostico desta doenca é excelente, com 90% de sobrevivéncia a 10 anos
(DeLellis et al., 2004).

O PTC representa cerca de 80% das neoplasias malignas do epitélio da tirdide
diagnosticadas em regibes onde o bécio ndo é endémico, sendo o tumor mais
frequente da tiroide (Farid, 2004; Sippel et al., 2007). O PTC é raro em criangas e
adolescentes (Schlumberger, 1998). A idade no diagndstico varia entre os 20 e os 50
anos, sendo mais frequente nas mulheres do que nos homens (2-4:1). Em cerca de
6% dos casos, o PTC pode estar associado a exposicao a radiagdo (Schlumberger,
1998; Muro-Cacho & Ku, 2000a; DeLellis et al., 2004).

Rearranjos que envolvem o proto-oncogene RET, designados por RET/PTC, sdo
encontrados em 20-80% dos casos de PTC, dependendo dos estudos e da localizacdo
geografica (DeLellis et al., 2004). Mutacdes nos genes BRAF (Murine sarcoma viral (v-
raf) oncogene homolog B1), nomeadamente a mutagdo V600E, surgem em 53% dos
casos de PTC classico (cPTC) (Sobrinho-Sim&es et al., 2005). Na variante folicular de
PTC (fvPTC), os rearranjos de PAX8/PPARy encontram-se em quase 40% dos casos,
as mutacfes RAS em 25% e as mutacbes BRAF em 10% dos casos (Castro et al.,
2006). Estes genes codificam proteinas envolvidas na via de sinalizacao intracelular
gue leva a activagdo da cascata MAPK (Mitogen Activated Protein Kinase) (DeLellis et
al., 2004).

3.1.5 Carcinoma folicular datiréide

O FTC é um tumor maligno do epitélio folicular, com evidéncia de diferenciacéo
das células foliculares (DeLellis et al., 2004; Biersack & Grinwald, 2005). As células
tumorais apresentam morfologia variavel, formando foliculos bem definidos que
contém coloide, ou apresentando padrdes solidos ou trabeculares (DeLellis et al.,

2004). O FTC é geralmente um tumor solido encapsulado, com dimensdes superiores
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a 1 cm de didmetro (Schlumberger, 1998; DelLellis et al., 2004). A multifocalidade é
raramente observada neste tipo de tumores (DeLellis et al., 2004; Bonora et al, 2010).

O FTC é definido pelas suas caracteristicas invasivas que resultam na infiltracédo
dos vasos sanguineos e/ou penetracdo completa da capsula tumoral (Bonora et al,
2010). Estes tumores metastizam por via hematogénica, sendo reportadas metastases
em mais de 20% dos casos, nomeadamente no pulmao e ossos (Schlumberger, 1998;
DelLellis et al., 2004; Bonora et al, 2010). Este tipo de carcinoma pode ser dividido em
dois grupos, de acordo com o0 grau de invasdo: carcinomas de invasdao minima e
carcinomas de invasdo extensa (Schlumberger, 1998; Farid, 2004).

O FTC representa cerca de 15% dos NMTC, com um pico de incidéncia entre os
50 e os 60 anos, sendo mais comum nas mulheres e em individuos com exposicéo a
radiagdo (Muro-Cacho & Ku, 2000a; DeLellis et al., 2004; Bonora et al, 2010). Em mais
de 20% dos FTC estdo presentes mutacdes no gene RAS. O rearranjo do gene
PAX8/PPARYy é encontrado em 25-50% dos FTC (Marques et al., 2002; DelLellis et al.,
2004; Castro et al., 2006). A presenca deste rearranjo em FTA e FTC esporadicos
sugere a existéncia de progresséo de FTA para FTC (Figura 5) (Marques et al., 2002;
Cheung et al., 2003; Castro et al., 2006; Placzkowski et al., 2008).

3.1.6 Carcinoma pouco diferenciado da tir6ide

O PDTC representa menos de 10% dos casos de NMTC (Bonora et al, 2010). E
uma neoplasia com origem nas células foliculares, que apresenta evidéncia limitada de
diferenciagéo de células foliculares estruturais, com comportamento e morfologia entre
0s ATC e WDTC (DeLellis et al., 2004). A maioria destes tumores apresenta mais de 3
cm de didmetro, podendo apresentar invasdo dos vasos sanguineos e metastases
pulmonares e nos 0ssos (Muro-Cacho & Ku, 2000a; DeLellis et al., 2004).

Este tipo de carcinoma é mais comum em mulheres e acima dos 50 anos. A taxa
de mortalidade é elevada nos primeiros 3 anos ap0s diagnostico e poucos doentes
sobrevivem mais de 5 anos, normalmente devido a ocorréncia de metéstases. Neste
tipo de tumor, sédo frequentes mutacBes no gene TP53, nos genes RAS, podendo
também ocorrer rearranjos RET/PTC, sugerindo uma transicdo de PTC para PDTC
(Figura 5) (DeLellis et al., 2004).

3.1.7 Carcinoma indiferenciado ou anaplasico da tiroide

O ATC representa menos de 5% dos casos de NMTC, sendo um dos tumores
mais letais em humanos (DeLellis et al., 2004; Bonora et al, 2010). Histologicamente, é
composto completa ou parcialmente de células indiferenciadas que exibem

caracteristicas imunohistoquimicas ou ultraestruturais de diferenciacdo epitelial. A
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maioria dos casos demonstra a pré-existéncia de carcinoma diferenciado ou pouco
diferenciado da tir6ide (Figura 5) (DeLellis et al., 2004).

O ATC € um tumor caracteristico de individuos de idade avangada com uma
idade média na altura do diagnéstico de 60 anos, sendo mais frequente nas mulheres
do que nos homens (3-4:1). A incidéncia anual € de 1 ou 2 casos por cada milh&o,
mas contribui para mais de metade das mortes por cancro da tiréide. O ATC € a
neoplasia da tirdide mais agressiva, devido a rapida progressao local da doenca,
estando associada a uma média de sobrevivéncia de 6 meses apds diagndstico. A
sobrevivéncia a 5 anos varia entre 0-14%. Nos raros casos com melhor progndstico os
tumores apresentam menos de 5 cm de didmetro (Muro-Cacho & Ku, 2000a; DelLellis
et al., 2004).

No ATC, as mutagdes no gene supressor de tumor TP53 sdo as mais comuns
(DeLellis et al., 2004).

BRAF
RET/PTC

Células Foliculares
da Tirdide

RAS
PAX8-PPARYy

RAS
PAXS-PPARY

Figura 5 — Representacdo esquematica da progressdo entre os carcinomas da tiréide (adaptado de
Kondo et al., 2006). As linhas representadas a tracejado indicam processos de desdiferenciagao.

4. Formas familiares de NMTC (FNMTC)

4.1. Sindromes neoplasicas hereditarias

Algumas sindromes neoplasicas hereditarias podem incluir no seu espectro
tumores da tir6éide, mas sdo caracterizadas pela preponderancia de tumores néo-
tiroideus (Malchoff & Malchoff, 2006; Nose, 2008). Estas sindromes incluem a polipose
adenomatose familiar, a sindrome de Cowden (sindrome de hamartoma mdultiplo), o
complexo de Carney e a sindrome de Peutz-Jeghers (Sturgeon & Clark, 2005; Nose,
2008). Estas sindromes estdo j4& bem caracterizadas do ponto de vista genético-

molecular (Quadro 1).
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Quadro 1 - Sindromes hereditarias com manifestacdo de tumores na tiréide (NMTC) (adaptado
de Nose, 2008).

Modo de Tumores Localizagéo
Sindrome transmissao datirdide Outros tumores/lesbes Gene do gene
Polipose Autossomico PTC Tumores do colon, cérebro APC 5q21-22
adenomatosa dominante (meduloblastomas),
familiar/Gardner hipertrofia do epitélio

pigmentado da retina,
quistos na maxila, quistos

sebéceos
Sindrome de Autossémico  FTC, PTC Hamartomas multiplos, PTEN 10923
Cowden dominante especialmente na pele,
mucosas, mama e c6lon
Complexo de Autossémico PTC, FTC, Mixomas, tumores PRKAR1A 17923
Carney dominante FTA endécrinos (heterog.
genética)
Sindrome de Autossomico PTC Pigmentagdo melanocitica, STK11 19g13.2
Peutz-Jeghers dominante multiplos polipos (heterog.

gastrointestinais, tumores genética)
do estdbmago, pancreas,
ovario, testiculos, mama

PTC, Carcinoma Papilar da Tir6ide; FTC, Carcinoma Folicular da Tiréide; FTA, Adenoma Folicular da Tir6ide; heterog.,
heterogeneidade

4.2. Aspectos clinicos do FNMTC

Nas formas familiares de NMTC (Familial Nonmedullary Thyroid Carcinoma -
FNMTC), que representam 3 a 7% de todos os casos de NMTC, o carcinoma da tiréide
ocorre isoladamente, ndo estando associado a neoplasias de outros 6rgaos
(Grossman et al., 1995; Loh, 1997; Canzian et al., 1998; Maxwell et al., 2004; Malchoff
& Malchoff, 2006; Hemminki et al., 2008; Nose, 2008; Bonora et al., 2010). Estudos
estatisticos sugerem que a ocorréncia de 2 familiares com NMTC podem, na
realidade, representar a associacao fortuita de tumores esporadicos em mais de 45%
dos casos. Por outro lado, os mesmos estudos sugerem que a probabilidade de 3 ou
mais casos de NMTC ocorrerem na mesma familia por acaso (sem hereditariedade) é
inferior a 6% (Charkes, 1998; Charkes, 2006; Malchoff & Malchoff, 2006). O risco
individual para cancro da tiréide é de 15,6, quando um dos irmaos ja foi diagnosticado
com cancro da tiréide (Hemminki et al., 2008). Esta associagéo familiar € frequente em
PTC, ocasionalmente em FTC, e ainda nado foi reportado para o PDTC ou ATC
(Malchoff & Malchoff, 2006).

Varios estudos observaram que o FNMTC esté associado a um aparecimento do
tumor numa idade mais jovem, a uma incidéncia maior de nédulos benignos da tiréide
[b6cio multinodular (Multinodular Goiter — MNG) e FTA)], a multifocalidade,
bilateralidade, metastizacdo para os nodulos linfaticos, invasdao da capsula e
recorréncia (Grossman et al., 1995; Malchoff & Malchoff, 2006; Sippel et al., 2007,
Moses et al., 2011). Capezzone e colaboradores compararam a 12 e a 22 geracao de

doentes com FNMTC, observando um aparecimento mais precoce e mais agressivo
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na 22 geracdo (Capezzone et al.,, 2008). Estes dados sugerem que doentes com
FNMTC necessitam de um tratamento mais agressivo e de um seguimento mais
proximo, pois apresentam um risco de recorréncia mais elevado (Grossman et al.,
1995; Sippel et al., 2007; Capezzone et al., 2008). No entanto, alguns estudos nao
confirmam estas observacgdes (Loh, 1997; Maxwell et al., 2004), ndo havendo ainda
consenso.

O estabelecimento de um diagnéstico molecular de carcinoma da tiride familiar
possibilitard a deteccdo precoce dos portadores da mutacdo, com beneficios no
tratamento e seguimento clinico, diminuindo a morbilidade e a mortalidade associada a

esta doenca (Bonora et al, 2010).

4.3. Aspectos genético-moleculares do FNMTC

Andlises genéticas de grandes familias com FNMTC suportam a existéncia de
predisposicdo genética para o FNMTC (Malchoff & Malchoff, 2006). O modo de
hereditariedade ainda nédo é claro, mas na maioria das familias publicadas observou-
se uma hereditariedade autossomica dominante com penetrancia incompleta (Loh,
1997; Canzian et al., 1998; Delellis et al., 2004; Sturgeon & Clark, 2005; Malchoff &
Malchoff, 2006; Nose, 2008; Moses et al., 2011).

Para identificar o(s) gene(s) responsavel(eis) pela predisposi¢cédo para o FNMTC,
varios grupos realizaram GWLA, usando marcadores de microssatélite distribuidos
pelo genoma, em familias informativas com multiplos familiares afectados (Bonora et
al, 2010). Estas analises genéticas de grandes familias com FNMTC representam os
primeiros passos na identificacdo de possiveis genes de susceptibilidade por
clonagem posicional (Malchoff & Malchoff, 2006). Andlises de linkage possibilitaram a
identificacdo de varias regibes cromossomicas onde se localizam genes de
susceptibilidade para o FNMTC (DeLellis et al., 2004; Malchoff & Malchoff, 2006;
Moses et al., 2011). Embora tenham sido mapeados, estes genes ainda ndo foram

identificados:

e locus de susceptibilidade para MNG, (MNG1), mapeado no cromossoma 14931,
através de estudos de linkage, numa familia do Canadd com 18 individuos
afectados com MNG, dois dos quais também com PTC, sendo a hereditariedade

autossdmica dominante (Bignell et al., 1997);

e locus designado de Thyroid Tumors with Oxyphilia (TCO), localizado no
cromossoma 19p13.2, identificado apos estudos de linkage numa familia

Francesa com 6 doentes afectados com MNG e trés com PTC com células
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oxifilicas. A doencga apresentava uma hereditariedade autossémica dominante
(Canzian et al., 1998);

e locus mapeado no cromossoma 1p13.2-g21, numa familia Americana com 5
membros afectados com PTC e dois com carcinoma papilar renal (Papillary
Renal Carcinoma - PRN), com hereditariedade autossomica dominante,
designado de fPTC/PRN ou PRN1 (Malchoff et al., 2000);

e locus localizado na regido 2921, designado por NMTC1 e identificado numa
familia da Tasméania com elevada frequéncia de PTC, cuja doenca apresenta
padréo autossémico dominante (McKay et al., 2001);

e locus que predispbe para neoplasias do epitélio folicular da tirdide (Familial
Thyroid Epithelial Neoplasia — FTEN), com hereditariedade autossémica
dominante, identificado por analise de linkage numa grande familia Portuguesa,

localizado no cromossoma 8p23.1-p22 (Cavaco et al., 2008b);

e locus mapeado no cromossoma 8q24, por estudos de linkage em 26 familias
Americanas, que confere susceptibilidade para PTC e apresenta hereditariedade

autossomica dominante (He et al., 2009);

e loci de susceptibilidade para o FNMTC com padrdo autossémico dominante,
identificados nos cromossomas 6922 e 1921 por estudos de linkage, em 31

familias Americanas e 7 familias Italianas (Suh et al., 2009).

O envolvimento de varias regides cromossémicas sugere a existéncia de
heterogeneidade genética para o FNMTC.

Para além dos estudos de mapeamento, a identificagdo de genes de
susceptibilidade para o FNMTC pode ser avaliada através do estudo directo de genes
candidatos (Candidate Gene Approach). Desta forma, o estudo de genes importantes
para a morfogénese da tiréide e manutencdo da diferenciagdo da tir6ide no adulto

podera ser uma abordagem alternativa.

5. Factores de transcri¢cao natiréide

No coldide das células foliculares, o iodo é incorporado nos residuos de tirosina
da tiroglobulina (TG) pela enzima tiroperoxidase (TPO), produzindo as hormonas T3 e
T4 (Figura 6) (Adjadj et al.,, 2009). Quando ocorre estimulacdo hormonal pela
tirotropina (ou hormona estimuladora da tiréide - TSH), ocorre hidrélise da TG e as
hormonas sdo libertadas para a corrente sanguinea (Francis-Lang et al., 1992;

Gudmundsson et al., 2009). Este mecanismo é especifico da tirdide, uma vez que 0s
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MRNAs dos genes TG e TPO séo apenas detectado nesta glandula (Sinclair et al.,
1990).

Os factores de transcricdo regulam a expressao génica, ligando-se a sequéncias
especificas nos promotores dos genes (Pellizzari et al., 2000; D’Elia et al., 2002; Di
Palma et al., 2003; Altmann et al., 2005). Alguns genes candidatos para a disgénese
da tiréide (ou seja, quando a tirdide est4 ausente, ectépica ou subdesenvolvida) sdo
factores de transcricdo expressos durante a fase inicial da formacdo, migracdo e
diferenciacdo da tirdide (Pasca di Magliano et al., 2000; Al Taji et al., 2007). Os
factores de transcricdo mais importantes da tiréide sdo o NKX2-1 (NK2 homeobox 1 ou
Thyroid Transcription Factor-1 - TTF1) (Lazzaro et al., 1991), o FOXE1 (Forkhead Box
E1 ou Thyroid Transcription Factor-2 - TTF2) (Zannini et al., 1997), o HHEX
(Hematopoietically Expressed Homeobox) (Thomas et al., 1998) e o PAX8 (Paired box
8) (Plachov et al., 1990). Nenhum destes factores de transcricdo € expresso
exclusivamente na tiréide, mas a sua combinagédo é unica nesta glandula (Pasca di
Magliano et al., 2000; Altmann et al., 2005).

O estudo de ratinhos knock-out revelou um papel critico destes genes na
diferenciagéo celular, durante a embriogénese, e no desenvolvimento normal da tiride
(Hanahan & Weinberg, 2000; Puppin et al., 2004; Al Taji et al., 2007). No adulto, a
expressao dos factores de transcricdo NKX2-1, FOXE1, HHEX e PAX8 é essencial
para a manutencao do estado diferenciado das células da tiréide, uma vez que estédo
enolvidos na regulacdo da expressdo dos genes TG e TPO (Civitareale et al., 1989;
Lazzaro et al., 1991; Kimura et al., 1996; Miccadei et al., 2002; Ngan et al., 2009).
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Figura 6 — Imagem representativa da sintese das hormonas T3 e T4 (adaptado de Adjadj et al., 2009).

14
Joana Gomes da Silva mBHA 2011



Introducéo

5.1 Factor de transcrigdo NKX2-1

Membros da familia de factores de transcricdo NKX-2 partilham uma regido
conservada do homeodominio na regido carboxilo terminal (Kimura et al., 1996). O
gene NKX2-1 codifica um factor de transcricdo que contém um homeodominio
necessério e suficiente para a sua ligacdo ao DNA (Figura 7). A proteina NKX2-1 &
expressa na tiréide, no pulmdo e em regides restritas do cérebro (no diencéfalo e
neurohipoéfise), durante a formacdo da tir6ide e no adulto (Lazzaro et al., 1991,
Damante & DiLauro, 1994). O gene esta localizado no cromossoma 14q13, tem 3
exbes e codifica uma proteina com 371 residuos de aminoéacidos (Krude et al., 2002;
Ngan et al., 2009). O factor de transcricdo NKX2-1 tem um papel fundamental na
regulagéo do desenvolvimento e na manutencdo do estado diferenciado das células da
tiréide, sendo essencial para a expressao especifica deste tipo de células (Civitareale
et al., 1989; Miccadei et al., 2002). Em embrides de ratinho NKX2-17", o primoérdio da
tirdide forma-se na posi¢cdo correcta, mas subsequentemente os precursores das

células da tiréide sofrem apoptose (Kimura et al., 1996).

H,N e -COOH

Homeo-
dominio

Figura 7 — Diagrama esquematico dos dominios funcionais da proteina NKX2-1 humana (adaptado de
Carré et al., 2009).

O mRNA e a proteina NKX2-1 sdo detectados no inicio da organogénese da
tirdide. No ratinho, o0 mMRNA dos genes TG e TPO ¢é expresso 5 dias apés o inicio da
expressao de NKX2-1, coincidindo com a formacgédo dos primeiros foliculos e com a
deteccdo das hormonas T3 e T4 no seu lumen (Lazzaro et al., 1991). A proteina
NKX2-1 tem um papel activador transcripcional dos genes TG e TPO, possuindo 3
locais de ligacdo nos seus promotores. No entanto, a proteina NKX2-1 activa mais
eficientemente o promotor do gene TG (Civitareale et al., 1989; Sinclair et al., 1990;
Lazzaro et al., 1991; Francis-Lang et al., 1992; Zannini et al., 1992; Damante &
DiLauro, 1994; Zannini et al., 1997; Miccadei et al., 2002; Di Palma et al., 2003;
Altmann et al., 2005). A proteina NKX2-1 possui ainda 2 locais de ligagdo no enhancer
do gene TPO (Kikkawa et al., 1990; Miccadei et al., 2002) e 3 no enhancer do gene TG
(Fabbro et al., 1998; Christophe-Hobertus & Christophe, 1999; Altmann et al., 2005).

Mutacbes no gene NKX2-1 (p.G2626T, p.C2519A, p.C1302A, p.L176V,

p.Q210P) tém sido associadas a hipotiroidismo congénito, hipoplasia e agénese da
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tirdide, traduzindo-se na perda de actividade transcripcional e/ou formacdo de
proteinas truncadas (Krude et al., 2002; Carré et al., 2009).

Nos PTC, a expressao de NKX2-1 é detectavel, mas nos ATC € indetectavel
(D’Elia et al., 2002), sugerindo uma perda de expresséo associada a desdiferenciagéo.

Em 2009, Ngan e colaboradores identificaram a presen¢ca de uma mutacao
germinal (p.A339V) no gene NKX2-1 em 4 doentes (nédo relacionados), dos quais 2
pertenciam a familias com MNG/PTC (Ngan et al., 2009). A detec¢do desta mutacao
representou a primeira evidéncia do envolvimento do factor de transcricdo NKX2-1 no
cancro da tirdide familiar.

Estudos de associacdo que abrangeram todo o genoma (GWAS), em individuos
da Islandia com ascendéncia Europeia, identificaram uma forte associacdo entre o
alelo T do rs944289 (C/T), localizado a montante do gene NKX2-1, e o risco de PTC e
FTC (odds ratio — OR = 1,37, P = 2.5 x 10®) (Gudmundsson et al., 2009). Individuos
homozigéticos para o alelo T do rs944289 apresentavam 1,9 vezes maior risco de
desenvolver a doenca do que os homozigoticos para o alelo C. Homozigoticos para a
variante rs944289 (TT) e para o alelo A do rs965513, localizado a montante do gene
FOXE1, apresentavam 5,7 vezes maior risco de PTC e FTC (Gudmundsson et al.,
2009). Outro estudo confirmou a associagdo destes dois polimorfismos com o maior

risco de PTC esporadico, na populacao Japonesa (Matsuse et al., 2011).

5.2 Factor de transcrigdo FOXE1

O factor de transcricdo FOXE1 pertence a familia de proteinas caracterizadas
pela presenca de um dominio forkhead (Figura 8). Para além deste dominio forkhead,
a proteina FOXE1 contém também uma regido repressora C-terminal e uma extensdo
de residuos de polialaninas de tamanho variavel (Zannini et al., 1997; Hishinuma et al.,
2001; Carré et al., 2007). A proteina FOXE1, com 373 residuos de aminoéacidos, é
codificada pelo gene FOXEL, localizado no cromossoma 9¢g22.3, que consiste num
Gnico exao, ndo possuindo intrbes (Zannini et al., 1997; Hishinuma et al., 2001). Este
gene é expresso apenas na tirdide e na hipdfise anterior (Zannini et al., 1997). Em
embrides FOXE1™, as células precursoras da tiréide ndo migram e mantém-se ligadas

ao pavimento da faringe (De Felice et al., 1998).

- -

NH, COOH
1 53 152 164 179 373

.— Dominio forkhead de ligacdo ao DNA i— Regiao de polialaninas

Figura 8 — Diagrama esquematico dos dominios funcionais da proteina FOXE1 humana (adaptado de
http://atlasgeneticsoncology.org/Genes/FOXE11D47197ch9g22.html).
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Os genes NKX2-1, PAX8 e FOXE1 sdo co-expressos num espaco temporal
definido nas células precursoras da tirdide em migracdo. Quando as células entram
em diferenciagdo, ao contrario do que sucede com os genes NKX2-1 e PAXS8, a
proteina FOXEL torna-se indetectavel. A correlacdo entre o silenciamento do gene
FOXE1l e o desencadear da diferenciacdo da tirGide sugere que este factor de
transcrigdo possa funcionar como um inibidor da diferenciacdo nas primeiras fases da
morfogénese da tirdide (Zannini et al., 1997). Esta repressédo ocorre, provavelmente
por interferéncia na activacéo transcripcional dos genes TG e TPO pelos factores de
transcricdo NKX2-1 e PAX8, através de cofactores (Perrone et al., 2000). A presenca
de FOXE1 nos precursores das células da tirdide em migracdo previne a expressao
precoce de genes com efeito adverso na migragéo, por exemplo, genes que regulam a
adesao celular (Zannini et al., 1997).

Existe alguma controvérsia em relagéo ao papel do FOXEL na tiréide do adulto.
Alguns grupos de investigagdo mostraram que o FOXE1l pode funcionar como
repressor da transcricdo dos genes TG e TPO, inibindo a actividade transcripcional
dos factores de transcricdo NKX2-1 e PAX8 (Zannini et al., 1997; Perrone et al., 2000).
No entanto, um estudo recente (in vitro) propds que o factor de transcricdo FOXE1
teria um papel de “pioneiro”, iniciando eventos que conduzem a abertura da cromatina
do promotor do gene TPO, permitindo a ligacdo de outros factores reguladores,
durante a diferenciacao da tir6ide induzida pela TSH (Cuesta et al., 2007).

Como ja foi referido, a proteina FOXE1 possui uma regido de residuos de
polialaninas, de tamanho variavel (11 a 19 residuos de alaninas) (Carré et al., 2007).
Os alelos com 14 e 16 residuos de alaninas (Ala) encontram-se na maioria dos
individuos (>95%). Numa comparacao entre individuos com disgénese da tiréide (TD)
e controlos normais, observou-se uma razéo de probabilidade (OR) de 0,44 para o
gendtipo 14/16 vs 14/14 (P = 0.004) e um OR de 0,23 para o genétipo 16/16 vs 14/14
(P =0.004), sugerindo que o niumero de cépias do alelo 16-Ala estava associada a um
efeito protector para a TD (Carré et al., 2007). Num outro estudo com individuos com
hipotiroidismo congénito (CH), verificou-se que o alelo 16-Ala (gendtipo 16/16 ou
14/16) era significativamente mais frequente nos casos do que nos controlos (14/16, P
= 0.008; 16/16, P = 0.08), sugerindo que o numero de coépias do alelo 16-Ala estaria
associada a um risco para CH (Santarpia et al., 2007).

Em estudos in vitro, o plasmideo com o gene FOXE1 com o alelo 16-Ala, na
presenca de NKX2-1 e PAXS8, induziu a transactivacdo de forma mais intensa do que o
alelo 14-Ala, sugerindo que a capacidade de transactivacdo do FOXE1l estava

dependente do numero de residuos de alaninas (Carré et al., 2007). No entanto, os
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estudos da actividade transcripcional do factor de transcricdo FOXE1 em funcéo do
namero de residuos de alaninas ndo apresentam resultados consensuais. Por
exemplo, num outro estudo, ndo se verificaram diferengas na activagao transcripcional,
entre os alelos 11-Ala, 12-Ala e 14-Ala (Hishinuma et al., 2001). Assim, este tema
ainda é controverso.

Foram identificadas mutagdes missense (p.A65V e p.S57N) na regido altamente
conservada, que codifica o dominio forkhead DNA binding do gene FOXEL,
associadas a perda da actividade transcripcional, em individuos com agénese da
tirdide e hipotiroidismo congénito (Park & Chatterjee, 2005).

Em relacdo ao papel das variantes do gene FOXEL1 no cancro da tir6éide, um
estudo de associagdo, em individuos da Islandia com ascendéncia Europeia, revelou
uma forte associagéo entre o alelo A do rs965513 (G/A), localizado a 57 kb a montante
do gene FOXEL, e o risco de PTC e FTC (OR = 1,77; P = 6.8 x 10?%). Homozigéticos
para o alelo A do rs965513 apresentavam 3,1 vezes maior risco de desenvolver a
doenca do que os homozigoticos para o alelo G. Como ja foi referido na seccdo 5.1
deste capitulo, homozig6ticos para esta variante e para o alelo T do rs944289 (do
locus NKX2-1) apresentavam 5,7 vezes maior risco de cancro da tir6ide. Neste estudo,
observou-se ainda que o alelo A do rs965513 era mais frequente em individuos
diagnosticados com cancro da tiréide em idade mais jovem. (Gudmundsson et al.,
2009)

Um outro estudo, realizado na populacdo Espanhola e na populacdo Italiana,
mostrou que o alelo A do polimorfismo rs1867277 (G/A), localizado no promotor do
gene FOXEL, estava associado a uma maior susceptibilidade para o cancro da tir6ide
(Landa et al., 2009). Takahashi e colaboradores encontraram uma associagdo dos
polimorfismos rs965513 e rs1867277 e o risco de PTC relacionado com exposicéo a
radiacao de Chernobil, em individuos da Bielorrussia (Takahashi et al., 2010).

Estudos funcionais mostraram que o alelo A do polimorfismo rs1867277
(comparativamente com o alelo G) aumenta a transcricdo do gene FOXEL,
promovendo a ligacdo de outros factores de transcricdo a sequéncia com este alelo
(Landa et al., 2009). Dado que o factor de transcricdo FOXE1l tem um papel no
controlo da migracdo das células precursoras da tiride folicular, Landa e
colaboradores sugeriram que um aumento na expressdo do gene FOXE1, nos
carcinomas da tirdide, poderia estar relacionado com uma vantagem na mobilidade
das células tumorais, a qual seria incrementada na presenca do alelo A do
polimorfismo rs1867277 (Landa et al., 2009).
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5.3 Factor de transcrigdo PAX8

A familia dos genes PAX codifica proteinas de ligacdo ao DNA, que estdo
envolvidas na regulacdo do desenvolvimento de vérios tecidos em diferentes espécies
(Zannini et al., 1992; Di Palma et al., 2003). O gene PAX8 humano localiza-se no
cromossoma 2g13 e codifica uma proteina com 457 residuos de amino&cidos (Plachov
et al., 1990). O gene PAXS8 tem 12 exdes, estando o cod&o de iniciagdo localizado no
exdo 2 (Figura 9). Os exdes 3 e 4 codificam o dominio de ligacdo ao DNA (paired
domain). O dominio octapéptido € altamente conservado na familia dos genes PAX. O
homeodominio é responsavel pelo reconhecimento e ligacdo a sequéncias especificas
de DNA, activando ou inibindo a expressao de genes-alvo. A regido C-terminal é rica
em prolina, treonina e serina, possuindo uma fungéo transactivadora (Plachov et al.,
1990; Al Taji et al., 2007).

- [ N == -COOH

DNA-binding Octapéptido Homeodominio
paired domain

Figura 9 — Diagrama esquematico dos dominios funcionais da proteina PAX8 humana (adaptado de
http://www.cisreg.ca/cgi-bin/tfe/articles.pl?tfid=530).

A proteina PAX8 é expressa na tirdide, no rim e no cérebro (Zannini et al., 1992).
A sua expressao é detectada nas células precursoras da tiréide no pavimento da
faringe e mantém-se presente durante a migracao (Plachov et al., 1990). Em embrides
de ratinho PAX8”, as fases iniciais da organogénese decorrem normalmente, mas o
primérdio da tirGide é muito pequeno e as células foliculares sdo quase indetectaveis,
sendo a tir6ide composta essencialmente por células C (Mansouri et al., 1998). Nestes
ratinhos, a expressao do factor de transcricdo FOXE1 nunca é detectada nas células
da tiroide, sendo um potencial alvo da ac¢éo do factor de transcrigdo PAX8 (Parlato et
al., 2004).

O factor de transcricho PAX8 tem um papel fundamental na inducdo e na
manutengcdo do estado diferenciado das células da tiréide, podendo activar a
transcricdo dos genes TG e TPO (Zannini et al., 1992; Miccadei et al., 2002; Di Palma
et al., 2003). Nos promotores dos genes TG e TPO, o PAX8 liga-se a um local préximo
da TATA box, sobrepondo-se a um dos locais de ligacdo do NKX2-1 (Zannini et al.,
1992). Nos enhancers dos genes TG e TPO, o PAX8 também tem um local de ligacao,
sobrepondo-se igualmente a um dos locais de ligagdo do NKX2-1. O promotor do gene

TPO é preferencialmente activado pelo PAX8 (Civitareale et al., 1989; Kikkawa et al.,
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1990; Sinclair et al., 1990; Zannini et al., 1992; Damante & DiLauro, 1994; Zannini et
al., 1997; Miccadei et al., 2002; Di Palma et al., 2003).

A mutacdo p.R52P foi associada a hipotiroidismo nao-congénito de
aparecimento precoce (Al Taji et al.,, 2007). Muta¢Bes inactivantes no gene PAX8
(p.Q40P, p.C57Y) foram associadas a hipoplasia da tiréide e hipotiroidismo congénito,
confirmando o papel essencial deste factor de transcricdo no desenvolvimento normal
da tiréide (Congdon et al., 2001; Vilain et al., 2001).

Em PTC e ATC, nédo é detectada a expressdo de PAX8 (Fabbro et al., 1998;
D’Elia et al., 2002). O silenciamento do gene PAX8 parece ser um evento fundamental
para a perda de diferenciacao observada nos tumores da tirdide (D’Elia et al., 2002).
Pasca di Magliano e colaboradores demonstraram que a re-expressao de PAX8 em
linhas celulares da tiréide transformadas é suficiente para activar a expressao
endogena do gene TG (Pasca di Magliano et al., 2000). No entanto, o factor de
transcricdo PAX8 € incapaz de activar a expressdo de TG na auséncia da proteina
NKX2-1 (Pasca di Magliano et al., 2000).

O rearranjo PAX8/PPARy, t(2;3)(ql3;p25), é frequente em FTC e FTA
esporadicos (Kroll et al., 2000; Margues et al., 2002; Cheung et al., 2003; Castro et al.,
2006).

5.4 Factor de transcricdo HHEX

A proteina HHEX foi inicialmente identificada como tendo um papel de regulador
transcripcional na diferenciagdo das células hematopoiéticas. HHEX é um factor de
transcricdo com 271 residuos de aminoacidos, que contém um dominio de ligacdo ao
DNA (Figura 10). O gene HHEX, que codifica esta proteina, esta localizado no
cromossoma 10923 nos humanos, sendo expresso na tirdide e nas células
hematopoiéticas (Thomas et al., 1998; Tanaka et al., 1999; Pellizzari et al., 2000; Soufi
et al., 2008). Na tiréide, a expressao deste gene esta presente desde a morfogénese
(Martinez Barbera et al., 2000; Al Taji et al., 2007), e a sua auséncia leva a alteracdes
profundas no ndmero de células precursoras e na morfologia do primoérdio. Estas
alteragcbes sao consistentes com o papel do gene HHEX no controlo da proliferacéo
celular e na manutencdo da expressdo dos genes NKX2-1, FOXE1 e PAX8 durante o
desenvolvimento da tiréide (Parlato et al., 2004; Puppin et al., 2004). A expressédo do
gene HHEX nas células foliculares da tiréide persiste durante a vida adulta (Pellizzari
et al., 2000). Em ratinhos HHEX™, o primérdio da tiréide estad ausente ou muito
reduzido (Martinez Barbera et al., 2000).
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Dominio rico em prolina Homeodominio

Figura 10 — Diagrama esquematico dos dominios funcionais da proteina HHEX humana (adaptado de
Tanaka et al., 2009).

A regido N-terminal (residuos de amino&cidos 1-137) do HHEX é um dominio
muito conservado na familia, que contém sequéncias ricas em residuos de prolina
(cerca de 20%), capaz de estabelecer interac¢bes proteina-proteina, reprimindo a
transcricdo de genes-alvo. Na regido central (residuos de aminoacidos 137-196)
localiza-se um homeodominio com 60 residuos de aminoacidos conservados, que
interage com sequéncias especificas do DNA de genes-alvo. A regido C-terminal tem
principalmente um papel de activador (Tanaka et al., 1999; Pellizzari et al., 2000; Soufi
et al., 2008). O factor de transcricdo HHEX pode reprimir a transcricdo de genes que
codificam, por exemplo, proteinas envolvidas no controlo do ciclo celular ou em vias de
sinalizagcdo de factores de crescimento, através da sua ligagdo a locais nos
promotores ou regides intronicas. O HHEX pode actuar ainda como repressor do
transporte do mRNA ou repressor da tradugdo de genes necessérios a proliferagéo.
Este factor de transcricdo pode ainda desempenhar um papel de activador
transcripcional, dependendo do tipo de célula e dos promotores-alvo (Tanaka et al.,
1999; Puppin et al., 2003; Soufi et al., 2008). Por exemplo, a proteina HHEX pode
activar o seu proprio promotor (Puppin et al., 2003).

O factor de transcricdo HHEX tem uma actividade repressora na transcricdo do
gene TG, reconhecendo duas regides do promotor deste gene, que se sobrepdem aos
locais de ligagdo do NKX2-1 e PAX8. A expressdo do HHEX anula os efeitos
activadores das proteinas NKX2-1 e PAX8 no promotor do TG. (Pellizzari et al., 2000)

Ainda nao foram identificadas muta¢des no gene HHEX em humanos (Al Taji et
al., 2007). Alteracdes na expressao deste gene ou distribuicdo celular alterada estao
associadas a varias doencas, incluindo leucemia e varios tipos de cancro (Soufi et al.,
2008). A expressdo de HHEX nos carcinomas da tirdide esté restrita ao citoplasma,
enquanto que, no tecido normal e em adenomas da tirdide, a expressao de HHEX é

detectada no citoplasma e no nucleo (D’Elia et al., 2002).
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5.5 Interacgdes entre os factores de transcrigdo datirdide

Mecanismos de retrocontrolo positivo entre os factores de transcricdo tém sido
propostos como responsaveis pela manutencdo da sua expressdo nas células
foliculares da tir6ide adulta (Figura 11). Os factores de transcricdo estabelecem redes
de auto-regulagéo através da interac¢cao entre as proteinas e os promotores dos genes
(Puppin et al., 2004).

As proteinas NKX2-1 e PAX8 interagem na activacdo da expressao dos genes
TG e TPO, existindo uma cooperacao funcional e um equilibrio dindmico entre as duas
proteinas para activar o promotor e as regides enhancer de ambos os genes (Fabbro
et al., 1998; Miccadei et al., 2002; Di Palma et al., 2003; Altmann et al., 2005).

Estes efeitos activadores dos genes PAX8 e NKX2-1 podem ser anulados pelo
factor de transcricdo FOXE1L (observado nos promotores dos genes TG e TPO) e pelo
factor de transcrigdo HHEX (observado apenas no promotor do gene TG) (Zannini et
al., 1997; Pellizzari et al., 2000; Puppin et al., 2003).

A proteina PAX8 aumenta a actividade transcripcional do promotor do gene
HHEX (Puppin et al., 2004). O factor de transcricdo PAX8 tem também como alvo de
accdo o gene FOXEL, uma vez que na auséncia de expressdo PAX8 nas células
precursoras da tiroide, a expressao de FOXEL é indetectavel (Parlato et al., 2004). A
montante da regido 5UTR do gene PAX8 (-90 kb), foi identificado um elemento
regulador (enhancer), denominado CNS87 (conserved non-coding sequence 87), ao
qgual se liga o factor de transcricdo NKX2-1 para regular a sua expressao na tirdide
(Nitsch et al., 2010).

A proteina NKX2-1 para além de activar a expressao do gene PAXS8, regula
positivamente a expressdo do gene HHEX (Puppin et al., 2003). O gene NKX2-1 é
ainda capaz de activar o seu proprio promotor, possuindo varios locais de ligagdo da
sua propria proteina 2.4 kb a montante do coddo de iniciagdo (Oguchi & Kimura,
1998). A auto-regulagéo ndo é um fendmeno Unico do gene NKX2-1.

Para além dos efeitos inibitérios referidos atras, a proteina HHEX pode activar o
seu préprio promotor, cooperando com as proteinas NKX2-1 e PAX8 nesta activagéo
(Puppin et al., 2003; Puppin et al., 2004).
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Figura 11 — Diagrama esquematico da interaccéo entre os factores de transcricdo (adaptado de Parlato et
al., 2004). Os factores de transcricdo e as fun¢@es estéo representados em diferentes cores. Os factores
de transcricdo podem estar envolvidos na iniciacdo (seta) ou manutencédo (quadrado) da expresséo de
outros factores.
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II. OBJECTIVOS

Pretendeu-se neste projecto identificar alteracbes moleculares envolvidas na
susceptibilidade para o FNMTC, recorrendo ao estudo de genes candidatos. Deste
modo, procedeu-se a investigacdo de variantes genéticas em genes gue codificam
factores de transcricdo especificos da tirdide, para determinar qual a sua contribuicdo

para o cancro da tiréide familiar. Os objectivos especificos foram os seguintes:

1. Realizar uma extensa pesquisa de variantes genéticas nos genes que
codificam os factores de transcricdo NKX2-1, FOXE1l, HHEX e PAXS,
através da sequenciacdo do DNA constitucional dos probandos de 60
familias com FNMTC;

2. Desenvolver estudos funcionais, utilizando técnicas de expressao in vitro,
para investigar o efeito das variantes genéticas potencialmente patogénicas
identificadas na oncogénese na tirdide.

A identificacdo de genes de susceptibilidade para o FNMTC possibilitara o
diagndstico genético precoce nas familias afectadas e podera contribuir para a melhor

compreensdo dos mecanismos moleculares basicos envolvidos na tumorigénese.
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lIl. MATERIAIS E METODOS

1. Amostras Bioldgicas

No presente trabalho, foram estudados 60 casos com histdria familiar conhecida

de cancro da tiride (FNMTC) e 80 controlos normais da populagdo Portuguesa. A

recolha de amostras biologicas (sangue periférico e saliva) foi realizada ap0s

consentimento informado. Este estudo foi aprovado pela Comissdo de Etica do

Instituto Portugués de Oncologia de Lisboa Francisco Gentil.

O fluxograma que se segue resume o trabalho desenvolvido:

60 familias com
FNMTC

80 controlos
normais

Ny

sangue
saliva

£y

Amplificagdo por PCR das regides codificantes (e de
splicing) dos genes NKX2-1, FOXE1, HHEX e PAX8

L

‘ Sequenciagéo por electroforese capilar ‘

s

Comparagé&o com sequéncias disponiveis nas bases de dados
ENSEMBL (www.ensembl.org) e NCBI (www.ncbi.nlm.nih.gov)

-

Identificag&o de
polimorfismos

oV

Identificagdo de
variantes raras

<

’ Caracterizagao funcional ‘

< U O

Proliferagao
celular

Viabilidade
celular

Migragao
celular
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2. Extraccdo de DNA a partir de sangue periférico

Para a extraccdo de DNA a partir de leucécitos de sangue periférico, colheram-
se cerca de 5 mL de sangue periférico para um tubo com EDTA, armazenando-o a
-70°C quando néo foi processado num periodo de 24h. Utilizou-se o CITOGENE DNA
BLOOD KIT e seguiram-se as instrucdes recomendadas pelo fabricante, com algumas
modificacbes.

Transferiu-se 0 sangue para um tubo de 50 mL e adicionou-se 9 mL da solucdo
de lise RBC (red-blood cells), que promove a lise dos globulos vermelhos. Incubou-se
a solucao durante 10 minutos a temperatura ambiente, agitando-se ocasionalmente.
Centrifugou-se a 3000 rpm (eppendorf Centrifuge 5810R, raio do rotor = 180 mm)
durante 10 minutos, a temperatura ambiente, obtendo-se um pellet de leucdcitos.
Desprezou-se o0 sobrenadante e agitou-se vigorosamente no vortex para ressuspender
as células. Adicionou-se 4 mL da solucéo de lise celular, que promove a lise dos
leucocitos. Homogeneizou-se e incubou-se a 37°C, durante 30 minutos, até a solugéo
ficar homogénea.

Para precipitar as proteinas, adicionou-se ao lisado celular 1,5 mL de solucdo de
precipitacdo de proteinas. Agitou-se vigorosamente no vortex, para promover a
agregacdo das proteinas. Centrifugou-se a 3000 rpm (eppendorf Centrifuge 5810R)
durante 10 minutos.

ApOGs a precipitagdo das proteinas, retirou-se o sobrenadante (DNA) para um
novo tubo e adicionou-se 5 mL de isopropanol puro. Agitou-se lentamente a solugéo
por inversdo até aparecer uma “‘nuvem branca” de DNA. Com uma ansa estéril,
recolheu-se o DNA e lavou-se em 1 mL de solucdo de etanol 70% (v/v). Secou-se 0
DNA na ansa ao ar. Mergulhou-se a ansa em 250-500 yL de solugéo de hidratagao do
DNA, dependendo da quantidade de DNA. Incubou-se a 65°C, durante 30 minutos
para rehidratar o DNA. Guardou-se a 4°C, durante a noite e quantificou-se a
concentracdo de DNA no dia seguinte. Para um armazenamento mais longo, guardou-

se a solucdo de DNA a -20°C.

3. Extracc&o de DNA a partir de saliva

A colheita da saliva foi feita utilizando zaragatoas. Para a extraccdo de DNA a
partir de saliva foi utilizado o innuPREP Swab DNA KIT (Analytik Jena, Alemanha) e
seguiram-se as instrucdes recomendadas pelo fabricante com algumas modificacoes.

Cortou-se a extremidade da zaragatoa para um tubo de 1.5 mL e adicionou-se
400 pL de solucao de lise TLS e 25 pL de proteinase K (PK). Para facilitar a lise das

células, incubou-se durante 30 minutos a 50°C, agitando vigorosamente no vortex,
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ocasionalmente, durante a incubacao. Transferiu-se o contetdo para a coluna pre-filter,
incluindo a zaragatoa. Centrifugou-se a 12000 rpm (eppendorf Centrifuge 5417C, raio
do rotor = 95 mm) durante 1 minuto a temperatura ambiente. Rejeitou-se a coluna e
adicionou-se 400 yL de solugéo de ligagédo TBS ao eluido. Transferiu-se o conteudo
para uma coluna spin filter e centrifugou-se a 12000 rpm (eppendorf Centrifuge 5417C)
durante 2 minutos. Desprezou-se o tubo colector e transferiu-se a coluna para um
novo tubo colector.

Adicionou-se 500 pL de solucdo de lavagem HS e centrifugou-se a 12000 rpm
(eppendorf Centrifuge 5417C) durante 1 minuto. Desprezou-se o tubo colector e
transferiu-se a coluna para um novo tubo colector. Adicionou-se 750 yL de uma
segunda solucao de lavagem MS e centrifugou-se a 12000 rpm (eppendorf Centrifuge
5417C) durante 1 minuto. Desprezou-se o tubo colector e transferiu-se a coluna para
um novo tubo colector. Para remover os residuos de etanol, voltou-se a centrifugar a
12000 rpm (eppendorf Centrifuge 5417C) durante 1 minuto. Para a eluicdo do DNA,
adicionou-se 200 uL de solucido de eluicdo (Elution Buffer) e incubou-se durante 1
minuto a temperatura ambiente. Centrifugou-se a 8000 rpm (eppendorf Centrifuge
5417C) durante 1 minuto para recuperar o DNA. Uma segunda eluicdo aumenta a
guantidade de DNA recuperado. Guardou-se a solugdo de DNA a 4°C, durante a noite
e gquantificou-se a concentracdo de DNA no dia seguinte. Para um armazenamento

mais longo, guardou-se a solu¢cdo de DNA a -20°C.

4. Extraccao de RNA

A extraccéo e purificagdo de RNA total foi efectuada de acordo com o protocolo
indicado pelo fabricante do Rneasy Mini Kit (QIAGEN, Alemanha). Este método utiliza
solu¢des com desnaturantes fortes, sais de guanidina (como os tampdes RLT e RW1),
no fraccionamento e homogeneizagdo da amostra, permitindo a inibicdo imediata das
ribonucleases (RNases) endbgenas, enzimas muito resistentes e estaveis que
degradam o RNA. A contaminacdo por RNases é ainda evitada pelo uso de solucdes e
materiais tratados especificamente com inibidores destes enzimas (como o
dietilpirocarbonato — DEPC) e pelo uso de materiais descartaveis e esterilizados
(Sambrook & Russel, 2001).

4.1. Extraccao de RNA de células PCCL3

Transferiu-se o volume de suspensdo celular correspondente a ~1,5 x 10°
células para um tubo de 1,5 mL e centrifugou-se a 1200 rpm (eppendorf Centrifuge
5417C, raio do rotor = 95 mm) durante 6 minutos, a temperatura ambiente. Lavou-se o

pellet celular com 700 pL de uma solucéo salina de PBS sem magnésio e sem calcio
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(Phosphate Buffared Saline -Mg*/Ca**; GIBCO™, Invitrogen Corporation, Reino
Unido) e voltou-se a centrifugar nas mesmas condi¢cdes. De seguida, ressuspendeu-se
o pellet celular em 600 pL de tamp&o de lise RLT com B-mercapto-etanol 10% (v/v). O
B-mercapto-etanol desnatura as RNases libertadas durante a lise celular. Com uma
seringa com agulha 20 G, homogeneizou-se o lisado. Quando o RNA nao foi extraido
de imediato, armazenou-se a -70°C.

Apo6s homogeneizagdo, centrifugou-se o lisado celular a 14000 rpm (eppendorf
Centrifuge 5417C) durante 5 minutos. Transferiu-se o sobrenadante para um novo
tubo de 2 mL e adicionou-se igual volume de etanol a 70% (v/v; em H,O estéril tratada
com DEPC), para permitir as condicdes ideais para a ligacdo do RNA a membrana de
silica-gel. Inverteu-se o tubo suavemente para homogeneizar e transferiu-se
rapidamente toda a amostra (até 700 yL) para uma coluna Rneasy, num tubo de 2 mL.
Esta coluna contém uma membrana de silica-gel que permite a remoc¢édo do DNA.
Apbs 2 minutos, centrifugou-se a 10000 rpm (eppendorf Centrifuge 5417C) durante 30
segundos. Voltou-se a aplicar o eluido na mesma coluna e, apés 1 minuto,
centrifugou-se nas mesmas condi¢bes. ApOs a segunda centrifugacéo, rejeitou-se o
eluido.

Adicionou-se 700 uL de tampado RW1 a coluna Rneasy e centrifugou-se a 10000
rpm (eppendorf Centrifuge 5417C) durante 30 segundos, para lavar a coluna.
Transferiu-se a coluna para um novo tubo colector de 2 mL e adicionaram-se 500 uL
de tampéo RPE, centrifugando a 10000 rpm (eppendorf Centrifuge 5417C) durante 30
segundos. Rejeitou-se o eluido e adicionou-se novamente 500 uL de tampao RPE.
Para remover completamente os residuos de etanol da membrana, centrifugou-se
durante 2 minutos a 10000 rpm e, ap0s rejeitar o eluido, centrifugou-se novamente
durante 1 minuto a 14000 rpm (eppendorf Centrifuge 5417C).

Transferiu-se a coluna para um novo tubo de 1,5 mL e pipetou-se 30-50 uL de
H.O RNase-free directamente para a membrana de silica-gel. Ap6és 5 minutos,
centrifugou-se a 11000 rpm (eppendorf Centrifuge 5417C) durante 1 minuto, para eluir
0 RNA. Para obter uma maior concentracdo de RNA, foi realizada uma segunda

eluicdo utilizando o primeiro eluido.

5. Quantificacao espectofotométrica do DNA e RNA

Para a quantificacdo do DNA e RNA, recorreu-se ao doseamento
espectofotométrico. Este método permite determinar a quantidade de acidos nucleicos,
quantificando a radiacdo ultravioleta (UV) absorvida pelas bases nucleotidicas que

fazem parte da sua cadeia. A Lei de Lambert-Beer enuncia que, em condicdes ideais,
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a concentracdo de uma substancia é directamente proporcional a luz absorvida por
esta, num determinado comprimento de onda e numa espessura fixa de material.

As leituras espectofotométricas foram efectuadas a 260 e 280 nm (Thermo
Scientific NanoDrop 2000, EUA), que sdo os comprimentos de onda correspondentes
aos maximos de absorcdo dos &cidos nucleicos e das proteinas, respectivamente.
Para avaliar o grau de pureza das solu¢des de &cidos nucleicos, calcula-se a razédo
entre as absorvéncias do DNA e do RNA e a absorvéncia das proteinas, sendo 1,8 o
valor minimo da razdo numa amostra pura, em ambos 0s casos.

A quantificagdo é efectuada considerando que uma unidade de absorvéncia, ao
comprimento de onda de 260 nm, corresponde a 50 ug/mL de DNA e 40 ug/mL de
RNA, numa solugéo de 1 centimetro de espessura (Sambrook & Russel, 2001). Assim,
pode-se determinar a concentracdo de cada amostra, tendo em conta o factor de

diluicdo, segundo a seguinte relacao:
[DNA](Mg/mL) = A, X 50 X factor de diluigao

[RNA](pg/mL) = A,ep X 40 X factor de diluigéo

6. Amplificagcdo de DNA por PCR

Para a amplificagéo in vitro de uma regido especifica do DNA, recorreu-se a uma
reaccdo em cadeia catalisada pela enzima polimerase (Polymerase Chain Reaction -
PCR), uma técnica originalmente concebida por Saiki e colaboradores (1985) e
modificada em 1988 (Saiki et.al, 1988).

Neste trabalho, para as reaccdes de PCR, utilizou-se a seguinte composi¢ao
para um volume final de 25 pyL: 100 ng de DNA, 10 pmol de primer forward (cadeia
sense) e de primer reverse (cadeia anti-sense) (Invitrogen™, Life Technologies, EUA),
solugdo tamponada de PCR (1x concentrada; Invitrogen™), 0,2 mM de
desoxirribonucleétidos (ANTPs; Invitrogen™), 1 a 2 mM de MgCl, (dependendo das
condicbes Optimas para cada reaccdo; Invitrogen™), 1 U de Taq DNA polymerase
(Invitrogen™) e agua bi-destilada estéril para perfazer o volume final. Nalgumas
reacgOes, teve de ser adicionado dimetilsulfoxido (DMSO, 3-6%), para aumentar o
rendimento e a especificidade da reaccdo. Para cada reaccdo ou conjunto de
reacgOes, foi realizado sempre um controlo negativo, constituido por uma mistura
reaccional idéntica, preparada em simultdneo com as outras reac¢fes e sujeita as
mesmas condi¢des, mas contendo agua em substituicdo do DNA, para detec¢cédo de
possiveis contaminacoes.

Num termociclador (Biometra, Alemanha), as reaccfes processaram-se com

uma desnaturagdo inicial do DNA, durante 5 minutos a 95°C, seguindo-se 35 a 37
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ciclos de amplificagdo. Cada ciclo de amplificacdo englobou uma desnaturagdo do
DNA a 95°C durante 45 segundos, uma hibridacdo dos primers com o DNA a
temperatura de annealing de 56-61°C, durante 35 segundos a 1 minuto (dependendo
das condi¢des Optimas para cada reac¢do) e uma polimerizacdo das novas cadeias a
72°C durante 40 segundos a 1 minuto. Tempos de extensdo mais longos foram
utilizados para amplificar fragmentos maiores. Apdés os ciclos de amplificacéo,
processou-se uma extenséo final a 72°C, durante 10 minutos.

Para cada par de primers, optimizaram-se as condicbes de PCR, testando
diferentes graus de estringéncia para a reac¢ao, conjugando diferentes concentracdes
de MgCl, e temperaturas de annealing (Quadros I, Ill, IV e V do capitulo VIII —

Anexos).

7. Transcricdo reversa do RNA seguida de PCR (RT-PCR)

O RNA total purificado foi utilizado para a sintese de cadeia simples do DNA
complementar (cDNA). O cDNA ¢é obtido pelo uso de primers que hibridam com os
diferentes mMRNAs da célula, permitindo a extensdo por uma polimerase de DNA
dependente de RNA, a transcriptase reversa. O cDNA serve de cadeia molde para a
posterior amplificacdo dos exfes dos genes que se pretendem analisar.

Para cada sintese de cDNA, utilizou-se o volume correspondente a 1 ug de
RNA, ao qual se adicionam 1 pL de random primers (Invitrogen™) e H,O-DEPC até
perfazer um volume de 9,5 uL. Para a desnaturagao de liga¢des intramoleculares no
MRNA, a reaccéo foi incubada durante 10 minutos, a 70°C. ApGs esta incubacgéo, o
tubo da reaccéo foi colocado em gelo e adicionou-se tampéo 1st strand pH 8,3 1x
concentrado (250 mM Tris-HCI, 375 mM KCI e 15 mM MgCl,; Invitrogen™), 0,5 mM de
dNTPS-DEPC (Invitrogen™), 10 mM de ditiotreitol (DTT; Invitrogen™), 20 U de inibidor
de RNase (RNase Out, Invitrogen™) e 200 U de Transcriptase Reversa SuperScript Il
RT (Invitrogen™).

Incubou-se a reacgéo durante 1h30 a 37°C e posteriormente a 95°C, durante 5
minutos, para inactivar as enzimas intervenientes. Por fim, guardou-se o cDNA
sintetizado a -20 °C. Para cada reaccdo ou conjunto de reacgfes de sintese foi
realizado um controlo negativo, constituido por uma mistura reaccional idéntica,
preparada em simultdneo com as outras reaccdes e sujeita as mesmas condi¢des,
mas contendo agua em substituicdo do RNA, para detectar possiveis contaminacdes.

Para amplificar o cDNA, juntou-se 1,5 pL do cDNA sintetizado e realizou-se o

RT-PCR seguindo o protocolo indicado para a reaccdo de PCR (Seccéo 6).
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8. Electroforese dos produtos de PCR em gel de agarose

A electroforese em gel de agarose € um técnica que permite separar fragmentos
de DNA. A concentracdo de agarose em gel mais utilizada foi de 2% (p/v), para
separar fragmentos entre 100-600 pares de bases (bp). Para a preparacdo do gel,
dissolveu-se a agarose necessaria em solucdo tamponada TBE 1x a pH 8,0 (89 mM
Tris-base, 89 mM &cido bérico, 2 mM EDTA pH 8,0), aguecendo a mistura para
dissolucdo completa da agarose. Apdés a adicdo de brometo de etidio para uma
concentracdo final de 0,5 upg/mL, verteu-se a solu¢do num molde previamente
preparado com 0s pentes necessarios para definir o nimero de pocos pretendidos no
gel. Apos polimerizagéo, o gel foi submerso em solugdo tamponada TBE 1x a pH 8,0,
numa tina de electroforese horizontal.

Para avaliar a eficiéncia das reac¢fes de PCR, aplicou-se 3 uL de cada produto
de reacc¢ao juntamente com 0,5 uL de solugcéo de deposicao (DNA loading dye 6x;
Fermentas, EUA), nos pogos do gel. Para estimar o tamanho dos fragmentos de DNA
amplificados aplicou-se, em simultdneo, um marcador de peso molecular (pUC 8,
Fermentas) num outro poco. As separacfes electroforéticas decorreram sob uma
diferenca de potencial constante de cerca de 130 V, durante 30 a 40 minutos. As
bandas correspondentes ao DNA amplificado foram expostas a radiagdo UV (300 nm)
para visualizacdo e exposi¢cdo fotografica, num transiluminador, acoplado a uma

camara de video e a um sistema informéatico (BioDocAnalyze, Biometra, Alemanha).

9. PCR guantitativo em tempo real

O PCR em tempo real permite a quantificacdo da expressdo de um gene,
determinando valores durante a fase exponencial da reaccdo. Existem dois métodos
de deteccdo: TagMan e SYBR Green (Applied Biossystems, EUA). O fluoréforo SYBR
Green tem a capacidade de se ligar as duplas cadeias de DNA. Durante o PCR, a
polimerase amplifica a regido alvo, gerando novas cépias de dupla cadeia de DNA. A
medida que o fluoréforo se liga a essas novas cadeias, a intensidade da fluorescéncia
aumenta proporcionalmente a quantidade de produto de PCR produzido (Figura 12).

Antes que os niveis de expressao possam ser quantificaveis é necessario definir
um limite base e um valor de threshold. No inicio do PCR, existe um baixo sinal de
fluorescéncia. Esta linha de base é normalmente definida entre os 3 e 15 ciclos. O
ciclo de threshold (threshold cycle - Ct) € definido como o ponto (nUmero de ciclos) em
que a fluorescéncia excede essa linha de base.

A quantificacdo relativa € usada para analisar variacdes na expressdo génica

numa dada amostra em relagdo a uma amostra (ou pools de amostras) de referéncia,
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designada por calibrador. Desta forma, a quantidade de acido nucleico alvo em cada
amostra € expressa relativamente a quantidade presente no calibrador. No método
curva-padrdo, uma amostra de concentracdo conhecida, que expressa o gene em
estudo, € utilizada na constru¢cdo de uma curva-padrdo, ou seja, uma relacdo linear
entre o Ct e o logaritmo da quantidade inicial de acido nucleico alvo na amostra
padrdo. A quantidade desconhecida presente numa amostra € assim determinada com
base na curva preparada a partir de uma série de diluicdes de amostra padrao.

Para corrigir variacbes na quantidade de
RNA em cada amostra, e nas eficiéncias das

Primer 7
,*/,"

reaccbes de transcricdo reversa e PCR, é

amplificado em paralelo, para cada amostra,

v
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Figura 12 — Representagcdo esquemdtica do
sistema SYBR Green (adaptado de
www.quiagen.com).

um controlo enddgeno, ou seja, um segmento
de mRNA que esteja presente em todas as
amostras em estudo, em quantidade
aproximadamente constante e que nao seja
afectada pelo tratamento experimental. Assim,
€ usado como controlo enddégeno um gene
constitutivo (housekeeping) para o qual é

também construida uma curva padréo. Desta

forma, para cada amostra em estudo (incluindo o calibrador), a quantidade de &cido
nucleico alvo é normalizada, dividindo a quantidade obtida através da respectiva curva
padrao (para o0 gene em estudo) pela quantidade de referéncia endogena
(Ct/quantidade). Os valores de expresséo relativa sdo por fim determinados, dividindo
cada valor normalizado, relativo ao RNA alvo em cada amostra, pelo valor normalizado
do calibrador.

Esta técnica foi utilizada para quantificar a expressao do gene FOXE1 humano
(hFOXE1L) nas pools e nos 6 clones isolados das células PCCL3 (Seccao 13.7 deste
capitulo). As amostras foram analisadas relativamente a expressdao do gene
housekeeping [-actina de Rattus norvegicus (referéncia endoégena) e do gene
hFOXE1. Para construir a curva de calibracdo do gene B-actina foram utilizadas 5
concentracdes diferentes da amostra padrdo (10; 5; 2; 0,4; 0,08 ng). A curva de
calibracédo do gene hFOXEL1 foi construida com 7 concentragfes diferentes da amostra
padrédo (10; 2; 0,4; 0,08; 0,016; 0,0032; 0,00064 ng). Para cada gene em estudo foi
incluido um controlo negativo, sem cDNA (NTC - non-template control). As
amplificacdes por PCR de cada amostra foram realizadas em triplicado, em placas de

96 pocgos (MicroAmp Optical 96-well reaction plate, Applied Biosystems).
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Para cada amostra em estudo foi adicionada a mistura reaccional Power SYBR
Green Master Mix 2x (que contém o fluor6foro SYBR Green, dNTPs, a referéncia
passiva ROX e a polimerase AmpliTag Gold DNA polimerase num tampéao de reaccao
adequado; Applied Biosystems), 10 pmol/uL primer forward e reverse (Invitrogen™),
0,5 ng de cDNA das amostras em estudo (diluicdo de 1:400) e H,O até perfazer um
volume total de 20 uL. Ap6s uma desnaturacdo de 95°C durante 10 minutos,
realizaram-se 45 ciclos de: 95°C durante 15 segundos e 60°C durante 1 minuto. O
PCR em tempo real foi realizado no ABI PRISM 7000 Sequence Detection System
(Applied Biosystems). Os dados foram analisados pelo software SDS (Applied
Biosystems). A quantificacdo da expressdo do gene FOXEL nas pools e clones de
células PCCL3 com expressao estavel de diferentes plasmideos foi realizada pela Dra.

Rute Tomaz do Grupo Endocrinologia Molecular.

10. Sequenciacao automatica

A sequenciagdo automatica baseia-se num meétodo enzimético, em que uma
polimerase de DNA sintetiza cadeias simples de DNA, catalisando a ligagédo
fosfodiéster entre o grupo 3’ hidroxilo livre do primer e o grupo 5 fosfato do 2'-
desoxinucleétido (NTPs) seguinte, complementar ao da cadeia molde (Sanger et. al,
1977). Nesta reaccao, a sintese de DNA ocorre na presenca de analogos dos dNTPs,
os 2’,3’-didesoxinucledtidos trifosfatado (ddNTPs), que ndao possuem o grupo hidroxilo
no carbono 3’. Desta forma, a incorporacdo de ddNTPs marcados com fluorescéncia,
leva a uma terminagdo prematura da sintese da cadeia, por auséncia do grupo 3’
hidroxilo necessario para nova ligacao.

Os fragmentos de DNA sintetizados podem ser separados por electroforese
capilar. Durante a separacdo electroforética dos fragmentos (de acordo com o seu
tamanho), a medida que o DNA é atingido por um feixe de laser, o sinal de
fluorescéncia correspondente a cada ddNTP vai sendo detectado, permitindo a
identificacdo de toda a sequéncia de bases. Neste trabalho, para a sequenciacdo de
produtos de PCR por “amplificagdo linear”, utilizou-se uma polimerase de DNA
termoestével, na presenca de apenas um dos primers (forward ou reverse), de dNTPs
e de ddNTPs marcados com fluorocromos.

A preparacdo das amostras para a sequenciacao esta dividida em 4 passos:
purificacdo dos produtos de PCR, reaccdo de sequenciacdo, precipitacdo e

ressuspensado dos produtos de sequenciacao.
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10.1. Purificacao dos produtos de PCR

A purificacéo dos produtos de PCR foi efectuada utilizando o GFX PCR DNA and
Gel Band Purification Kit (Amersham Bioscience, GE Healthcare, EUA), que pode ser
usado para purificar uma solucdo de PCR ou uma banda excisada do gel de agarose
(quando existem produtos de PCR inespecificos).

A uma coluna GFX, inserida num tubo colector, adicionaram-se 500 uL de
capture buffer e, de seguida, a solucdo de produto de PCR. Para purificacdo de
bandas de gel de agarose, adicionaram-se 650 uL de capture buffer ao eppendorf com
a banda e incubou-se a 50°C durante 10 minutos ou até dissolver a agarose. Agitou-se
vigorosamente no vortex e transferiu-se para uma coluna GFX. Em ambos 0s casos,
ap6s a homogeneizacao, centrifugou-se a 14000 rpm (eppendorf Centrifuge 5417C,
raio do rotor = 95 mm) durante 45 segundos, desprezando o eluido.

Adicionaram-se 500 uL de solucéo de lavagem (wash buffer) e centrifugou-se a
14000 rpm, durante 45 segundos (eppendorf Centrifuge 5417C). Transferiu-se a
coluna para um novo tudo de 1,5 mL e aplicaram-se entre 30-50 yL de tampé&o de
eluicdo (elution buffer type 6), dependendo da intensidade da banda no gel. Apés
incubacdo durante 2 minutos, a temperatura ambiente, centrifugou-se a 14000 rpm
(eppendorf Centrifuge 5417C) durante 1 minuto, para recuperar o produto de PCR
purificado. Por fim, aplicaram-se os produtos num gel de agarose para quantificagdo

visual da sua intensidade e armazenou-se a -20°C.

10.2. Reacc¢des de Sequenciacéao

As reaccdes de sequenciagcdo foram executadas seguindo o protocolo do ABI
Prism Big Dye Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction Kit (Applied Biosystems).
Para cada amostra preparou-se, em gelo, a seguinte reaccao para um volume final de

20 pL: uma solugao tamponada (1x), 3,2 Quadro 2 — Quantidades de Big Dye

pmol de primer forward ou primer reverse, Utilizadas na reaccdo de sequenciacdo,
dependendo do tamanho do produto de
1-6 yL de Big Dye (dependendo do PCR.

tamanho do produto a sequenciar, Quadro Produto de PCR Quantidade de Big

2), 10 ng de produto PCR purificado (ou (pb) Dye (L)
mais, dependendo do rendimento da Ate 100 !
. _ ) 100-500 2
reaccdo) e H,O destilada até perfazer o
500-650 3

volume final.

Transferiram-se as reac¢fes para um termociclador (T3 thermocycler, Biometra).
As reaccOes de sequenciacdo foram realizadas em 25 ciclos, precedidos por uma

desnaturacgéo inicial de 3 minutos a 96°C. Cada ciclo de amplificagdo englobou uma
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desnaturagdo a 96°C durante 10 segundos, uma hibridacdo do primer a temperatura
de annealing de 50°C, durante 5 segundos e uma extensdo a 60°C durante 4 minutos.
Apo6s os ciclos de amplifica¢é@o, guardou-se os produtos da reac¢do de sequenciacao a
4°C.

10.3. Precipitacdo dos produtos de sequenciacao

Os ddNTPs marcados que ndo sao incorporados podem interferir na
interpretacdo da sequenciacdo, sendo necessarios remové-los antes da analise das
amostras por electroforese capilar. A purificacdo das reacc¢des de sequenciacdo foi
feita através de precipitacdo com Etanol/EDTA/Acetato de Sédio, conforme descrito no
protocolo do BigDye® Terminator v1.1 Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems).

Para cada reacc¢do, juntou-se num tubo eppendorf de 1,5 mL: 2 yL de 125 mM
EDTA pH 8,0, 2 uL de 3M acetato de sodio pH 4,6 e 50 yL de etanol absoluto. O
EDTA inibe a actividade da enzima da reac¢éo de sequenciacdo, o acetato de sodio e
o etanol absoluto diminuem a solubilidade do DNA, favorecendo a precipitagdo. A esta
mistura adicionou-se o produto da reac¢do de sequenciacdo, agitou-se vigorosamente
no vortex e incubou-se durante 15 minutos, a temperatura ambiente. No final desta
incubacao, centrifugou-se a 14000 rpm (eppendorf Centrifuge 5417R, raio do rotor =
95 mm), durante cerca de 40 minutos, a 4°C. A baixa temperatura favorece a
precipitacdo dos produtos das reacc¢des de sequenciacao.

Apos a centrifugacdo, removeu-se o0 sobrenadante e adicionou-se 200 pL de
Etanol a 70%, para remover 0s sais acumulados. Agitou-se no vortex e voltou-se a
centrifugar a 14000 rpm (eppendorf Centrifuge 5417R), durante 15 minutos, a 4°C. De
seguida, removeu-se completamente o sobrenadante e secou-se o pellet num banho
seco a 37°C, durante 5 minutos. Guardou-se o pellet de DNA a 4°C por um periodo

maximo de 2 meses.

10.4. Andlise dos produtos de sequenciacéo por electroforese capilar

Os pellets de DNA resultantes das reaccfes de sequenciagdo foram
ressuspendidos em 15 pL de formamida Hi-Di (Applied Biosystems). Transferiram-se
as amostras para uma placa de 96 pocos (PLATEMAX, AXYGEN, EUA) e desnaturou-
se a 95°C durante 10 minutos, colocando-a imediatamente em gelo durante 10
minutos. De seguida, centrifugou-se a velocidade de 1200 rpm (eppendorf Centrifuge
5810R, raio do rotor = 180 mm) durante 2 minutos.

As amostras a sequenciar foram transferidas para o sequenciador automatico
ABI PrismTM 3130 Genetic Analyzer (Applied Biosystems) e submetidas a
electroforese capilar durante 30-50 minutos.
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O programa Sequencing Analysis 3.4.1 (Applied Biosystems) foi utilizado para
converter os sinais de fluorescéncia detectados em electroferogramas, que
representavam a sequéncia do DNA analisado. Posteriormente, recorreu-se ao
software Variant reporter v1.0 (Applied Biosystems) para andlise das sequéncias
obtidas.

Os softwares Polyphen e SIFT sdo ferramentas que prevém o possivel efeito da
substituicdo de um residuo de amioé&cido, através do alinhamento da proteina em
vérias espécies. Os softwares BDGP, NetGene2 e ASSP foram utilizados para prever

possiveis alteracdes no mecanismo de splicing.

11. Andlise de sequéncias de microssatélites por electroforese
capilar

Os microssatélites foram amplificados pela técnica de PCR, utilizando primers
forward marcados com um fluorocromo na extremidade 5, como TET (tetracloro-6-
carboxi-fluoresceina) ou FAM (6-carboxi-fluoresceina) (Invitrogen™) (Quadro Il do
capitulo VIII — Anexos). Os fluorocromos ao serem excitados por um laser emitem um
sinal, que é detectado pelo sistema e convertido num electroferograma. Este
electroferograma representa os picos de fluorescéncia das amostras e do calibrador
interno, TAMRA (6-carboxitetrametil-rodamina; Applied Biosystems), em fun¢do do
tempo. Deste modo, é possivel determinar o tamanho dos fragmentos amplificados por
PCR.

Para amplificar a regido com o microssatélite, seguiu-se o protocolo indicado
para a reaccao de PCR (Seccéo 6 deste capitulo). Apos a reaccdo de PCR, para cada
amostra, adicionou-se 0,5 pL de produto de PCR de microssatélites, a uma mistura de
0,5 puL de marcador TAMRA e 12 uL de formamida (Applied Biosystems). Estas
amostras foram desnaturadas a 95°C durante 10 minutos, sendo colocadas
imediatamente em gelo, durante 5 minutos, para impedir a renaturacéo das cadeias.

A deteccdo dos marcadores foi realizada no sequenciador automatico ABI
Prism 310 Genetic Analyzer (Applied Biosystems). O programa GeneScan Analysis
Software v.3.1 (Applied Biosystems) foi utilizado para converter os sinais de

fluorescéncia detectados em electroferogramas.
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12. Vectores recombinantes

12.1. Preparacao do plasmideo pcDNA3-FOXE1-14Ala e 16Ala

Para a preparacdo de cada vector recombinante, realizou-se numa primeira
etapa a ligacdo de um fragmento especifico de DNA (gerado por PCR) a um vector
(neste trabalho utilizaram-se plasmideos). O plasmideo recombinante foi inserido
artificialmente em bactérias (transformacéo), que proliferaram em cultura, resultando
na amplificacdo do plasmideo. i 559

Neste trabalho, prepararam-se, numa -
primeira etapa, os plasmideos pcDNA3 e ~ [
(Figura 13) com a sequéncia completa do
cDNA humano do gene FOXE1 com 14 e 16

residuos de alaninas, para posterior

5446 bp

mutagénese e transfeccéo de células PCCL3. ColEl

~ p P Poly A NeoR
A construcdo do plasmideo e a mutagénese oy =
dirigida foi realizada pela Dra. Rute Tomaz do  Figura 13 —Imagem do plasmideo pcDNA3

) ) (http:/life.nthu.edu.tw/~rrandd/90s1/b881675/
Grupo Endocrinologia Molecular. summer/method1.htm).

12.2. Preparacdo do plasmideo pcDNA3-FOXE1-16Ala-A248G

A variante ¢.743C>G localizada no gene FOXEL traduz-se na substituicdo de um
residuo de alanina (Ala) por um residuo de glicina (Gly) no coddo 248 deste gene
(p.A248G). A variante p.A248G foi introduzida por mutagénese dirigida no plasmideo
pcDNA3-FOXE-16Ala. Utilizou-se o QuikChange XL site-directed mutagenesis kit
(Stratagene, EUA), de acordo com o protocolo que se segue:

Realizou-se uma reac¢do com volume final de 50 pyL contendo 150 ng de DNA
do plasmideo pcDNA3-FOXE1-16Ala, tampao de reaccdo (1x concentrado;
Invitrogen™), 125 ng de primers forward e reverse com a mutacdo pretendida
(Invitrogen™), 0,2 mM de dNTPs (Invitrogen™), 2,5 U de polimerase de DNA Pfu
turbo (Invitrogen™) e H,O bidestilada esterilizada até perfazer o volume final. As
condicBes utilizadas para a amplificacdo por PCR consistiram numa desnaturacédo a
95°C durante 30 segundos, seguindo-se 16 ciclos a 95°C durante 30 segundos, a 55°C
durante 60 segundos e a 68°C durante 10 minutos. Concluidos os 12 ciclos da

reaccdo de mutagénese, a mistura foi mantida a 4°C.
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12.3. Transformacé&o de bactérias quimicamente competentes

Utilizaram-se as bactérias Escherichia Coli TOP10 (50 uL/tubo stock) do Kit One
Shot (Invitrogen™). Adicionou-se, em gelo, 1 yL de DNA plasmideo as bactérias,
agitando um pouco o tubo para homogeneizar. Deixou-se 30 minutos em gelo, apds os
quais se colocou a suspenséo bacteriana a 42° C, durante 40 segundos, e depois,
novamente, em gelo durante 5 minutos, para gerar um choque térmico que permite a
entrada do DNA plasmidico nas bactérias. Adicionou-se 500 puL de meio LB (Lysogeny
broth) sem ampicilina e deixou-se a incubar no agitador a 37 °C, durante 1 hora, com
agitacdo a 220 rpm (Gallenkamp Orbital Incubator, Sanyo, Reino Unido).
Seguidamente, espalhou-se a suspensdo bacteriana em placas de LB-agar (com
ampicilina na concentracao final de 100 ug/mL). Colocaram-se as placas invertidas
numa estufa a 37 °C, durante a noite. O plasmideo pcDNA3 inclui o gene AmpR, que
confere resisténcia a ampicilina. A ampicilina vai actuar como um marcador selectivo,
e desta forma s6 as bactérias transformadas vao crescer num meio com ampicilina.

Ap6s o0 crescimento nas placas de LB-agar, seleccionaram-se as colonias
pretendidas. Cada colonia individual foi levemente picada com uma ponta descartavel
e inoculada em 3 mL de LB, com ampicilina a concentragao final de 100 ug/mL.
Incubaram-se as culturas a 37°C, durante a noite com agitagao permanente.

Procedeu-se a lise alcalina celular, que permite recuperar o DNA plasmidico, e
confirmou-se a presenca da mutacao no plasmideo, por sequenciacdo automatica.
Para obter maior quantidade de DNA plasmidico utilizou-se QIAGEN plasmid Maxikit
(Qiagen; Seccao 12.4 deste capitulo).

12.4. Preparacao de DNA plasmidico em larga escala (Maxiprep)

Para a preparacdo do DNA plasmidico em larga escala utilizou-se o QIAGEN
plasmid Maxikit (Qiagen), de acordo com o protocolo que se segue:

Apoés crescimento das bactérias transformadas em Erlenmayers de 2 litros,
transferiu-se o0 seu contetdo para frascos de 250 mL (Sorvall, GMI Inc., EUA) e
centrifugou-se a 6000 rpm, utilizando o rotor GSA (centrifuga Sorvall RC-5C, Biotech,
GMI Inc., raio do rotor = 155 mm), durante 15 minutos, a temperatura de 4°C.
Desprezou-se 0 sobrenadante e ressuspendeu-se o pellet bacteriano em 10 mL de
uma solugcédo de 50mM Tris/HCI pH 8,0 e 10 mM EDTA com RNase A (100 pg/mL).
Transferiu-se a solucdo para um tubo de 50 mL (Sorvall) e adicionou-se 10 mL de uma
solucdo de lise, composta por 200 mM NaOH e 1% SDS (p/v), incubando durante 5
minutos. Adicionou-se 10 mL de tampao de neutralizacédo (3M acetato de potassio pH

5,5), homogeneizou-se a solu¢do por inversdo e incubou-se 20 minutos, em gelo.
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Centrifugou-se a 16000 rpm (Sorvall RC-5C/rotor SS34, raio do rotor = 115 mm)
durante 30 minutos, a temperatura de 4°C. Transferiu-se o sobrenadante para tubos
Sorvall de 50 mL. Centrifugou-se a 16000 rpm (Sorvall RC-5C/rotor SS34) durante 15
minutos, a temperatura de 4°C.

Equilibrou-se a coluna Maxi QIAGEN (Tip 500), cuja matriz € composta por
Silica-DEAE (Dietil amino etano) com 10 mL de tampé&o QBT. ApGs a passagem desta
solu¢do nas colunas, adicionou-se o sobrenadante contendo o DNA. Lavou-se duas
vezes a coluna com 30 mL de tampé&o QC e adicionou-se 15 mL de tampédo QF, para
eluir o DNA plasmidico da coluna para um tubo Corex. Precipitou-se o DNA,
adicionando 10,5 mL de isopropanol e homogeneizou-se a solugdo por inversao.
Centrifugou-se a 9500 rpm (Sorvall RC-5C/rotor HB4, raio do rotor = 145 mm) durante
30 minutos, a temperatura de 4°C. Rejeitou-se o sobrenadante e secou-se o pellet ao
ar. Ressuspendeu-se o pellet com 400 pL de solucéo de hidratagdo TE pH 8,0. Apos
30 minutos, transferiu-se o contetdo para um tubo de 2 mL e realizou-se uma
extraccao fenol-cloroférmio.

Na camara de téxicos, adicionou-se 450 pL de solugdo PIC (25 fenol : 24
cloroférmio : 1 &lcool isoamilico) ao tubo de 2 mL. Agitou-se vigorosamente por vortex
e centrifugou-se a 14000 rpm (eppendorf Centrifuge 5417C) durante 5 minutos a
temperatura ambiente. Transferiu-se a fase aquosa (superior) para um novo tubo e
adicionou-se 450 pL de solugdo IAC (24 cloroférmio : 1 &lcool isoamilico), agitando
vigorosamente por vortex. Centrifugou-se a 14000 rpm (eppendorf Centrifuge 5417C)
durante 5 minutos e transferiu-se a fase aquosa para um novo tubo. Para precipitar o
DNA, adicionou-se 10% do volume do sobrenadante transferido de 3M acetato de
sédio pH 5 e o dobro desse volume de etanol absoluto (frio). Homogeneizou-se a
solucéo e colocou-se os tubos a -70°C, durante 30 minutos a 1 hora. Centrifugou-se a
14000 rpm (eppendorf Centrifuge 5417C) durante 10 minutos, desprezando o
sobrenadante. Adicionou-se 1 mL de etanol 70% (frio) e agitou-se no vortex.
Centrifugou-se a 14000 rpm (eppendorf Centrifuge 5417C) durante 3 minutos e
desprezou-se o sobrenadante. Secou-se o pellet ao ar e ressuspendeu-se em 200 L
de TE. Guardou-se a solucdo a 4°C. Quantificou-se a concentragdo de DNA

plasmidico no dia seguinte e guardou-se a -20°C.

13. Cultura Celular

Para este estudo, foram utilizadas células PCCL3, células de tirdide normal de
Rattus norvegicus (gentilmente cedidas pelo Professor Dumont, Institut de Recherche
Interdisciplinaire en Biologie Humaine et Moléculaire, Faculté de Médecine, Université
Libre de Bruxelles, Bélgica). O manuseamento das células foi sempre realizado em
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ambiente estéril, numa camara de fluxo laminar. As culturas de células foram mantidas
numa estufa (NUAIRE™ US AUTOFLOW CO, water-jacketed incubator) a 37°C com
ambiente 5% CO,. As células foram propagadas em meio de cultura F12-Coon’s
modified (EUROCLONE, Italia), suplementado com 5% (v/v) de soro fetal bovino (FBS;
GIBCO™, Invitrogen Corporation, Reino Unido), 1 mUI/mL TSH (hormona tirotréfica;
Sigma-Aldrich), 1 mg/L insulina (Sigma-Aldrich), 5 mg/L apo-transferrina (Sigma-
Aldrich), antibiético-antimicético 1x (GIBCO™), fungizona/anfotericina B 1x (GIBCO™)
e L-glutamina 1x (GIBCO™). Nos préximos capitulos, quando se referir meio F12-C
suplementado, significa que este tinha a composicéo acima descrita.

Todos os reagentes conservados a 4°C foram sempre pré-aquecidos a 37°C, de
modo a evitar o stress celular provocado pela diferenca de temperatura. Para manter a
esterilidade, os reagentes foram abertos e utilizados somente dentro da camara de
fluxo laminar. A observacdo das células foi realizada num microscépio invertido
OLYMPUS CK-12 (Olympus Optical Co. Ltd., Japao).

13.1. Descongelacédo de células

As células PCCL3 foram criopreservadas numa solugcéo de congelag¢édo contendo
FBS e DMSO (Sigma-Aldrich) a 10% (v/v). O DMSO é um crioprotector, que reduz o
conteudo aquoso das células, evitando a formacéo de cristais de gelo, que levariam a
lise celular durante o processo de congelacdo. Os criotubos foram retirados do azoto
liquido e aquecidos a 37°C para que a descongelacao fosse rapida, de forma a evitar
danos na membrana celular. Para remover o crioprotector (DMSO), as células foram
lavadas em 15 mL de meio de cultura ndo suplementado. Centrifugou-se durante 6
minutos a 1200 rpm (Labofuge 400, Heraeus Centrifuge, Reino Unido, raio do rotor =
170 mm). Apds a centrifugacgéo, rejeitou-se o sobrenadante e ressuspenderam-se as
células em 20 mL de meio suplementado. De seguida, transferiu-se a suspensao
celular para um frasco de cultura (aproximadamente 2,5 x 10° células por frasco de
260 mm?; Corning Incorporated, EUA) e manteve-se a 37°C, em ambiente 5% CO,,

com o frasco na horizontal, uma vez que as PCCL3 séo células aderentes.

13.2. Propagacéo e expansdao de células

O meio de cultura foi renovado entre cada 3/4 dias, de modo a evitar saturacdo
do meio e insuficiéncia de nutrientes. As células foram regularmente transferidas para
novos frascos, quando confluentes.

Para expanséo das células, quando os frascos apresentaram confluéncia celular
elevada (80-90%), removeu-se o meio de cultura e lavaram-se as células com PBS
(-Mg?*/Ca*"), para remover residuos de FBS. O FBS possui na sua composic&o
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inibidores de proteases e catifes divalentes, que inibem a tripsina (Wang et al., 2008).
De seguida, adicionou-se tripsina-EDTA (GIBCO™) e agitou-se levemente o frasco, de
modo a cobrir todas as células com a tripsina, incubando posteriormente a 37°C
durante 5 minutos. A acgdo conjunta da enzima proteolitica tripsina e do EDTA,
permite dissociar as ligacdes entre as células e destas com a superficie do frasco
(passo necessario, visto serem células aderentes). Quando as células ja ndo se
encontravam aderentes, neutralizou-se a tripsina com o meio F12-C puro e
centrifugou-se de seguida a 1200 rpm (Labofuge 400, Heraeus Centrifuge) durante 6
minutos, a temperatura ambiente. As células foram entdo ressuspendidas em 10 mL
de meio de cultura suplementado e distribuidas por novos frascos de cultura, de modo
a ficarem com cerca de 5 x 10° células em 20 mL de meio suplementado em cada
frasco de 260 mm?®. Colocaram-se as células numa estufa de CO,, deixando o frasco

mal rolhado, de forma a permitir as trocas gasosas.

13.3. Contagem de células

Para determinar o numero de células em suspensao realizou-se uma diluicdo de
1:10 num tubo de 1,5 mL: 100 pL da suspensdo celular, 800 uL de PBS (-Mg?*/Ca?") e
100 pL de azul de tripano (Biochrom AG, Alemanha). O azul de tripano cora de azul o
nucleo das células mortas, porque estas apresentam lesdes na membrana celular,
tornando-se permeaveis a este composto. Colocaram-se 10 pyL da solugédo anterior
num hemocitémetro (0,100 mm, Neubauer Improved, Alemanha) e contaram-se as
células viaveis (refrigentes) e ndo viaveis (coradas). A concentracao celular (niGmero

de células por mL) foi determinada através da férmula:

n° médio de células contadas x 10 (factor de diluigdo) x 10*

13.4. Criopreservacéo de células

Transferiu-se o volume de suspens&o celular (com 5 x 10° células) para um tubo
de 50 mL e centrifugou-se a 1200 rpm (Labofuge 400, Heraeus Centrifuge) durante 6
minutos. De seguida, ressuspendeu-se o pellet celular em 1 mL de solucdo de
congelacéo (FBS e DMSO a 10% v/v) e transferiu-se para uma ampola de congelacdo
(Nunc, Reino Unido) em gelo. Colocou-se a ampola a -70°C durante 1 hora e

armazenou-se em azoto liquido (-180°C).

13.5. Optimizacéo das condi¢cdes de transfeccdo das células PCCL3

A eficiéncia de transfeccao foi determinada utilizando um vector de expressao,

com um gene codificante para a proteina green fluorescent protein (GFP) sob o
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controlo do enhancer de citomegalovirus/promotor de B-actina de galinha (pcAGGS-
AFP). Plaquearam-se 1x10° células em placas de 60 mm (Nunclon, Sigma-Aldrich) em
meio F12-C suplementado, sem antibiético. As optimiza¢bes de transfeccdo foram
realizadas variando a razéo de lipofectamina : plasmideo, num racio de 1:1,5a 1:3 e a
quantidade total de plasmideo entre 3 e 5 uL (pcDNA3 e pcAGGS-AFP, mantendo
constante a quantidade deste Gltimo; Lipofectamine™ 2000, Invitrogen™) (Quadro 3).
Vinte e quatro horas apds o plaqueamento, juntou-se o volume correspondente de
DNA plasmidico a 500 yL de OPTI-MEM (GIBCO™), homogeneizando gentilmente.
Preparou-se o volume correspondente de lipofectamina em 500 uyL de OPTI-MEM e
incubou-se 5 minutos a temperatura ambiente. De seguida, juntou-se o DNA diluido
com a lipofectamina e misturou-se gentilmente, incubando durante 20 minutos, a
temperatura ambiente, para permitir a formacdo de complexos Lipofectamina-DNA.
Entretanto, removeu-se 0 meio das placas, lavou-se com meio F12-C puro e juntou-se
novo meio F12-C suplementado, sem antibiotico. Apés os 20 minutos de incubacéo,
adicionaram-se 0s complexos as placas e agitou-se gentilmente. Incubou-se as células
na estufa de CO,, durante 6h para ocorrer a transfecgédo. Apos esse periodo de tempo,
substituiu-se o meio por novo meio F12-C suplementado, sem antibiético. Apds 24h,
recolheram-se as células e determinou-se a eficiéncia de transfecgdo, por analise de
citometria de fluxo (Fluorescence-activated cell sorting - FACS), no FACS Calibur (BD
Biosciences, EUA). Apés o teste de varias condi¢cdes, foram obtidas melhores
eficiéncias de transfeccdo com proporcdo de lipofectamina : DNA de 1:2,5 para um
total de 3 pg de plasmideo.

Quadro 3 — Condi¢8es para optimizacdo da transfecc¢éo de células PCCL3.

Condicéo 1 2 3 4 5 6 7 8 Controlo
Lipofectamina:DNA 1:15 1:2 1:25 1:3 1:15
Lipofectamina (ul) 4,5 75 6 10 7,5 12,5 9 15 4,5
pcDNAS3-5,4 kb (pg) 18 3.8 1.8 3,8 1.8 3,8 1,8 3,8 3

pCAGGS-AFP-5,54 kb (ug) 1,2 1,2 1,2 1,2 1,2 1,2 1,2 1,2
Total plasmideo (ug) 3 5 3 5 3 5 3 5 3

13.6. Estabelecimento de pools e clones de células PCCL3 com expressao
estavel de construcdes derivadas do plasmideo pcDNA3

As células PCCL3 foram transfectadas com 3 ug de cada um dos plasmideos
(pcDNA3, pcDNA3-FOXE1-14Ala, pcDNA3-FOXE1-16Ala e pcDNA3-FOXE1-16Ala-

A248G) e 7,5 pL de lipofectamina. Para preparagdo das pools de células com
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expressao estavel destes diferentes plasmideos, 48 horas apoés a transfeccgéo, iniciou-
se a seleccdo das células que apresentavam resisténcia a geneticina (G418, Sigma-
Aldrich). A selecgéo decorreu durante trés semanas. Para a preparacao dos clones de
células PCCL3 com expressao estavel dos plasmideos, 24 horas apdés a transfeccao,
dividiram-se as células em diluicdes 1:100, em placas de 60 mm marcadas na base
com quadriculas (8x8) com cerca de 0,16 cm? em meio F12-C suplementado, sem
antibiético. A selecgéo de células com expressédo estavel iniciou-se 24 horas apoés esta
diluicho. A geneticina foi utilizada na concentracdo final de 500 upg/mL para

estabelecimento das pools e dos clones.

13.7. Isolamento dos clones de células PCCL3 com expressado estavel de

construcdes derivadas do plasmideo pcDNA3

Quando se observaram cerca de 4 a 5 clones por 4 AT ™~
placa (diluicAo 1:100), assinalou-se a localizacdo dos // \\
clones a isolar. Removeu-se 0 meio da placa, lavou-se / a L \

e 3 2
duas vezes com 5 mL PBS (-Mg*/Ca?") e colocaram-se \ ) C) 1
cilindros de silicone sobre as regides onde se localizavam [\ o=\ /

. : . N @ /
os diferentes clones (Figura 14). Pressionou-se \\ //

N ]
gentilmente o cilindro com a pinga, para o cilindro aderir
Figura 14 -  Desenho

bem a placa e adicionou-se 20 pL de tripsina, incubando 5 i strativo do isolamento de
minutos a 37°C. Neutralizou-se com 50 pL de meio F12-C ~ ¢lones em placas de 60 mm
(quadriculas com 8x8 mm).

suplementado e transferiu-se para um pogo de uma placa

de 24 pocgos. Lavou-se o cilindro com mais 50 yL de meio e transferiu-se para o
mesmo pogo. Adicionou-se mais 400 uL de meio F12-C suplementado com geneticina
(500 pg/mL) ao pogo. Repetiu-se 0 mesmo procedimento para 0os outros clones a
isolar. Deste modo, estabeleceram-se clones que integravam de forma estavel no seu

genoma os diferentes plasmideos.

14. Ensaio de Proliferacdo Celular

O ensaio de proliferacdo celular foi realizado por contagem celular directa e por
andlise da incorporagdo de 5-bromo-2’-desoxiuridina (BrdU) no DNA durante a

replicacédo celular (ensaio de BrdU).

14.1. Contagem directa em hemocitometro

Para a contagem directa de células, plaquearam-se 2x10* células em placas de

60mm (Nunclon) em meio F12-C suplementado com geneticina. Os ensaios foram
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realizados em triplicado. A proliferagédo celular foi analisada por contagem de células,
as 48 horas (2 dias), 96 horas (4 dias) e 144 horas (6 dias). Em cada time-point as
células foram recolhidas e contadas de acordo com o protocolo que se segue:
removeu-se 0 meio de cultura e lavaram-se as células duas vezes com PBS
(-Mg**/Ca*"). Apbs remover o PBS (-Mg*/Ca?"), adicionaram-se 200 uL de tripsina e
incubou-se 5 minutos a 37°C. Neutralizou-se a tripsina com 185 yL de meio F12-C
puro com 2 % FBS e transferiram-se as células para um tubo de 1,5 mL. Lavou-se a
placa com mais 100 uL de meio F12-C puro com 2 % FBS e transferiu-se este volume
para 0 mesmo tubo. Adicionou-se ao tubo 15 pL de azul de tripano (stock) e
homogeneizou-se a suspensao celular. Transferiram-se 10 yL de suspensao celular
para um hemocitémetro (0,100 mm, Neubauer Improved) e contaram-se as células
vidveis e ndo viaveis. A concentragdo celular (n° de células por mL) foi determinada

pela férmula:
n°® médio de células contadas X factor de diluigéo x 10*

Ao valor obtido, multiplicou-se o volume de suspenséo celular (0,5 mL) para

calcular o nimero total de células.

14.2. Ensaio com BrdU

Para o ensaio com BrdU, plaquearam-se 1x10* células em placas de 96 pogos
(Nunclon) em meio F12-C suplementado (1% FBS) com 500 ug/mL de geneticina. Os
ensaios foram realizados em duplicado. Nos time-points de 48 horas (2 dias), 96 horas
(4 dias) e 144 horas (6 dias), a taxa de proliferacéo celular foi determinada através de
um método colorimétrico, usando o Cell Proliferation ELISA kit (Roche, EUA), de
acordo com o protocolo que se segue.

Em cada time-point, adicionou-se 10 pyL de BrdU labelling solution (10x
concentrado) e incubou-se 2 horas a 37°C. Apé6s esse tempo, removeu-se 0 meio e
adicionou-se 200 uL de FixDenat a cada poco, incubando durante 30 minutos a
temperatura ambiente, na auséncia de luz. Esta solucdo é composta por formaldeido
gue vai fixar as células. Apds 25 minutos, preparou-se a diluicdo de Anti-BrdU-POD
working solution (1x concentrada). Removeu-se o FixDenat e adicionou-se 100 pL de
Anti-BrdU-POD working solution, incubando durante 90 minutos a temperatura
ambiente, na auséncia de luz. Removeram-se 0s conjugados de anticorpo em excesso
e lavou-se o pogo trés vezes com 200 de Washing solution (1x concentrada).
Adicionou-se em seguida 100 pL de Substrate solution e incubou-se durante 15
minutos a temperatura ambiente, na auséncia de luz. Ao longo deste tempo de
incubacao, observou-se um aumento progressivo de intensidade de cor azul. Por fim,
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adicionou-se 25 pL de Stop solution, composta por H,SO, 2M para parar a reaccao.
Agitou-se a placa a 300 rpm (eppendorf Centrifuge 5810R) durante 1 minuto e
realizou-se a leitura das absorvéncias no aparelho “micro titer plate reader” (BIO-RAD
microplate reader, Reino Unido) num comprimento de onda a 450 nm, com
comprimento de onda de referéncia de 690 nm. Os dados foram analisados com o
software MPM6 (BIO-RAD, Reino Unido).

15. Ensaio de Viabilidade Celular

O ensaio com Violeta de Cristal é util para determinar a densidade relativa de
células em ades&o em placas de cultura. Foram plaqueadas 2x10° células em placas
de 24 pocos (Nunclon) em meio F12-C suplementado (1% FBS) com 500 pg/mL de
geneticina. Os ensaios foram realizados em triplicado, utilizando duas placas: uma que
foi irradiada e outra nao irradiada (controlo). Uma das placas foi irradiada com
radiagdo UV, 24h ap0s o plagueamento, durante 1 minuto. Apdés 24h, removeu-se 0
meio das placas irradiadas e néo irradiadas e lavaram-se as células duas vezes com
PBS (-Mg?*/Ca*"). Adicionou-se 250 uL de Violeta de Cristal (0,5% m/v, diluido com
etanol a 20% v/v) a cada poco e incubou-se durante 20 minutos, a temperatura
ambiente. Removeu-se o violeta de cristal e lavaram-se as células, por submersao das
placas em agua fria. Deixou-se secar 2h na camara de toxicos. Adicionou-se 350 pL
de acido acético (50%, v/v) para remover o corante das células. Transferiu-se 50 uL
para uma placa de 96 pocos para ler a absorvéncia no aparelho “micro titer plate
reader” (BIO-RAD microplate reader) nos comprimentos de onda 450 nm e 595 nm. Os
dados foram analisados com o software MPM6 (BIO-RAD).

16. Ensaio de Wound Healing

Marcaram-se previamente as placas de 35 mm
(Nunclon), com um tragco horizontal (Figura 15).
Plaguearam-se 2x10° células, em placas de 35 mm em meio
F12-C suplementado (1% FBS) com 500 pg/mL de

geneticina. Os ensaios foram realizados em triplicado. Apés

24h, realizou-se um scratch, isto é, uma ferida com uma F9ura 15 - Desenho
ilustrativo das placas de 35

ponta de micropipeta de 200 L estéril, e renovou-se 0 mm, usadas para o ensaio
. . . . L. ~ de wound healing.

meio. Assinalou-se a regido a fotografar, junto a interseccao

do scratch com o traco previamente realizado na placa. Fotografou-se a zona
assinalada, em time-points definidos: Oh, 3h, 6h, 9h, 24h, 27h, 30h e 54h. Utilizou-se o

software Imaged para medir as areas da “ferida” em cada imagem.
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17. Analise Estatistica

Os dados obtidos em varios replicados de experiéncias independentes foram
expressos como média + valores desvio padrédo. Para analisar os resultados obtidos,
utilizaram-se testes que permitissem a comparacdo de mais de 2 amostras
independentes. Para analise dos resultados do ensaio de proliferacdo, em que os
dados apresentavam diferencas significativas das variancias, utilizou-se o teste ndo
paramétrico Kruskall-Wallis e o post-test de comparacao multipla de Dunn. Para os
ensaios de viabilidade celular e para o ensaio de wound healing, utilizou-se o teste
paramétrico ANOVA e o post-test de Tukey.

Os dados foram analisados usando o software estatistico GraphPad Prism 4.0
(GraphPad Software, EUA). Valores de P < 0.05 foram considerados estatisticamente
significativos.
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V. RESULTADOS
1. Caracterizacao fenotipica das familias com FNMTC

No presente estudo, foram identificadas 60 familias com FNMTC, com um total
de 144 membros afectados com NMTC (Quadro VI do capitulo VIII — Anexos): 1
familia apresentava 5 doentes com NMTC (1,7%), 5 familias apresentavam 4 doentes
com NMTC (8,3%), 11 familias apresentavam 3 doentes com NMTC (18,3%) e as
restantes familias apresentavam 2 doentes com NMTC (71,7%). Nos 144 doentes, 0s
tumores mais frequentes foram os cPTC (n=106; 73,6%) e as restantes lesfes, que
incluiram os fvPTC, PTC misto, PTC variante de células altas, PTC variante
oncocitica, fvPTC variante oncocitica, FTC, FTC variante oncocitica e FTA variante
oncocitica, representavam apenas 26,4% dos tumores totais.

As familias mais numerosas apresentavam um modo de transmisséo
autossomico dominante. Nas familias mais pequenas (< 3 membros afectados), o

modo de transmissao ndo é ainda conhecido.

2. ldentificacdo de variantes genéticas nos genes NKX2-1,
FOXE1, HHEX e PAX8 em familias com FNMTC

As amostras de 60 probandos de familias com FNMTC foram sequenciadas para
os genes NKX2-1, FOXE1, HHEX e PAX8. Foram apenas sequenciados 4 dos 12
exdes do gene PAXS8, que codificam o paired domain deste factor de transcricdo. As
variantes foram identificadas por comparacdo com as sequéncias disponiveis nas

bases de dados ENSEMBL (www.ensembl.org) e NCBI (www.ncbi.nlm.nih.gov). As

variantes com uma frequéncia na populacdo < 1% foram designadas por variantes
raras, enquanto que as variantes com uma frequéncia = 1% foram designadas por
polimorfismos.

Neste estudo, foram identificadas 15 variantes genéticas nos genes FOXEL,
HHEX e PAX8, das quais 10 eram polimorfismos e 5 eram variantes raras, ainda nao
descritas nas bases de dados ENSEMBL, NCBI ou HapMap

(http://hapmap.ncbi.nim.nih.gov). No gene NKX2-1, ndo foram detectadas variantes

genéticas.

2.1. Polimorfismos nos genes FOXE1, HHEX e PAX8

A maioria das variantes genéticas identificadas neste estudo é comum na
populagdo Portuguesa e em outras populacdes descritas nas bases de dados
ENSEMBL, NCBI ou HapMap (Quadro 4).
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Quadro 4 — Variantes genéticas comuns identificadas em probandos de familias com FNMTC e
respectivas frequéncias alélicas.

Probandos de Controlos da Efeito
Familias populagéo Populagéo previsto
Variante FNMTC (n=60) Portuguesa (n= 80) Europeia** na
Gene genetica Frequéncia (%) Frequéncia (%) Frequéncia (%) Proteina
FOXE1 rs3021523 _ _ _
c.387T>C T=32,5 T=22,5 T=29,2 p.L129L
12 2,5 5,7 1
14 47,5 66,7 71,8
Poli-Ala 15 0.8 0 0
(n) 16 40,8 245 25,9
17 6,7 1,2 0,8
19 1,7 1,9 0,5
rs3021526 _ _ _
c.825C>T C=52,5 C=394 C=45,0 p.S275S
HHEX rs117639730 _ -
c-11G>A A=4,2 * A=1,2 -
rs113121942 _ -
C.318G>A A=0.8 * A=1,7 P.T106T
rs2275729 _ _
¢.541-29T>G G=9.2 ’ G=8.8 -
rs75992825 _ N _ i
PAX8 -3G>A (5'US) A=1,7 A=2,5
rs2084163 _ —
¢.-103G>C c=0.8 ’ c=0 )
rs1867763 _ _
C.25+24T>C C=17.5 i c=3l7 -
rs2277884 T=58 " T=75 )

c.25+197G>T

5US, 5 Upstream Sequence; n, nimero de individuos; poli-Ala, regido de polialaninas; -, ndo aplicavel. *N&o
determinada. **As frequéncias dos alelos apresentadas no quadro para a populacio Europeia foram obtidas na base
de dados HapMap (NCBI). As frequéncias dos alelos da regido de polialaninas sdo a média das frequéncias para a
populacao Europeia calculadas com base nos dados das populacdes controlo dos artigos Macchia et al., 1999 (Italia),
Tonacchera et al., 2004 (Italia), Watkins et al., 2006 (Eslovénia), Carré et al., 2007 (Franca), Santarpia et al., 2007

(Sicilia), Venza et al., 2009 (Italia), Szczepanek et al., 2011 (Ucrania). ***Apesar de o alelo C do rs2084163 do gene
PAX8 ser praticamente ausente da populagdo Europeia, este € considerado um polimorfismo porque na populagéo da
Africa Ocidental o alelo C apresenta-se com uma frequéncia de 5,9%.

Os polimorfismos rs3021523 e rs3021526 identificados no gene FOXEl e o
polimorfismo rs113121942 no gene HHEX representam altera¢des da Ultima base do
codao sem alteragéo do residuo de amino&cido codificado (substituicdo sinGnima).

Foram também identificados polimorfismos em regifes ndo traduzidas ou a
montante dos genes HHEX e PAX8. O polimorfismo rs75992825 localiza-se na regido
5'US (upstream sequence) do gene PAX8. O polimorfismo rs117639730 do gene
HHEX e o polimorfismo rs2084163 do gene PAXS8 localizam-se, respectivamente, 11 e

103 nucledtidos a montante do codao de iniciagdo. O polimorfismo rs2275729 localiza-
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se no intréo 1 do gene HHEX e os polimorfismos rs1867763 e rs2277884 localizam-se
no intrdo 2 do gene PAXS.

Em relacé@o a regido polimérfica que codifica residuos de polialaninas, no gene
FOXEL, observou-se que os alelos 12, 15, 17 e 19 estavam presentes em 11,7% dos
casos e 8,8% dos controlos da populagdo Portuguesa. Tal como previamente
observado para outras populagdes, na populagdo Portuguesa, os alelos 14 e 16 eram
0s mais frequentes, apresentando, respectivamente, as frequéncias de 47,5% e 40,8%
nos casos e de 66,7% e 24,5% nos controlos.

O estudo da associacdo entre os alelos 14 e 16 e outras variantes do gene
FOXE1 e o risco de cancro da tiréide esta a ser desenvolvido pelo grupo de
Endocrinologia Molecular, em séries mais numerosas de casos com FNMTC e
também em casos com NMTC esporadico. Este tema néo foi, no entanto, objecto de

estudo na presente dissertacao.

2.2. Variantes raras nos genes FOXE1, HHEX e PAX8

Neste estudo, foram identificadas 5 variantes raras nos genes FOXE1, HHEX e
PAX8, ainda n&o descritas na literatura ou nas bases de dados ENSEMBL, NCBI ou
HapMap. No Quadro 5, estdo descritas as variantes raras identificadas e o efeito
previsto da substituicdo do residuo de aminoacido na estrutura e na funcdo da
proteina pelo software PolyPhen e pelo software SIFT.

Quadro 5 - Variantes raras identificadas em probandos de familias com FNMTC e efeito
fenotipico previsto.

Probandos de Controlos da Efeito
Familias populagéo Outrrils previsto na
Variante FNMTC (n=60) Portuguesa (n=80) populacbes** funcdo da
Gene genética Freq. (%) Freq. (%) Freq. (%) proteina ***
FOXE1 p.A248G Possivelmente
€.743C>G 0.83 0.0 0.0 patogénica
HHEX -46C>A 0,83 * 0,0 -
p.G121S . Possivelmente
C.361G>A 0.83 0.0 patogénica
-42G>A .
PAX8 (5'US) 4,17 0,0 -
c.120+17 -
T>C 1,67 * 0,0

5'US, 5 Upstream Sequence; n, nimero de alelos (= 2n cromossomas); Freq., Frequéncia; -, ndo aplicavel. * O estudo
das variantes dos genes HHEX e PAX8 em controlos normais da popula¢do Portuguesa estd em curso. ** Bases de
dados ENSEMBL, NCBI ou HapMap. *** Software PolyPhen e software SIFT.
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2.2.1. Variante -46 C>A no gene HHEX

No gene HHEX, foi identificada uma variante que consiste na transversao de
uma citosina para uma adenina (C>A), localizada 46 nucle6tidos a montante do codao
de iniciagdo do gene, na regido nao traduzida. A variante foi identificada no probando
da familia 8 (em heterozigotia) e ainda ndo foi descrita nas bases de dados
ENSEMBL, NCBI ou HapMap.

2.2.2. Variante -42 5’US no gene PAXS8

No locus PAXS8, foi identificada uma variante que consiste na transicdo de uma
guanina para uma adenina (G>A), localizada 42 nucleétidos a montante do inicio do
gene (5’ upstream sequence). A variante foi identificada em 5 probandos de familias
com FNMTC e ainda n&o foi descrita nas bases de dados ENSEMBL, NCBI ou
HapMap.

2.2.3. Variante c.120+17 no gene PAXS8

No gene PAXS, foi identificada uma variante que consiste na transicdo de uma
timina para uma citosina (T>C), localizada no nucle6tido 17 do intrdo 1. A variante foi
identificada em 2 probandos de familias com FNMTC e ainda n&o foi descrita nas
bases de dados ENSEMBL, NCBI ou HapMap.

2.2.4. Variante p.A248G no gene FOXE1

2.2.4.1. Estudo de segregacdo da variante p.A248G na familia 25

Uma nova variante genética no gene FOXE1 (Figura 16), ainda ndo descrita na
literatura ou nas bases de dados ENSEMBL, NCBI ou HapMap, foi detectada em
heterozigotia no probando (IlI-16) da familia 25, que apresentava um cPTC, multifocal,
com metastases ganglionares. Esta variante localiza-se no codao 248 deste gene e
consiste na transversdo de uma citosina para uma guanina (c.743C>G). E esperado
gue esta alteracdo no codao 248 conduza a substituicdo do residuo de alanina por um
residuo de glicina (p.A248G). Esta variante genética ndo estava presente em 80
controlos normais, ndo sendo por isso um polimorfismo comum na populacdo

Portuguesa.
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Nimero do Codéao 248 Numero do Codéo 248
Aminoacido WT Ala Aminoacido MUT Gly
Nucleétido WT GCC Nucleétido MUT GGC

Figura 16 — Sequenciagdo do exdo 1 do gene FOXE1 num controlo normal (imagem a esquerda) e no
caso index da familia 25, portador de uma variante ¢.743C>G (imagem a direita), que devera conduzir a
substituicdo de um residuo de alanina por um residuo de glicina no codédo 248 (p.A248G). A seta assinala
a localizacao da variante.

De acordo com o software SIFT, o residuo de alanina do codado 248 foi
conservado na evolugdo, sugerindo que a variante detectada no gene FOXEL afecta a
fungéo da proteina (Figura | do capitulo VIII — Anexos). Para averiguar se esta variante
esta envolvida na tumorigénese na tiréide, efectuaram-se estudos funcionais, cujos
resultados estéo descritos na seccao 3 deste capitulo.

Para investigar se esta variante segregava com a doenga na familia, procedeu-
se a sequenciacdo do gene FOXEL nos restantes familiares (Figura 17). A analise das
sequéncias obtidas revelou que, para além do probando (llI-16), 3 familiares
apresentavam a variante (individuos IlI-7, 11I-8 e 111-15). O individuo IlI-7 apresentava
um fvPTC, entre outras neoplasias (adenoma da paratiréide, linfoma, carcinoma
basocelular e carcinoma da préstata), o individuo 111-8 apresentava um carcinoma do
ovario e o individuo 11l-15 apresentava um cPTC com metastases ganglionares. A

variante p.A248G nao foi detectada na méae do probando (11-8), que apresentava bdcio.
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Figura 17 — Arvore genealdgica da familia 25. Resultado do estudo de segregacdo de marcadores
polimorficos do locus FOXE1.

2.2.4.2. Estudo de segregacéo da variante p.A248G num caso aparentemente esporadico
de cancro da tiréide (familia 25A)

A variante p.A248G no gene FOXEL1 foi identificada num doente (individuo 1lI-5
da familia 25A) (Figura 18) com cPTC com metastases ganglionares, aparentemente
esporadico, analisado no contexto dos estudos de associacdo das variantes do gene
FOXE1. O estudo de segregacdo mostrou que a variante tinha sido herdada por via
paterna, sendo o pai do probando assintomatico. A variante p.A248G néo foi detectada
na mae do probando (ll-4), que apresentava bocio. Tratando-se de uma variante rara,
investigou-se se as duas familias teriam uma ascendéncia comum. Deste modo,

estudou-se a segregacao de 16 marcadores polimérficos localizados no locus FOXEL,
nas duas familias (Quadro 6).
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Figura 18 — Arvore genealdgica da familia 25A. Resultado do estudo da segregagdo de marcadores

polimérficos do locus FOXEL1.

Os estudos de segregacdo mostraram que os probandos das duas familias

partiihavam o mesmo haplotipo entre os marcadores rs965513 e D9S180, inclusive, o

que poderia sugerir uma ascendéncia comum para as duas familias (Quadro 6). No

entanto, resultados preliminares dos estudos de associacdo das variantes do gene

FOXE1 com cancro de tirdide, na populagdo Portuguesa, mostraram que existe

desequilibrio no linkage (linkage disequilibrium) para os marcadores localizados entre

0 rs965513 e 0 rs3021526, apresentando este haplotipo (inferido) uma frequéncia nos

casos de 0,316 e de 0,150 nos controlos. Esta em curso a analise da frequéncia do
alelo 217 do marcador D9S180.
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Quadro 6 - Segregacédo do haplotipo afectado no locus FOXEL nas familias 25 e 25A.

Locus FOXE1 Posicdo (Mb) Marcador Familia 25 Familia 25A
Regi&o 5’ 99,040 D9S1786 210 196
upstream 99,571 D9S1851 144 144
Sequence 100,170 D9S971 I 117

100,556 rS965513 LA Al

Promotor 100,616 57849497 G G |
100,616 rs1867277 LA A

100,616 rs1867278 e c |

100,616 rs1867279 DT T !

100,616 rs1867280 e G !

Gene 100,617 rs3021523 LT T
100,617 Ala(n) |16 16 !

100,617 ¢.743C>G’ | G G !

100,617 rs3021526 e C i

Regigo 3’ 100,650 D9S180 | 217 217 !
downstream 101,410 D9S763 380 370
Sequence 101,751 D9S272 196 196
102,058 D9S176 128 126

* p.A248G

2.2.5. Variante p.G121S no gene HHEX

A sequenciagdo do gene HHEX permitiu detectar uma nova variante genética
(em heterozigotia) no probando (llI-2) da familia 55. Esta variante consiste na
transicdo de uma guanina para uma adenina (c.361G>A) no coddo 121 deste gene
(Figura 19), sendo esperado que conduza a substituicdo de um residuo de glicina (Gly)
por um residuo de serina (Ser). A variante p.G121S néo se encontra descrita nas
bases de dados ENSEMBL, NCBI ou HapMap, o que indica que ndo é um
polimorfismo comum na populagdo. Estd em curso o estudo da frequéncia desta

variante na populacdo Portuguesa.

Numero do Codéo 121 Numero do Codéo 121

Aminoacido WT Gly Aminoacido MUT  Ser

Nucleétido WT GGT Nucleétido MUT AGT
i & i o i 7 & £ & T

Figura 19 - Sequenciacao do exdo 1 do gene HHEX num controlo normal (imagem a esquerda) e no caso
index da familia 55, portador de uma variante ¢.361G>A (imagem a direita), que devera conduzir a
substituicdo de um residuo de glicina por um residuo de serina no coddo 121 (p.G121S). A seta assinala
a localizacao da variante.
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De acordo com o software PolyPhen, o residuo de glicina do coddo 121 foi
conservado ao longo da evolucéo, sugerindo que a variante detectada no gene HHEX
€ “possivelmente patogénica” (Figura Il do capitulo VIII — Anexos).

A transicdo ¢.361G>A afecta a ultima base do exdo 1 do gene HHEX. Estudos
anteriores mostraram que este tipo de alteracdo podera afectar o mecanismo de
splicing (Ozkara & Sandhoff, 2003). A analise da variante c.361G>A, utilizando 3
softwares de previsdo de sitios de splicing, mostrou que esta poderia abolir um donor
splice site (Quadro 7). Estd em curso o estudo do cDNA do gene HHEX neste doente
por RT-PCR.

Quadro 7 — Resultado da analise da variante ¢.361G>A, através de trés softwares de previsao
de sitios de splicing.

Score
HHEX BDGP NetGene2 ASSP
WT 0,99 1,00 10,08
c.361G>A 0,59 0,82 512

BDGP - http://www.fruitfly.org/seq_tools/splice.html
NetGene2 - http://www.cbs.dtu.dk/services/NetGene2/
ASSP - http://www.es.embnet.org/~mwang/assp.html

Nesta familia, o probando (IlI-2) apresentava um cPTC e bd6cio multinodular, o
individuo 111-3 apresentava um cPTC multifocal e bocio multinodular e o individuo 11-3

apresentava um carcinoma do estdmago (Figura 20).

1] D J ‘;/\ Legenda:
2 3

1 4 5 [ Homem F] carcinona papibrcbssio
QO Mulker ] carcinona papilrvarants folcular
¢ Sexo :
" desconhecido . pocKincd 1K
v Outras neophsas
IV / Fakcido G
w Probando

?  DRegnostio ainda
rdo confirmado
% varants p.G121s

Figura 20 — Arvore genealdgica da familia 55.

Para investigar se a variante p.G121S segregava com a doenca na familia,
sequenciou-se o individuo 1lI-2 e verificou-se que também apresentava a variante.

Num préximo passo, serdo estudados os pais e restantes irmaos do probando.
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3. Estudos funcionais da variante p.A248G do gene FOXEL1

Para investigar qual o papel da variante p.A248G no gene FOXEl na
tumorigénese na tirdide desenvolveram-se estudos funcionais, usando como modelo
células PCCL3. Estas células sao de tiréide normal de Rattus norvegicus (gentilmente
cedidas pelo Professor Dumont, Institut de Recherche Interdisciplinaire en Biologie
Humaine et Moléculaire, Faculté de Médecine, Université Libre de Bruxelles, Bélgica).
As culturas de células foram mantidas numa estufa a 37°C, em ambiente de 5% CO,,
e em meio de cultura F12-Coon’s modified, suplementado com 5% (v/v) de FBS, TSH,
apo-transferrina, antibiético-antimicotico, fungizona/anfotericina B e L-glutamina. Nos
préximos capitulos, sempre que for referido meio F12-C suplementado, significa que
este apresentava a composicdo acima descrita.

3.1. Optimizagao da confluéncia celular

Este estudo permitiu a optimizacdo do numero de células a utilizar, para obter
diferentes confluéncias celulares, num periodo de 4 dias (24 a 96 h). Plaquearam-se
diferentes quantidades de células em placas de 60 mm, em meio F12-C suplementado
(Figura 21).
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90% -
80% -
70% -
60% -
50% -
40% -
30% -
20% -
10% -

0% -

H 24h
1 48h
m72h
H 96h

Confluéncia celular

5 5 5 5 6 6
1.0x10 2.5x10 5.0x10 7.5x10 1.0x10 2.0x10
Células

Figura 21 — Estudo da confluéncia celular num periodo de 4 dias (24-96h), utilizando varias quantidades
iniciais de células PCCL3.

Com base neste estudo, foi possivel seleccionar o nimero de células a plaquear,

para a obtencao da confluéncia apropriada, nos diferentes ensaios funcionais.
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3.2. Determinacgao da curva dose-resposta a geneticina

A geneticina € um antibiético que bloqueia a sintese polipeptidica das células
procaridticas e eucariéticas. O plasmideo pcDNA3 possui um gene que confere
resisténcia a geneticina, o que permite as células transfectadas com este plasmideo
proliferarem normalmente em meio com este antibidtico. Para averiguar a
concentracdo Optima de geneticina para a seleccdo das células resistentes
(transfectadas de forma estavel), testou-se o efeito de diferentes concentracfes deste
antibiotico (entre 0 a 1000 pg/mL), em células PCCL3 (Figura 22). Para este estudo,
plaguearam-se 2,5x10° células PCCL3, em placas de 60 mm, em meio F12-C

suplementado.

100% - Geneticina
90% (ng/mL)
80% -
70% -
60% -
50% -
40%
30%
20%
10%

0%

mO

H 100
m 250
H 500
H 750
1000

Confluéncia celular

Dial Dia2 Dia3 Dia5 Dia6 Dia7 Dia8 Dia9 Dial0

Figura 22 — Curva dose-resposta a geneticina de células PCCL3, num periodo de 10 dias.

Este teste de dose-resposta das células PCCL3 a geneticina foi essencial para a
posterior preparacao de pools e clones destas células, com expressado estavel de
diferentes construcbes derivadas do plasmideo pcDNA3. A concentracdo 6ptima da
geneticina deve eliminar as células sem resisténcia a geneticina, em cerca de 1 a 3
semanas, e ndo devera ser toxica para as células que integraram de forma estavel o
plasmideo pcDNA3 no seu genoma. A dose seleccionada para ser utilizada nos

ensaios subsequentes foi de 500 pg/mL.

3.3. Optimizacgao das condi¢fes de transfeccdo de células PCCL3

Para optimizag&o das condi¢fes de transfeccdo de células PCCL3, testaram-se
diferentes volumes de lipofectamina e quantidades totais de plasmideo (pcDNA3 e
pcAGGS-AFP), num racio de 1:1,5 a 1:3. A eficiéncia de transfeccao foi determinada

utilizando, nas diferentes condi¢cdes, a mesma quantidade (1,2 pg) de um vector de
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expressdo da proteina GFP (pcAGGS-AFP). A quantidade de plasmideo pcDNA3
variou entre 1,8 e 3,8 ug. Na placa controlo, as células foram transfectadas com a
menor propor¢do de lipofectamina : plasmideo (1:1,5) e na auséncia de pcAGGS-AFP.

Por citometria de fluxo (Fluorescence-activated cell sorting - FACS), analisou-se
a eficiéncia de transfecgéo (Figura 23):

50% 1
45% A
40% A
35% A
30% A
25%
20%
15% 1
10% 1
5% A
0%

Eficiéncia de transfeccao

N T e T T e oy

3pg | Spg | 3pg | Swg | 3mg | Sug | 3pg | Sug | 3pg Quantidade de plasmideo
1:15 12 12,5 13 1:15 | Proporgdo de Lipofectamina: plasmideo

Figura 23 — Eficiéncia de transfeccdo, ap6s 48h, para diferentes quantidades de plasmideo e diferentes
proporcdes de lipofectamina: plasmideo, determinada por FACS. Nao foi possivel determinar a eficiéncia
para 5 pg de plasmideo na proporcao 1:1,5 de lipofectamina : plasmideo.

O teste das diferentes condi¢ges mostrou que a melhor eficiéncia de transfecgéo
era obtida com proporcao de lipofectamina : plasmideo de 1:2,5, para um total de 3 ug

de plasmideo.

3.4. Preparacdo de pools de células PCCL3 com expressdo estavel de

construcdes derivadas do plasmideo pcDNA3

Para avaliar as consequéncias funcionais da variante p.A248G, as células
PCCL3 foram transfectadas com os seguintes plasmideos: plasmideo pcDNA3 vazio
(sem o gene FOXE1), plasmideo pcDNA3-FOXE1-14Ala que expressa a proteina
FOXE1 wild type (WT) com 14 residuos de alaninas, plasmideo pcDNA3-FOXE1-
16Ala que expressa a proteina FOXE1 wild type com 16 residuos de alaninas. Por
mutagénese dirigida (in vitro) baseada em PCR, obteve-se o plasmideo pcDNA3-
FOXE1-16Ala-A248G que expressa 0 mRNA do gene FOXE1l com a variante
€.743C>G, que é traduzido para a proteina com a variante A248G. No texto que se
segue serdo utilizadas as seguintes abreviaturas para os plasmideos: pcDNA3
(plasmideo pcDNA3 sem o gene FOXE1), 14 WT (pcDNA3-FOXE1-14Ala), 16 WT
(PcDNA3-FOXE1-16Ala) e 16 MUT (pcDNA3-FOXE1-16Ala-A248G).
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Seleccionaram-se as células com expressdo estavel dos diferentes plasmideos
com geneticina a 500 uyg/mL durante 18 dias e obtiveram-se as respectivas pools

celulares.

3.5. Isolamento de clones de células PCCL3 com expressao estavel de
construcdes derivadas do plasmideo pcDNA3

Apbés a obtencdo das pools, isolaram-se clones de células PCCL3 com
expressao estavel dos diferentes plasmideos, referidos na seccéo anterior. Nos clones
isolados, amplificou-se por RT-PCR e sequenciou-se o gene FOXE1l humano. Os
clones que integraram o plasmideo pcDNA3 vazio ndao apresentaram expressao do
gene FOXE1 (humano) na analise por RT-PCR, como esperado (Quadro 8). Alguns
dos clones 14 WT, 16 WT e 16 MUT foram eliminados por ndo apresentarem

expressao do gene FOXEL.

Quadro 8 — Clones com expressédo estavel dos diferentes plasmideos. Analise de RT-PCR e
sequenciacao do gene FOXE1.

Expressao do FOXE1
Plasmideo Clone (#) gene FOXE1 rs3021523 Poli-Ala, ¢.743C>G rs3021526

pPcDNA3 1 =
2 -
3 -
14 WT 2 + C 14 C T
3 + C 14 C T
16 WT 2 4 T 16 C C
3 + T 16 C Cc
16 MUT 9 4 T 16 G C
4 + T 16 G Cc

+, Positivo; -, Negativo; #, nimero do clone; Poli-Ala,, nimero de residuos de polialaninas. Os clones assinalados a
sombreado foram utilizados nos estudos funcionais subsequentes.

Entre os clones isolados, o clone pcDNA3 #1, o clone 14 WT #2, o clone 16 WT
#2 e o clone 16 MUT #9 foram utilizados nos estudos funcionais descritos nas sec¢des

seguintes.

3.6. Ensaios de Proliferagcdo Celular

Uma das principais caracteristicas das células tumorais € a vantagem
proliferativa (Hanahan & Weinberg, 2000). O tempo de replicagdo das células PCCL3
é de 24h (Fusco et al., 1987). Neste estudo, avaliou-se a capacidade proliferativa das
células transfectadas de forma estavel com os varios plasmideos, por contagem

directa em hemocitometro e pela incorporacéo de BrdU.
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3.6.1. Contagem de células em hemocitometro

Plaquearam-se 2x10* células dos clones pcDNA3 #1, 14 WT #2, 16 WT #2 e 16
MUT #9, em placas de 60mm, em meio F12-C suplementado, com 500 pug/mL de
geneticina (Figura 24). As células foram colhidas e contadas nos seguintes time-
points: 48 horas (2 dias), 96 horas (4 dias) e 144 horas (6 dias).

A 70+
--#- pcDNA3 clone 1
= 60+ -4 14 WT clone 2
S 504 --¥-- 16 WT clone 2
o 40- -+ 16 MUT clone 9
© 5 ¥
= 304
- 204 R X
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Figura 24 - Efeito da variante p.A248G no gene FOXE1l na proliferacdo celular. (A) Ensaio de
proliferacdo celular para os clones pcDNA3 #1, 14WT #2, 16 WT #2 e 16 MUT #9, por contagem directa
em hemocitémetro nos time-points 48 horas (B), 96 horas (C) e 144 horas (D). As barras de erro indicam
o desvio padrdo. Valores correspondentes a média de 8 replicados, em 3 ensaios independentes.Para o
clone 16 MUT #9 foi eliminado um dos ensaios, sendo a representagdo correspondente a média de 5
replicados. Os dados foram analisados pelo teste ndo-paramétrico Kruskal-Wallis e os valores de P < 0.05
foram considerados como estatisticamente significativos.

Os clones 14 WT #2 e 16 MUT #9 apresentaram uma proliferagdo celular mais
elevada do que os clones pcDNA #1 e 16 WT #2, nos time-points de 96 e 144 horas
(Figura 24C e D). No entanto, apenas o clone 14 WT #2 apresentou uma diferenca na
proliferacdo celular estatisticamente significativa, em relagéo ao controlo (pcDNA3 #1)
as 96h (P < 0.01) e 144h (P < 0.001) (Figura 24C e D). A elevada taxa de proliferacdo
observada para o clone 14 WT #2 sera discutida na seccao 3.9 deste capitulo.

A proliferagdo do clone 16 WT #2 foi significativamente mais baixa que a dos

restantes clones no time-point 96 e 144 horas (Figura 24C e D).
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3.6.2. Ensaio com BrdU

A incorporacao de BrdU (analogo da timidina) no DNA, na fase S do ciclo celular
pode ser utilizada como um indicador da proliferacéo celular, através da deteccao por
um anticorpo. Plagquearam-se 1x10* células dos clones pcDNA3 #1, 14 WT #2, 16 WT
#2 e 16 MUT #9, em placas de 96 pocos, em meio F12-C suplementado, com 500
pg/mL de geneticina (Figura 25). As células foram colhidas e o ensaio de BrdU foi

realizado nos time-points de 48 horas (2 dias), 96 horas (4 dias) e 144 horas (6 dias).
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Figura 25 — Efeito da variante p.A248G no gene FOXEL na proliferacdo celular. Ensaio de proliferagao
celular dos clones pcDNA3 #1, 14WT #2, 16 WT #2 e 16 MUT #9, por incorporagdo de BrdU, nos time-
points 48 horas, 96 horas e 144 horas. As barras de erro indicam o desvio padrdo. Valores
correspondentes a média de 3 replicados de um ensaio.

O ensaio com BrdU demonstrou uma maior sintese de DNA nas células do clone
14 WT #2, comparativamente com o controlo (clone pcDNA3 #1) e os restantes
clones, sugerindo uma vantagem proliferativa. O clone 16 MUT #9 apresentou uma
capacidade proliferativa superior a do controlo e do clone 16 WT #2. Este ensaio
apenas foi realizado uma vez (3 replicados), sendo estes dados insuficientes para

andlise estatistica.

3.7. Ensaios de Viabilidade Celular

Para além da vantagem proliferativa, outra alteracdo que pode conduzir a
transformacdo neoplasica € a resisténcia & morte celular programada (Hanahan &
Weinberg, 2000). A radiacdo UV pode provocar danos no DNA, produzindo efeitos
deletérios e conduzindo a apoptose da célula (Carvalho et al., 2003). O ensaio com
Violeta de Cristal permite obter informacg&o quantitativa sobre a densidade relativa de

células em adesao (viaveis).
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Para este ensaio, plaquearam-se 2x10° células dos clones pcDNA3 #1, 14 WT
#2, 16 WT #2 e 16 MUT #9, em placas de 24 pocos, em meio F12-C suplementado
(1% FBS), com 500 pyg/mL de geneticina. Para cada clone, uma placa foi irradiada com
UV, 24h apés plagueamento, durante 1 minuto, e uma segunda placa (controlo) n&o foi
irradiada. As células foram recolhidas 24h apoés irradiagdo e a viabilidade celular
determinada (Figura 26).

p=0.001
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Figura 26 — Efeito da variante p.A248G no gene FOXE1 na viabilidade celular. A viabilidade celular nos
clones pcDNA3 #1, 14WT #2, 16 WT #2 e 16 MUT #9 foi determinada por ensaio de Violeta de Cristal. A
viabilidade celular foi calculada através da razdo entre a absorvéncia das células viaveis (em adeséo),
24h apds irradiagdo com UV, e a absorvéncia das células controlo (ndo irradiadas) (representada em
percentagem). As barras de erro indicam o desvio padrdo. Valores correspondentes & média de 6
replicados, em 3 ensaios independentes. Os dados foram analisados pelo teste paramétrico ANOVA e os
valores de P < 0.05 foram considerados como estatisticamente significativos.

O ensaio de viabilidade celular mostrou que, com 1 minuto de irradiagdo UV, a
viabilidade das células do clone 16 MUT #9 e do clone pcDNA3 #1 diminuiu cerca de
50%, ndo se observando diferencas significativas na viabilidade celular entre estes
dois clones.

A viabilidade das células do clone 14 WT #2 foi significativamente mais elevada
do que as células do controlo (clone pcDNA3 #1, P < 0.05) e do clone 16 WT #2 (P <
0.001). O clone 16 WT #2 apresentou uma viabilidade significativamente mais baixa

que a dos restantes clones (P < 0.001).

3.8. Ensaios de Wound Healing

A capacidade de migracao possibilita as células deslocarem-se para locais onde
0 espaco ndo é limitante e onde ha maior acessibilidade a nutrientes (Hanahan &
Weinberg, 2000). Neste ensaio, estudou-se a capacidade de migracdo através da
reparacdo de uma lesdo realizada na monocamada de células (ensaio de wound

healing).
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Plaguearam-se 2x10° células dos clones pcDNAS3 #1, 14 WT #2, 16 WT #2 e 16
MUT #9, em meio F12-C suplementado (1% FBS), com 500 ug/mL de geneticina, em
placas de 35 mm. A lesdo na monocamada celular foi realizada 24h apés o
plagueamento, com uma ponta de micropipeta. Fotografou-se uma regido lesada nos
time-points Oh, 3h, 6h, 9h, 24h, 27h, 30h e 54h (Figura 27).
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Figura 27 — Efeito da variante p.A248G no gene FOXE1l na migragdo celular. (A) Quantificagcdo da
migracgéo celular através de ensaio de wound healing. A area ocupada da lesdo (%) nos clones pcDNA3
#1, 1AWT #2, 16 WT #2 e 16 MUT #9 foi determinada nos time-points Oh, 3h, 6h, 9h, 24h, 27h, 30h e 54h.
Area ocupada da lesdo (%) nos 4 clones nos time-points 24h (B), 27h (C), 30h (D) e 54h (E). A area
ocupada da lesdo foi calculada através da razdo entre a area em cada time-point e a &rea inicial
(percentagem). As areas foram determinadas utilizando o software ImageJ. As barras de erro indicam o
desvio padrdo. Valores correspondentes a média de 7 replicados, em 3 ensaios independentes. Os dados
foram analisados pelo teste paramétrico ANOVA e os valores de P < 0.05 foram considerados como
estatisticamente significativos.
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54 h

1 T clone 2

Figura 28 — Migracao celular (in vitro) dos clones pcDNA3 #1, 14WT #2, 16 WT #2 e 16 MUT #9 apos a
realizacdo da lesdo (tempo 0) e as 54h (formacdo da monocamada no clone 16 MUT #9). Amplificacéo de
100x.

O clone 16 MUT #9 apresentou um restabelecimento da monocamada de células
as 54 horas (Figura 28). No ensaio de wound healing, nos time-points 24h, 27h, 30h e
54h, apenas o clone 16 MUT #9 apresentou uma capacidade de reparagéo da regiao
lesada e restabelecimento da monocamada de células significativamente mais elevada
gue os restantes clones [pcDNA #1 (P < 0.001, para os 4 time-points) e 16 WT #2 (P <
0.001, para os 4 time-points) e 14 WT #2 (P < 0.05 para os time-points 24h e 30h, P <
0.01 para os time-points 27h e 54h)].

Estes resultados sugerem que a variante p.A248G no gene FOXELl podera

promover a migracao celular.

3.9. Estudo do nivel de expressao do gene FOXE1 nas pools e clones com

expressao estavel de constru¢cdes derivadas do plasmideo pcDNA3

A expressédo do gene FOXEL nas pools e clones 14 WT, 16 WT e 16 MUT foi
analisada através de gRT-PCR. Os niveis de expressao relativos do gene FOXE1
humano nas diferentes células foram normalizados em relacdo aos niveis de
expressao de um controlo enddgeno (B-actina) e a expressao do clone 14WT #3
(calibrador).

O clone 14 WT #2, utilizado nos estudos funcionais descritos nas seccdes
anteriores, apresentou uma expressao do gene FOXE1 muito superior a dos restantes

clones (Figura 29). Nos clones analisados nos estudos funcionais, a expressao do
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clone 14 WT #2 foi cerca de 36 vezes superior a do clone 16 WT #2 e cerca de 4
vezes superior a do clone 16 MUT #9.

O clone 14 WT #2 apresentou ainda uma expressdo de FOXE1 muito superior
ao da pool de células 14 WT. O mesmo foi observado para o clone 16 MUT #9, que
apresentou uma expressdo de FOXEL cerca de 7 vezes superior a expressao da pool
de células 16 MUT.
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Figura 29 — Niveis de expresséo relativos do gene FOXE1 humano em pools e clones com expressdo
estavel de diferentes plasmideos, contendo o gene FOXE1l humano. Os niveis de expressdo foram
determinados por gRT-PCR e normalizados em relagdo aos niveis de expressdo de um controlo
enddgeno (B-actina) e & expresséo do clone 14WT #3 (calibrador). Valores correspondentes a média dos
triplicados. * Clones utilizados nos estudos funcionais.
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V. DISCUSSAO

Os carcinomas da tiréide s@o as neoplasias mais comuns do sistema endécrino,
representando 1-3% de todos os casos de cancro (DeLellis et al., 2004). Os mais
frequentes tém origem nas células foliculares, sendo designados por NMTC. As
formas familiares de NMTC (FNMTC) representam 3-7% de todos os casos de NMTC
(Grossman et al., 1995; Loh, 1997; Canzian et al., 1998; Hemminki et al., 2000;
Maxwell et al., 2004; Malchoff & Malchoff, 2006; Nose, 2008; Bonora et al., 2010).

Por andlise de linkage, abrangendo todo o genoma, identificaram-se varias
regides de susceptibilidade para FNMTC (1p13.2-g21, 1921, 2921, 6922, 8p23.1-p22,
8024, 14931, 19p13.2), sendo a hereditariedade, na maioria das familias, autossémica
dominante, com penetrancia incompleta (Loh, 1997; Canzian et al., 1998; Delellis et
al., 2004; Sturgeon & Clark, 2005; Malchoff & Malchoff, 2006; Nose, 2008; Moses et
al., 2011). O envolvimento de distintas regides cromossOmicas sugere a existéncia de
heterogeneidade genética para o FNMTC. No entanto, ainda ndo foram identificados
0s genes responsaveis (DeLellis et al., 2004; Malchoff & Malchoff, 2006; Moses et al.,
2011).

Alguns dos genes candidatos para a disgénese da tirdide sdo factores de
transcricdo expressos durante a fase inicial da formacéo, migracéo e diferenciagcéo da
tiréide (Pasca di Magliano et al., 2000; Al Taji et al., 2007). O estudo de ratinhos
knock-out para os factores de transcricdo NKX2-1, FOXE1, HHEX e PAX8 revelou um
papel critico destes genes na organogénese e manutengdo da arquitectura normal e
fungéo da tirdide diferenciada (Hanahan & Weinberg, 2000; Puppin et al., 2004; Al Taji
et al., 2007).

Genes que codificam factores de transcricdo envolvidos na diferenciagdo celular
durante a embriogénese podem, se desregulados, contribuir para a tumorigénese
(Hanahan & Weinberg, 2000; Puppin et al., 2004). Este envolvimento foi ja observado
para varios genes da familia PAX, FOX e NKX-2, em diferentes tipos de cancro
(Muratovska et al., 2003; Myatt & Lam, 2007).

Recentemente, dois grupos de investigacdo independentes identificaram uma
associacao entre polimorfismos dos loci NKX2-1 e FOXE1L e a susceptibilidade para o
cancro da tiréide esporadico (Gudmundsson et al., 2009; Landa et al., 2009). O estudo
de um candidato funcional — o gene NKX2-1 — conduziu a recente identificacao de uma
mutacao germinal em duas familias com FNMTC, constituindo a primeira evidéncia da
associacao entre este factor de transcricdo e a susceptibilidade para o cancro da

tiréide familiar (Ngan et al., 2009).
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O estudo directo de genes candidatos constitui uma abordagem alternativa ao
mapeamento genético, para a identificacdo de genes que conferem susceptibilidade
para o FNMTC.

Tendo em conta as evidéncias atras descritas, neste trabalho realizou-se uma
extensa pesquisa de variantes genéticas nos genes que codificam os factores de
transcricdo NKX2-1, FOXE1l, HHEX e PAXS8, através da sequenciacdo do DNA
constitucional dos probandos de 60 familias com FNMTC, uma das séries de familias
mais numerosas a nivel mundial. Num total de 144 membros afectados com NMTC, os
tumores mais frequentes foram os PTC.

As familias consideradas para este estudo apresentavam dois ou mais
individuos afectados com cancro da tirdide. No caso da familia 17, o probando
apresentava um FTC, de variante oncocitica, e MNG, com transformag&o oncocitica e
o irmdo deste probando apresentava um FTA, de variante oncocitica e nédulo
hiperplasico. Apesar de ndo obedecer completamente aos critérios, esta familia foi
considerada neste estudo, devido a presenca de nodulos hiperplasicos em ambos os
individuos e a idade de aparecimento relativamente precoce em individuos do sexo

masculino (31 anos no probando e 28 anos no seu irmao).

Neste estudo, foram identificadas 15 variantes genéticas nos genes FOXEL,
HHEX e PAX8, que incluiam 10 polimorfismos e 5 variantes raras.

Nas 60 familias em estudo nédo foi detectada a mutacao germinal p.A339V no
gene NKX2-1, descrita por Ngan e colaboradores (Ngan et al., 2009). Nao foram
igualmente detectadas variantes genéticas nas restantes sequéncias codificantes e de
splicing do gene NKX2-1, sugerindo que alteracbes neste gene sédo pouco frequentes
em FNMTC.

Nas familias 25 e 25A foi identificada uma nova variante (c.743C>G, p.A248G)
no gene FOXEL. Esta variante ndo se encontrava descrita nas bases de dados
ENSEMBL, NCBI ou HapMap e ndo estava presente em 80 controlos normais da
populagdo Portuguesa, indicando que ndo se trata de um polimorfismo comum na
populagédo. De acordo com o software SIFT, o coddo 248 foi conservado ao longo da
evolucédo, sugerindo que esta variante podera ser patogénica.

Na familia 25, a variante segregava com cancro da tiréide, em 3 individuos
afectados, dois dos quais com tumores agressivos, apresentando metastases

ganglionares, e estava ainda presente num familiar com carcinoma do ovario. Na
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familia 25A, a variante foi detectada no probando, que manifestou um carcinoma da
tirdide (PTC classico) precocemente (24 anos), e no pai deste, que era assintoméatico.

Através de estudos de segregacao verificou-se que os probandos das familias
25 e 25A partilhavam o mesmo haplotipo para 10 dos 16 marcadores polimérficos
estudados no locus FOXE1l. O estudo realizado pelo grupo de Endocrinologia
Molecular, de uma série de 80 controlos normais da populacdo Portuguesa e 140
casos com NMTC familiares e esporadicos (que ndo fez parte da presente
dissertacéo), mostrou que 9 dos 10 polimorfismos partilhados pelos dois probandos
(localizadas entre 0 rs965513 e 0 rs3021526, inclusive), se encontravam em linkage
disequilibrium, fazendo parte de um haplotipo comum na populacdo Portuguesa.
Futuramente, sera necessario investigar qual a frequéncia do alelo 217 do marcador
D9S180 na populacdo Portuguesa, para determinar se este marcador também se
encontra em linkage disequilibrium com os restantes 9 polimorfismos e qual a
probabilidade de um individuo herdar o haplotipo que segrega com a variante
€.743C>G (p.A248G) nas duas familias. Esta andlise podera indicar se é mais
provavel a variante p.A248G ser fundadora ou ter surgido independentemente nas
familias 25 e 25A associada a um haplotipo comum na populagéo.

Para averiguar o papel da variante p.A248G na tumorigénese na tiréide
desenvolveram-se estudos funcionais, usando como modelo células PCCL3 com
expressao estavel dos seguintes plasmideos: pcDNA3 sem o gene FOXE1 (pcDNA3),
pcDNA3-FOXE1-14Ala (14 WT), pcDNA3-FOXE1-16Ala (16 WT) e pcDNA3-FOXE1-
16Ala-A248G (16 MUT). As células transfectadas com o plasmideo pcDNA3 vazio
foram utilizadas como controlo nos ensaios de proliferacéo, viabilidade e migracdo
celular.

No ensaio de proliferagéo celular, os clones 14 WT e 16 MUT apresentaram
proliferacdo celular mais elevada do que os clones pcDNA3 e 16 WT, mas apenas o
clone 14 WT apresentou diferencas estatisticamente significativas, em relacdo ao
controlo (pcDNA3) [96h (P < 0.01) e 144h (P < 0.001)]. A auséncia de significado
estatistico para as diferencas observadas as 144 horas, entre o clone 16 MUT e o
controlo (pcDNAS3) poderéo ter resultado do menor nimero de replicados analisados
para o clone 16 MUT. Novos ensaios poderdo esclarecer se o clone 16 MUT
apresenta vantagem proliferativa.

Nos ensaios de viabilidade celular, o clone 16 MUT e o clone pcDNAS3
apresentaram resultados anélogos (cerca de 50% de células viaveis, 24h apés
irradiacéo). O clone 14 WT apresentou cerca de 64% de células viaveis, ou seja, maior
resisténcia a apoptose, em relacdo ao controlo (P < 0.05) e ao clone 16 WT (P <
0.001).
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A andlise por RT-PCR quantitativo de todos os clones isolados, revelou que
estes apresentavam diferentes niveis de expressdo do gene FOXELl. Os diferentes
niveis de expressdo geénica observados poderdo ter resultado da diferente integracéo
do plasmideo no genoma, da integracdo de mais do que uma cépia, ou ainda de
diferentes niveis de metilacdo ou acetilagdo do promotor CMV (Busslinger et al., 1983;
Watt & Molloy, 1988; Qu & Ehrlich, 1999).

Deste modo, a maior capacidade proliferativa, apresentada pelos clones 14 WT
e 16 MUT, poderd estar relacionada com os elevados niveis de expressdo do gene
FOXEL nestes clones. De acordo com esta hipétese, Landa e colaboradores (Landa et
al., 2009), encontraram uma associacdo entre o risco para o cancro da tiréide
esporadico e o alelo A do polimorfismo rs1867277 do promotor do gene FOXE1, que
aumentava a actividade transcripcional deste gene, e sugeriram que o aumento de
expressao deste factor de transcricdo poderia predispor para a tumorigénese.

Estudos adicionais de proliferagéo, viabilidade e migracdo celular, utilizando
pools e novos clones com niveis de expressao comparaveis do gene FOXEL, poderao
esclarecer qual o papel da variante p.A248G. Para complementar estes ensaios, sera
ainda necessaria a andlise da expressdo da proteina FOXEL1l nos clones e pools
estabelecidos no presente estudo.

Nos ensaios funcionais, observou-se que o clone 16 WT apresentou uma menor
proliferacdo, viabilidade e migragdo celular, comparativamente com o0s restantes
clones. Este resultado ndo correspondeu ao esperado, uma vez que 0 seu nivel de
expressdo era semelhante ao do calibrador e que o alelo 16-Ala parece estar
envolvido numa predisposicdo para o cancro da tiréide (Kallel et al., 2010). A menor
capacidade proliferativa, menor viabilidade e menor migracao celular podera estar
relacionada com um problema na integracdo do plasmideo no genoma, que tera
afectado a resisténcia a geneticina ou afectado a funcdo de alguma proteina
importante nestes processos.

Neste trabalho foi interessante observar que o clone 16 MUT, apesar de
apresentar uma expressao de FOXE1 inferior a do clone 14WT, exibiu, no ensaio de
wound healing, uma capacidade de restabelecimento da monocamada de células
significativamente mais elevada do que a dos restantes clones. Como ja foi referido
anteriormente, o factor de transcricio FOXE1 tem um papel crucial no controlo da
migragdo das células precursoras da tirdide folicular, durante a embriogénese. Os
presentes resultados sugerem que a variante p.A248G poderd ter um papel relevante
na promocao da migracao celular, em células tumorais da tir6ide. De acordo com esta
hipotese, estudos anteriores mostraram que a familia de factores de transcricdo FOX
(incluindo o FOXE1) participam na inducéo da sobre-expressdo da proteina WNT5A,
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por diferentes vias de sinalizacdo (NF-kappaB, Hedgehog, TGFB e Notch) (Katoh &
Katoh, 2009). A proteina WNT5A pode exercer fungbes de supressdo tumoral,
antagonizando a via WNT/B-catenina, em diferentes tipos de tumores, incluindo na
tirdide, cérebro, mama e colon e recto (Li et al., 2010). Num estudo realizado em
carcinomas da tirdide, a andlise por imunohistoquimica mostrou que a expressao da
WNT5A era quase indetectavel em tecido normal e carcinomas anaplasicos, mas que
esta era fortemente expressa em tumores bem diferenciados (Kremenevskaja et al.,
2005). No mesmo estudo, observou-se que a sobre-expressdo da WNT5A, numa linha
celular de tumor bem diferenciado da tirdide (FTC-133), reduzia a proliferacao,
migracdo, invasdo e formacdo de clones (Kremenevskaja et al., 2005). Tendo em
consideracdo estas evidéncias, é possivel que a variante p.A248G, detectada no
presente estudo, esteja relacionada com um aumento da migracdo celular, por
interferir na actividade reguladora do FOXEL na expressdo da WNT5A. A analise do
efeito do silenciamento (com RNA de interferéncia) do gene WNT5A, em pools e
clones 16 MUT, nomeadamente na migracdo celular, podera esclarecer se a WNT5A
esté envolvida nos efeitos funcionais observados para a variante p.A248G.

E ainda importante observar que a variante ¢.743C>G (p.A248G), detectada nos
nas familias 25 e 25A, é transmitida num haplotipo que inclui o alelo A do polimorfismo
rs965513 (G/A) e o alelo A do polimorfismo rs1867277 (G/A), ambos associados ao
risco para o cancro da tirdide esporadico, sugerindo um possivel efeito aditivo entre
estes polimorfismos e a variante rara.

Um outro aspecto que devera ser investigado em futuros estudos € o efeito da
variante p.A248G na diferenciac@o das células normais e tumorais da tirdide. Estd bem
estabelecido que o gene FOXE1 esta envolvido na regulacdo da expressao dos genes
TG e TPO, durante a embriogénese e no adulto (Zannini et al., 1997; Perrone et al.,
2000; Cuesta et al., 2007). Serd, por esta razdo, importante avaliar por RT-PCR
gquantitativo a expressdo dos genes TG e TPO nos clones e pools descritos, € nos
tumores dos doentes das familias 25 e/ou 25A. Estudos de transactivagdo dos
promotores dos genes TG e TPO pelos plasmideos pcDNA3 (controlo), 14WT, 16WT e
16 MUT, em células PCCL3 e em modelos celulares sem expressao enddgena de
FOXE1l (por exemplo, células Hela), poderdo também contribuir para a melhor
compreensédo do papel desta variante.

Alguns estudos sugerem que no processo de desdiferenciacdo na tirdide
(carcinomas bem diferenciados — pouco diferenciados — indiferenciados) ocorre uma
diminuicdo da expressdo de FOXEL (Sequeira et al., 2001; Nonaka et al., 2008). No
presente estudo, observou-se que a variante p.A248G podera estar envolvida na
génese dos tumores bem diferenciados da tirdide identificados nos doentes das
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familias 25 e 25A. E possivel que a presenca desta variante contribua para a
ocorréncia de mutagbes sométicas no gene BRAF e/ou rearranjos RET/PTC,
frequentemente encontradas em casos esporadicos e familiares de NMTC (DeLellis et
al., 2004; Castro et al., 2005; Sobrinho-Simdes et al., 2005; Cavaco et al., 2008a), e
que, em conjunto, promovam a tumorigénese. Sera importante a pesquisa destas
alteracdes sométicas nos tumores das familias 25 e 25A. Outros eventos moleculares,
por exemplo, mutacdes no gene TP53, metilagdo de promotores e/ou desacetilagdo de
histonas, poderdo estar envolvidos no processo de desdiferenciacdo e no
silenciamento do gene FOXEL, observado por outros autores.

O gene FOXELl nado estad apenas envolvido na carcinogénese na tirdide. Em
carcinomas pancreaticos (Sato et al., 2003), em cancro da mama (Weisenberger et al.,
2008) e em carcinoma cutaneo de células escamosas (Venza et al., 2010) observou-
se que o promotor do gene FOXE1 apresentava hipermetilagdo. Por outro lado foi
detectada sobre-expressédo do gene FOXE1 em carcinoma basocelular (Eichberger et
al., 2004). Um outro estudo mostrou que a proteina FOXE1 com 16 residuos de
alaninas estava associada a insuficiéncia ovarica prematura (Watkins et al., 2006).
Dadas estas evidéncias, € interessante observar que, na familia 25, dois dos
portadores da variante p.A248G apresentavam, respectivamente, carcinoma
basocelular e carcinoma do ovério. Novos estudos seréo necessarios para uma melhor

compreensédo do papel do gene FOXE1 na tumorigénese.

A sequenciagdo do gene HHEX permitiu detectar uma nova variante (c.361G>A,
p.G121S), no probando da familia 55, que ndo estd descrita nas bases de dados
ENSEMBL, NCBI ou HapMap. Estd em curso o estudo de 50 controlos normais, para
investigar a frequéncia da variante p.G121S na populac¢do Portuguesa. De acordo com
o software Polyphen, o residuo de glicina no codédo 121 foi conservado ao longo da
evolugao, sugerindo que a variante p.G121S seja “possivelmente patogénica”.

A transicdo ¢.361G>A no gene HHEX afecta a ultima base do exdo 1 do gene
HHEX. Estudos in silico, utilizando softwares de previsdao de sitios de splicing,
previram alteracdo (abolicdo) do donor splice site. Sera necessario investigar com
estudos in vitro, se esta alteracdo afecta o splicing site, levando a um frameshift e
terminacao prematura da proteina, através da andlise da expressao do gene HHEX
por RT-PCR.

A variante no gene HHEX est& presente no probando da familia 55 e na irm4,
ambas com PTC classico, sendo um deles multifocal. Sera importante o estudo da
segregacdo da variante nos restantes familiares relacionados em primeiro grau,

nomeadamente no pai do probando, que apresentava um carcinoma do estbmago. Se
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a variante no gene HHEX também estiver presente neste doente, serd interessante
estudar o seu efeito na via de sinalizagdo WNT/TCF. Estudos anteriores mostraram
que a via WNT/TCF pode contribuir para o desenvolvimento de adenocarcinomas
gastricos e que o HHEX estd envolvido na modulagdo da actividade desta via de
sinalizagéo (Clements et al., 2002; Marfil et al., 2010).

No gene PAXS8, foram detectadas duas variantes genéticas, uma na regiao 5’'US
e outra numa regido intrénica do gene. No entanto, foram apenas sequenciados quatro
dos doze exbes, que codificam o paired domain deste factor de transcricdo. No
seguimento do presente trabalho, serdo estudados os restantes exdes do gene PAXS,
que codificam o dominio octapéptido e o homeodominio.

A continuagéo do estudo dos factores de transcrigdo NKX2-1, FOXE1, HHEX e
PAX8 em FNMTC seré crucial para definir o seu papel na carcinogénese na tirdide. A
identificacdo de genes de susceptibilidade para o FNMTC permitira identificar
precocemente os portadores de mutacéo, diminuindo a morbilidade e a mortalidade
associada a esta doenca, e excluir ndo-portadores dos programas de seguimento

clinico.

O estudo dos genes NKX2-1, FOXE1l, HHEX e PAX8 em tumores de casos
esporadicos de NMTC, permitird ainda esclarecer se estes genes estdo envolvidos a

nivel somatico na carcinogénese da tirdide.

Estudos futuros, utilizando a nova tecnologia de sequenciacdo das regides
codificantes do genoma (whole exome sequencing), serdo cruciais para compreender
o papel dos genes envolvidos na diferenciacdo da tiréide na etiologia das formas
familiares de cancro da tirdide. Estes estudos poderdo ainda levar a identificacdo de

novos genes de susceptibilidade para esta doenca.
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VI. CONCLUSAO

No presente trabalho, procedeu-se a pesquisa de variantes genéticas nos genes
que codificam os factores de transcricdo NKX2-1, FOXE1, HHEX e PAXS8, através da
sequenciacao do DNA constitucional dos probandos de 60 familias com FNMTC.

Na série estudada, foram identificadas 15 variantes genéticas, nos genes
FOXE1, HHEX e PAX8, das quais 5 eram variantes raras, ainda ndo descritas na
literatura ou em bases de dados de variantes genéticas. No gene NKX2-1 ndo foram
identificadas variantes genéticas.

Foi identificada uma nova variante genética (c.743C>G, p.A248G) no gene
FOXE1, possivelmente fundadora. Nas duas familias em que foi identificada, a
variante ¢.743C>G segregava com a doenca e afectava residuos de aminoacidos
conservados na evolucdo. Estudos in vitro sugeriram que esta variante podera
contribuir para a tumorigénese na tiréide, promovendo a proliferacdo e a migracao
celular, em clones de células PCCL3.

Foi também identificada uma nova variante genética no gene HHEX (c.361G>A,
p.G121S). Estudos in silico desta variante, previram a alteracdo (abolicdo) de um
donor splice site, que podera conduzir a uma alteragdo do mecanismo de splicing do
gene. Serdo necessarios estudos de expressao e estudos funcionais para averiguar o
efeito desta variante.

A identificacdo destas duas variantes podera constituir a primeira evidéncia do
envolvimento dos factores de transcricdo FOXE1 e HHEX na susceptibilidade para o
cancro da tirdide familiar.

A identificacdo de genes de susceptibilidade para o FNMTC possibilitara a
deteccdo precoce dos portadores da mutacdo, diminuindo a morbilidade e a
mortalidade associada a esta doenca. Podera ainda contribuir para o desenvolvimento

de novas estratégias terapéuticas para o combate a esta doenca.
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VIIl. ANEXOS

Quadro | — Sequéncias dos primers e condicdes de amplificacdo por PCR, utilizados no estudo

do locus NKX2-1.

Locus Nome do Tamanho do MgCl, Hibridacao
NKX2-1 Primer Sequéncia (5—3’) segmento (bp) (mM) (°C)
Regi&o rs944289-F CTGTTGGTTGTGACTCTCTGG
143 1,6 59
5 US rs944289-R GCCTGTGAATGGACATTAGATT
NKX2-1-1F CCTTCCCCCTCTCCCTTTTT .
Ex&o 1 380 1,4 58
NKX2-1-1R GCTGTTCCTCATGGTGTCCT
NKX2-1-2F ACAAGAAAGTGGGCATGGAG .
Ex&0 2 500 1,2 58
NKX2-1-2R ACCAAGTGCCTGTTCTTGGAC
NKX2-1-3F GCCAATGGCGCGGAAAACA .
Ex&o 3 504 1,2 61
NKX2-1-3R TGCTGCGCGTGGCCTTGTA
NKX2-1-4F GAACCACCGCTACAAAATGAA .
Ex&o 3 564 1,2 61
NKX2-1-4R GTGGATGGTGGTCTGTGTGG
5'US, 5’ upstream sequence. *Adicionou—se DMSO 6% (v/v)
Quadro Il — Sequéncias dos primers e condi¢cdes de amplificacdo por PCR, utilizados no
estudo de microssatélites do locus FOXE1.
Tamanho do MgCl, Hibridacdo
Nome do Primer Sequéncia (5°—3’) segmento (bp) (mM) (°C)
951786-F ™ TGTCTTCAAGGTATTTGCACTC
196-214 1,2 60
D9S1786-R CCATGTTGTCATAAATGTCAGG
D9S1851-F™F" TGCTTGACTGTAGTAAACATTTCAC
143-159 1,2 60
D9S1851-R AGTCCCGTTAGCATTTCTTG
D9S971-F T CCGCCACTCCTAAGGATG
119 1,2 60
D9S971-R CAGGTTGAACTATAAGCTCAC
D9S180-F ™' CAGTGGTTTGGAATCGAACC
220-230 1,2 60
D9S180-R AGCTATTTTTGGGGGCTGAG
D9S763-F CGCTGGCTCTGATACGAAG 267 10 61
D9S763-R ACTCCAGCCTGGGTGACAG '
D9S272-F*M ACTGAACTCCAGCATGGG
149 1,2 60
D9S272-R CTCTCCTACAGGGAAACCG
D9S176-F'" AGCTGGCTGTTGGAGAAA .
129-147 1,2 60
D9S176-R TGACCAATGGCAGGGTAT
FAM, 6-carboxi-fluoresceina; TET, tetracloro-6-carboxi-fluoresceina. *Adicionou—se DMSO 6% (v/v)
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Quadro Il — Sequéncias dos primers e condicdes de amplificacdo por PCR, utilizados no
estudo do locus FOXEL1.
Locus Nome do Tamanho do MgCl,  Hibridagao
FOXE1 Primer Sequéncia (5—3’) segmento (bp) (mM) (°C)
Regi&o rs965513-F GGTAGCAGGCAGAGAATGTAGG 150 1o 5
5 US rs965513-R ACCCAGGCTCAGGTTATGTCT '
Promotor-F GTGGAGAGGACCAGCCTCA
Promotor 527 1,6 60
Promotor-R CTTCTGCGGAGAGCTCAGG
FOXE1-1F CTGAGCTCTCCGCAGAAGG .
Exdo 1 499 1,6 61
FOXE1-1R GTCAAGCGCCCAGTAGTTG
FOXE1-2F CCTCACACTCAACGACTGCTT .
Exdo 1 586 1,6 60
FOXE1-2R AGCGGCAAAGATCGCACT
FOXE1-3F GCCAATGGCGCGGAAAACA x
Exdo 1 439 1,6 58
FOXE1-3R CCTCTCTCCATTCCTGTTCG
hFOXE1-F GACCACGGTGGACTTCTAC «
gRT-PCR 157 1,6 58
hFOXE1-R GGACACGAACCGATCTATC

5'US, 5’ upstream sequence. Adicionou-se DMSO 6% (v/v)

Quadro IV — Sequéncias dos primers e condi¢cdes de amplificacdo por PCR, utilizados no
estudo do gene HHEX.

Gene Nome do o Tamanho do MgCl, Hibridacao

HHEX Primer Sequéncia (5—3') segmento (bp)  (MM) (°C)
HHEX-1F GGAGCGCGGATAAATGTAG *

Exdo 1 540 1,5 57
HHEX-1R CTTTTGCCACAGCCGTCTA
HHEX-2F CTCCTGGCCTACCTTTGTCAT *x

Exao 2 560 1,8 59
HHEX-2R TACAACCCATAACAGCCTTGC
HHEX-3F AGTGAGCAAAAAGCACAAGTATG x

Exao 3 549 1,2 61
HHEX-3R GTTAATTGAGCAGTGCACCAAA

O segmento 1 foi amplificado com o kit do GC-Rich.  Adicionou-se DMSO 6% (v/v).

Quadro V — Sequéncias dos primers e condicbes de amplificacdo por PCR, utilizados no
estudo do gene PAXS8.

Gene Nome do Tamanho do MgCl, Hibridacao

PAX8 Primer Sequéncia (5'—3) segmento (bp) (mM) (°C)
PAX8-1F CTTGCAAAATCCTCCCCTTC

Exdo 1 286 1,2 58
PAX8-1R ACCCTCTCCTTTCTTCCATCC
PAX8-2F ACGATGCAGGTGTAAAGGATG

Exao 2 471 1,2 58
PAX8-2R AACCCCCTCTAACTCCACAGA
PAX8-3F ACACACACACCAGCACCTGTA

Exdo 3 338 1,2 58
PAX8-3R GGAATTCTCTAGCTGCCCTGA
PAX8-4F CTCATACCCCTACCCAGAAGC

Exdo 4 389 1,2 58
PAX8-4R CCAGGCCTTTCTTGTCTCTTT
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Anexos

Quadro VI — Fendtipos observados em 144 doentes de 60 familias com FNMTC.

Familia

Doentes com NMTC

Total

cPTC

fvPTC

Outros tipos Outros tipos
de PTC de NMTC

Total

ANWONNNNNONNONNNONONNNNPNNONNNNNNNNNDNONNNNNBEBONPNNDNNMNNNNNNNDNNNNNNNONOORRORROPRO

144

5

N NE N NPFPWOWRFRWNWNDN

EPNNMNNMNNBEBNNNDNNNRERERE

[EnY

BANWNNNNONDNNNDNNNERERRPNMNNEREPNNERENERERNDN

106

RPREPN

18

1 mPTC
1mPTC

2 cPTC+VPTC

1FTC
1 FTConc; 1 FTAonc

1 FTConc

1FTC
1 mPTC

2 FTConc
1 mPTC
1 mPTC

1 FTConc

1 mPTC; 1tcPTC
1 mPTC

1 fvPTConc
1 PTConc

12 8

PTC, Carcinoma Papilar da Tiréide; cPTC, PTC classico; fvPTC, PTC variante folicular; mPTC, PTC misto; tcPTC, PTC
variante de células altas; onc, variante oncocitica; FTA, Adenoma Folicular da Tir6ide; FTC, Carcinoma Folicular da Tiréide.
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Caracterizacao molecular e funcional de variantes genéticas
em factores de transcricao da tirdide em formas familiares de cancro da tiréide

(A) ENSG00000178919_ENST0000037512 SPGPCRVFGLVPERPLSPELGPAPSGPGGS
(B) ENSMUSG00000070990_ENSMUST0000 SPGPCRVFGLVPERPLSPDLGPAPSAAGGS
(C) ENSRNOG00000023497 ENSRNOT0000 SPGPCRVFGLVPERPLSPDLGPAPSAAGGS
(D) ENSSSCG00000005369_ENSSSCT0000 SPGPCRVFGLVPERPLSPELGPSPSGPVGS
(E) ENSBTAG00000014760_ENSBTAT0000 SPGPCRVFGLVPERPLSPELGPAPSGPAGS

AGAPATITGYQPAGC
ARAAGARGTGSFQPAVC
GSFOPAVC
ASAGASAATTIGYQPTGC
AGGSAASTAYQPAGC

Figura | — Alinhamento de sequéncias proximas do coddo 248 na proteina FOXEL nas espécies Homo
sapiens sapiens (A), Mus musculus (B), Rattus norvegicus (C), Sus scrofa (D) e Bos taurus (E), obtido
com o software ClustalW?2. O codao 248 esta destacado com um rectéangulo vermelho.
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Figura Il — Alinhamento de sequéncias proximas do coddo 121 na proteina HHEX em varias espécies,
obtido com o software PolyPhen. O codéo 121 esta destacado com um rectangulo vermelho.
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