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RESUMO

Ortiz IMDP. Genes codificadores de microRNAs regulados por metilagao
em carcinomas papiliferos de tireoide. Sao Paulo; 2017. [Dissertacdo de

Mestrado-Fundagao Anténio Prudente].

O carcinoma papilifero (CPT) é o tipo histolégico mais frequente entre os
canceres de tiroide. Geralmente sdo doencas indolentes, entretanto, ndo sao
conhecidas opgodes terapéuticas eficazes nos casos agressivos. A metilagao
de DNA, juntamente com a regulacdo por microRNAs (miRNA) sao
considerados mecanismos efetores do controle epigenético da expressao
génica e ainda pouco explorados em CPT. Estudos prévios de metilagao
global revelaram, entre outros achados, a presenca de genes de miRNAs
alterados por metilagdo. O objetivo deste estudo foi identificar e confirmar o
papel de genes de miRNAs em CPT utilizando os dados prévios do grupo e
os depositados no The Cancer Genome Atlas (TCGA). Para isso, o estudo
foi dividido em trés moddulos principais. No primeiro mdédulo, os dados do
estudo prévio foram reanalisados sendo identificadas 50 sondas
diferencialmente metiladas, das quais 42 (27 genes de microRNAs) foram
confirmadas pelo banco de dados do TCGA. Os dados de expressao de
mMiRNAs provenientes do TCGA permitiu identificar 67 miRNAs
diferencialmente expressos. Utilizando uma analise integrada (dados de
metilacdo e expressdo de miRNAs do TCGA), trés miRNAs foram
selecionados (hsa-miR-146b-5p, hsa-miR-146b-3p e hsa-miR-21-5p) como
candidatos a serem regulados por metilacdo. Estes miRNAs apresentaram
expressao aumentada e sondas diferencialmente metiladas (hipometilagao).
As interagdes entre miRNAs e mRNAs (dados do TCGA), revelaram 348
transcritos com correlagdo negativa e preditos como alvos dos trés miRNAs
(162 para o hsa-miR-146b-5p; 172 para o hsa-miR-146b-3p; 104 para o hsa-
miR-21-5p). No segundo mdédulo, os miRNAs alterados foram confirmados

por pirosequenciamento e RT-qPCR. Foi observado um padrdao de



hipometilagao significativo nos CPT em relacdo ao TN e LBT (lesdes
benignas de tireoide). A andlise de RT-gPCR revelou um aumento
significativo da expressdo de hsa-miR-21-5p e hsa-miR-146b-5p nas
amostras tumorais (N=103) em relacdo ao TN (N=40) e LBT (N=32). A
expressao combinada dos dois miRNAs permitiu a distincdo de 45/47 CPT
dos 66/67 tecidos nao-malignos (96% de sensibilidade e 99% de
especificidade). A correlacdo entre os dados de metilagcdo e expressao do
gene MIR21 classificou 41/45 CPT dos 55/60 tecidos ndo malignos (91% de
sensibilidade e 92% de especificidade). Para o gene MIR146B foi verificada
a distingao entre os 45/47 CPT dos 61/61 NT/LBT (96% de sensibilidade e
100% de especificidade). Foram também selecionados e analisados por RT-
gPCR sete genes alvos destes miRNAs (MPPED2, STXBP5L, MRO, FHL1,
FLRT1, DOK6 e MOB3B). Foram detectadas expressoes significativamente
mais baixas em CPT quando comparado a TN e LBT para todos os genes
selecionados. Os achados de metilagcdo e expressao dos miRNAs e mRNAs
foram associados com dados clinicos-patologicos. A mutagdo BRAFV600E
foi significativamente associada com a hipometilagdo e expressao
aumentada de hsa-miR-21-5p e hsa-miR-146b-5p. No terceiro médulo, foi
avaliado o papel da metilagdo na expressdo dos miRNAs em trés linhagens
celulares de CPT (TPC1, K1 e BCPAP). Apdés a andlise do nivel de
metilagcao basal dos MIR146B e MIR21, as células foram tratadas com 1uM
e 3uM de 5-Aza-2’-deoxicitidina. A desmetilagdo apds tratamento foi
confirmada por pirosequenciamento em sequéncias repetitivas das regides
AluYb8 e AIR1Sat. A metilagcdo e expressao do gene MIR146B nas trés
linhagens celulares revelou o MIR146B como potencialmente regulado por
metilacdo. Este estudo deu fortes evidéncias que os genes MIR21 e
MIR146B sao regulados por metilagdo e atuam regulando genes alvos
criticos envolvidos em CPT. Estes miRNAs tem potencial para serem

utilizados na pratica clinica como marcadores diagnésticos.



SUMMARY

Ortiz IMDP. [MicroRNAs genes regulated by methylation in papillary
thyroid carcinomas]. Sao Paulo; 2017. [Dissertacdo de Mestrado-Fundacgao

Antdnio Prudente].

Papillary thyroid carcinoma (PTC) is the most common histological type
among thyroid cancers. Although PTC usually represents an indolent
disease, no effective treatment has been described in aggressive cases.
DNA methylation associated with microRNAs (miRNA) regulation is an
effective epigenetic mechanism for controlling gene expression and poorly
explored in CPT. Our previous studies using global DNA methylation analysis
revealed, among other results, miRNAs regulated by methylation. The
objective of this study was to identify and confirm the role of miRNAs genes
in CPT using our previous data and those deposited in The Cancer Genome
Atlas (TCGA). Therefore, this study was divided in three main modules. In
the first module, data from the previous study were reanalyzed and 50
differentially methylated probes were identified, of which 42 (27 microRNA
genes) were confirmed using the TCGA data. The miRNA expression data
from TCGA allowed us to identify 67 differentially expressed miRNAs. An
integrative analysis (methylation and expression data of miRNAs from TCGA)
was performed and three miRNAs (hsa-miR-146b-5p, hsa-miR-146b-3p and
hsa-miR-21-5p) were selected as candidates to be regulated by methylation.
These miRNAs were overexpressed and hypomethylated. Predicted miRNA-
MRNA interactions (TCGA data) revealed 348 transcripts with negative
correlation with three miRNAs (162 for hsa-miR-146b-5p; 172 for hsa-miR-
146b-3p; 104 for hsa-miR-21-5p). In the second module, the altered miRNAs
were confirmed by pyrosequencing and RT-gPCR. A significant
hypomethylation pattern in PTC compared to NT and TBL (thyroid benign
lesions) was observed. The RT-gPCR analysis revealed a significant

increase of hsa-miR-21-5p and hsa-miR-146b-5p expression in tumors



(N=103) compared to NT (N=40) and TBL (N=32). Combining these two
miRNAs expression values was possible to discriminate 45/47 PTC from
66/67 non-malignant tissues (96% sensitivity and 99% specificity). Similarly,
the correlation between methylation and expression distinguished 41/45 PTC
from 55/60 non-malignant tissues (91% sensitivity and 92% specificity) for
MIR21 gene and 45/47 PTC from 61/61 NT/TBL (96% sensitivity and 100%
specificity) for MIR146B gene. Seven of these miRNAs target genes
(MPPED2, STXBP5L, MRO, FHL1, FLRT1, DOK6 and MOB3B) were
selected and analyzed by RT-gPCR. All of them were significantly down
regulated in PTC compared to NT and TBL. The miRNAs and mRNAs
methylation and expression findings were also correlated with clinical and
pathological data. The BRAFVG600E mutation was significantly associated to
hypomethylation and overexpression of hsa-miR-21-5p and hsa-miR-146b-
5p. In the third module, the methylation role in the expression of these two
miRNAs was evaluated in three PTC cell lines (TPC1, K1 and BCPAP). After
evaluating the basal methylation levels of MIR146B and MIR21, the cell lines
were treated with 1uM and 3uM of 5-Aza-2’-deoxycytidine. The repetitive
AluYb8 and AIR1Sat regions were confirmed as demethylated using
pyrosequencing. Methylation and expression data in these three cell lines
revealed that MIR146B is putatively regulated by methylation. This study
provides strong evidence that MIR21 and MIR146B genes are regulated by
methylation, controlling crucial target genes involved in PTC. Moreover,
these miRNAs have potential to be used as diagnostic markers in the clinical

practice.
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1 INTRODUGAO

1.1 CANCER DE TIREOIDE

O cancer de tireoide (CT) é a neoplasia mais comum e de maior
incidéncia do sistema enddécrino (SIEGEL 2017). Nos ultimos anos, houve
um aumento na sua incidéncia (>5% ao ano, tanto em homens como em
mulheres) comparado aos outros tipos de céanceres (KILFOY et al. 2013;
SIEGEL et al. 2017; National Cancer Institute-NCI 2015).

No Brasil, segundo o Instituto Nacional do Cancer (INCA), a
ocorréncia desse tumor para o ano de 2016 foi estimada em 7.000 novos
casos, seis casos a cada 100 mil mulheres, o que coloca o CT como o oitavo
tipo mais incidente no sexo feminino (excluindo o cancer de pele nao
melanoma) (Ministério da Saude 2015).

Segundo o banco de dados do Surveillance, Epidemiology and End
Results-SEER (2015), a incidéncia dessa neoplasia triplicou nos ultimos 35
anos. Esse aumento varia entre diferentes populacdes e possivelmente esta
relacionado com fatores étnicos e ambientais (ROMAN et al. 2017). Todavia,
apesar do aumento da incidéncia, a taxa de mortalidade manteve-se estavel,
0 que se deve, provavelmente, a melhoria nas técnicas diagnosticas e ao
tratamento (NIKIFOROV e NIKIFOROVA 2011; DAVIES e WELCH 2014).

A etiologia do cancer de tireoide inclui histérico familiar, fatores
hormonais, deficiéncia de iodo e principalmente exposicdo a radiagao

(VIGLIETTO e DE MARCO 2011; LIU et al. 2017). A radiacao é o fator de



risco mais estudado devido ao seu amplo uso na terapia médica (FAN et al.
2017; KANYILMAZ et al. 2017; WANG et al. 2017) e a exposi¢éo resultando
de acidentes nucleares, como exemplo, em Chernobyl (WILLIAMS 2008;
FUCIC et al. 2016; BAZYKA et al. 2016)

Os carcinomas de tireoide originam-se das células epiteliais
foliculares e parafoliculares ou células C (ELISEI e PINCHERA 2012), sendo
subdivididos em quatro grupos distintos de acordo com suas caracteristicas
histopatolégicas. Os carcinomas originados das células foliculares
classificam-se em carcinomas diferenciados, incluindo papilifero (CPT) e
folicular (CFT), pouco diferenciados (insular), nao diferenciados ou
anaplasicos (CAT) e os medulares derivados das células C (RODRIGUEZ-
RODERO et al. 2013). Estes ultimos correspondem de 3 a 5% dos tumores
(ELISEI e PINCHERA 2012) (Quadro 1).

Os tumores de tireoide, em sua maioria, sdo originados de células
foliculares, abrangendo mais de 90% das neoplasias (XING 2013), sendo os
carcinomas bem diferenciados de duas a quatro vezes mais frequentes
(SHERMAN 2003; CABANILLAS et al. 2016). Esses carcinomas aparecem
em idade mais precoce no género feminino (mulheres: 40-50 anos e
homens: 50 - 60 anos) (JIN et al. 2013). Em adi¢cdo, sdo relativamente
indolentes, podendo ser removidos por tireoidectomia total ou parcial e
posteriormente, ablagdo com radioiodo, se necessario (KONDO et al. 2006).
Quando o diagnéstico é precoce e os pacientes sdo tratados em estagios
iniciais, o prognostico é favoravel, havendo sobrevida aumentada e sem

alteracdes significativas na qualidade de vida (WARD et al. 2007).



Quadro 1 - Caracteristicas principais dos tumores de tireoide de acordo com
os subtipos histopatologicos.

Carcinoma
Carcinoma Carcinoma pouco Carcinoma Carcinoma
Tipo de Tumor papilifero de folicular de diferenciado anaplasico de medular de
tireoide (CPT) tireoide (CFT) de tireoide tireoide (CAT) tireoide (CMT)
(CPDT)
Célula de Células Células Células Células Células C ou
origem foliculares foliculares foliculares foliculares parafoliculares
Classica, .
. Carcinoma de
. folicular, .
Variante células altas e células de - - -
Hirthle (CCH)
raras
Prevaléncia 84% 2-5% 6% 1% 3-5%
Bem
dlferenc_lado Bem Pouco Indiferenciado,
com arquitetura . . . . .
o diferenciado, diferenciado, células
papilifera, . s o
- hipercelular sobreposicao pleomorficas
nucleos ~ ) .
com padrdes com os CPT e gigantes, Agressividade
grandes com - ) 2
microfoliculares, CFT. epitelidides ou moderada,
e formato oval, L ) .
Caracteristicas : sem Agressividade fusiformes. mutagdes em
cromatina o . - .
: caracteristicas intermediaria Agressivo. RET. Forma
hipodensa, . -
do CPT, entre Surgimento a familial
fendas : . . :
nucleares invasao carcinomas partir de CPT,
Y capsular ou bem e CFT e PDTou
propenséo para I ;
. vascular indiferenciados de novo
metastases
linfaticas
Cirurgia,
radioiodo Cirurgia
Tireoidectomia, terapia (casos rurgia, . .
= - . ; quimioterapia, Cirurgia,
ablagdo com Tireoidectomia, selecionados) . . . .
. ~ o . radioterapia, quimioterapia,
Tratamento radioiodo ablagédo com quimioterapia, . :
A . . novas drogas radioterapia,
(casos radioiodo radioterapia, )
A cuidados novas drogas
selecionados) novas drogas o
. paliativos
cuidados
paliativos
. Favoravel Desfavoravel.
Favoravel = o o
(excecdo para (excegao para Agressividade Intermediario.
; células de intermediaria Muito ruim. Moderadamente
a variante de . .
e . Hurthle). entre Extremamente agressivo.
Prognéstico células altas). = ) . . =
P i Propenséo para carcinomas invasivo e Propenséo para
ropensao . - ; ; oo )
. metastase via diferenciados metastatico metastase
para metastase NP
e corrente e linfatica
linfatica . i .
sanguinea indiferenciados

Fonte: Dados adaptados de XING (2013) e FAGIN e WELLS (2016).




1.2 CARCINOMA PAPILIFERO DE TIREOIDE (CPT)

Dentre os carcinomas bem diferenciados, os carcinomas papiliferos
da tireoide (CPT) sédo os mais frequentes e correspondem aproximadamente
a 85% dos casos diagnosticados, com ocorréncia até quatro vezes maior em
mulheres e predominancia em individuos de 30-50 anos (XING 2013; FAGIN
e WELLS 2016). Os CPT sao também responsaveis pelo aumento da
incidéncia de cancer de tireoide no mundo (ITO et al. 2013).

Esses tumores sao facilmente distinguidos dos demais tipos tumorais
(MAITRA e ABBAS et al. 2005). A forma classica do carcinoma papilifero
apresenta diferenciacdo das células foliculares, sendo caracterizada pela
formagao de papilas, um conjunto distinto de alteragdes nucleares (maior
volume, alongamento, aglomeragéo, sobreposi¢do de cromatina dispersa) e
invaginagdes do citoplasma (RIESCO-EIZAGUIRRE e SANTISTEBAN 2007;
ELSHEIKH et al. 2009).

Os subtipos histolégicos dos CPT s&o fatores importantes a serem
considerados na avaliagdo do risco, pois algumas variantes estao
associadas com maior agressividade enquanto outras a um comportamento
indolente (PENNA et al. 2016).

A forma mais agressiva é observada na variante de células altas,
enquanto as variantes classica e folicular s&o consideradas menos
agressivas (HU et al. 2006). A variante de células altas é caracterizada por
predominio (> 50%) de células tumorais oncociticas cuja altura é pelo menos

trés vezes a sua largura (HAUGEN et al. 2016). Esta variante € observada



principalmente em pacientes idosos em estagios mais avangados da doencga
(OSTROWSKI e MERINO 1996; LEUNG et al. 2008) e apresentam maior
taxa de recorréncia e sobrevida diminuida (PENNA et al. 2016).

Embora os CPT, em geral, apresentem bom progndstico, uma
pequena porcentagem é agressiva, podendo ocorrer recidiva e levar o
paciente a morte (SCHLUMBERGER et al. 1998, KONDO et al. 2006;
MAZZAFERRI 2006; WARD et al. 2007). Entre as caracteristicas clinico-
patolégicas consideradas como fatores de alto-risco de recidiva e
mortalidade para pacientes com CPT estdo idade avangada ao diagndstico,
tumor primario de grande dimenséo, invaséo extra-tireoidiana, variantes de
células altas, metastase linfonodal e metastase a distdncia (SECCO e
CARVALHO 2010). Estes fatores s&o utilizados para o estadiamento clinico
e sao fundamentais para determinar decisbes como extensdo da cirurgia,
indicagdo de radioiodoterapia e periodicidade de vigilancia durante o
seguimento clinico do paciente (SHERMAN et al. 1998; COOPER et al.

2009).

1.3 DIAGNOSTICO

A presenca de nodulos tireoidianos € a principal manifestacéo clinica
das doencgas associadas a glandula tireoide. O diagnostico pode ser
realizado por palpagédo ou ultrassonografia, sendo muitas vezes o ndédulo
descoberto em exames de rotina (FRATES et al. 2005). Uma meta analise

composta por 11 estudos norte-americanos revelou que a maioria dos casos



encontrados é composta por lesdes benignas, englobando bdcios
multinodulares, adenomas foliculares, cistos e tireoidites cronicas (WANG et
al. 2011). A identificacdo do potencial maligno dos nédulos com rapidez e
acuracia tem sido um grande desafio (NIKIFOROV e NIKIFOROVA 2011;
RAHMAN et al. 2017).

A pungao aspirativa por agulha fina (PAAF) é o padrao ouro para o
diagndstico dos nédulos de tireoide, seguida de analise histopatologica da
amostra (COOPER et al. 2009). Este procedimento apresenta o melhor
custo-beneficio, pois permite a identificacdo dos casos em que sao
necessarios tratamentos cirurgicos (BOSE e WALTS 2012; SCHNEIDER e
CHEN 2013). Todavia, ha limitagdes relacionadas a qualidade do material
coletado e determinadas caracteristicas dos nédulos.

O critério utilizado para a definigdo do diagndstico € o de Bethesda
subdividido em seis categorias: |- Nao diagnéstico/Insatisfatério; II- Benigno;
[lI- Atipia de significado indeterminado/Lesdo folicular de significado
indeterminado (ASI/LFSI); IV- Neoplasia folicular/Suspeito de neoplasia
folicular (NF/SNF); V- Suspeito de malignidade (SM); VI- Maligno (CIBAS e
ALI 2009).

Em uma meta analise, WANG et al. (2011) relataram que a grande
maioria das PAAFs resulta em um diagndstico de lesdes benignas (72%),
5% s&o malignas, 6% nao sao passiveis de serem diagnosticadas e 17%
das lesdes apresentam um diagndstico indeterminado. Essas lesdes
classificadas nas categorias Il e/ou IV do critério de Bethesda possuem

caracteristicas citologicas de lesbes com padréao de crescimento folicular,



tornando dificil determinar a existéncia ou auséncia de lesdes malignas
(NIKIFOROV et al. 2009; FERRAZ et al. 2011).

Dados em literatura evidenciam que inumeros pacientes sdo expostos
aos riscos de cirurgias desnecessarias devido ao resultado indeterminado da
citopatologia das pungdes aspirativas por agulha fina (GONCALVES FILHO
e KOWALSKI 2004; GONCALVES FILHO e KOWALSKI 2005). Por este fato,
muitos estudos buscam marcadores diagndsticos baseados na expressao
global de mRNA, miRNA e padrbes diferenciais de metilagdo que possam
ser utilizados em amostras de PAAFs e passiveis de serem aplicados na
rotina clinica (RODRIGUEZ-RODERO et al. 2013; ROSSING 2013;
WISEMAN et al. 2013, BARROS-FILHO et al. 2015; ZHANG et al. 2017;
CHOU et al. 2017).

Recentemente, nosso grupo elaborou um teste molecular baseado na
expressao de trés genes alvos (Registro de Patente Pl 102015015096-2),
capaz de classificar tumores e amostras ndo tumorais com alta sensibilidade
e especificidade (BARROS-FILHO et al. 2015). Resumidamente, o perfil
global de expressdao de 61 CPT foi comparado com 13 tecidos nao
neoplasicos (TN) adjacentes. Foram utilizados os dados externos
provenientes do The Cancer Genome Atlas (TCGA) e Gene Expression
Omnibus (GEO), englobando 138 pares de amostras CPT/TN. Esta analise
contribuiu para a selecdo de 28 genes os quais foram avaliados para a
expressdo de transcritos (RT-gPCR). Um algoritmo diagndstico foi
desenhado pela combinagdo de CLDN10, HMGA2 e LAMB3 em um grupo

de amostras composto por 23 TN, oito lesées benignas de tireoide (LBT) e



86 CPT. O modelo foi validado em um grupo independente compreendendo
10 TN, 140 LBT, 120 CPT e 12 outros carcinomas de tireoide derivados de
células foliculares (OCTDF), demonstrando 94% de sensibilidade e 96% de
especificidade em discriminar lesées malignas de benignas da tireoide. Em
adicao, os maiores escores do algoritmo diagnéstico foram associados com
o envolvimento de linfonodos. Um estudo prospectivo esta sendo realizado
por nosso grupo com o objetivo de confirmar o poder diagndstico e
aplicabilidade dos testes baseados em expressao de transcritos e metilacéao

de DNA em amostras provenientes de PAAFs.

1.4 ALTERAGOES GENETICAS EM CPT

O conhecimento das alteragdes genéticas no cancer de tireoide tem
se expandido consideravelmente. Em CPT, a alteragdo mais comumente
encontrada € a mutagdo em ponto no gene BRAF (aproximadamente 60%
dos casos), onde a substituicdo T1799A leva a troca do aminoacido valina
pelo acido glutamico (V600E) (RICARTE-FILHO et al. 2009; FAGIN e
WELLS 2016). Além dessa, outras alteragcbes também s&o descritas em
CPT, porém em menor frequéncia, incluindo mutagcdes em ponto em RAS
(15%) e rearranjos cromossOmicos que levam a expressdo alterada dos
dominios quinases de BRAF e de receptores de tirosina quinase como RET,
NTRK e ALK (12%) (NIKIFOROV 2011; XING 2013; FAGIN e WELLS 2016).

Relatos em literatura de CPT revelam uma associagido entre

prognostico desfavoravel e a presenga da mutacdo em BRAF (NIKIFOROVA



et al. 2003; XING 2005; ADENIRAN et al. 2006; LUPI et al. 2007; XING
2007; KIM et al. 2012; LIU e XING 2016; JIN et al. 2016). Entretanto, tem
sido demonstrado que apenas a presenca da mutacdo em BRAF nao é
efetiva para a predicdo de risco de recidiva ou morte (TROVISCO et al.
2005; PELTTARI et al. 2012).

Em paralelo, as mutagcdes C228T e C250T (1 295 228 C>T e 1 295 250
C>T, respectivamente) na regidao promotora do gene TERT (telomerase
reverse transcriptase) aumentam sua atividade transcricional e estdo
associados a carcinomas de tireoide mais agressivos e metastase linfonodal
(LIU et al. 2013; HORN et al. 2013; HUANG et al. 2013; XING et al. 2014;
LEE et al. 2017). Além disso, mutagcbes em TERT foram também associadas
a um pior prognostico em CPT, especialmente quando acompanhados de
BRAF mutado (LIU et al. 2013; OISHI et al. 2017). A associagao entre estas
duas mutagdes foi observada em aproximadamente 9% de CPT e com
frequéncia alta em CPDT (40%) e CAT (>70%) (FAGIN e WELLS 2016).
Alguns fatores de transcricdo sdo alvos da via de sinalizagdo MAPK, e
quando ocorre mutagao na regidao promotora de TERT, sao originados sitios
de ligagdo para esses fatores de transcricdo. Uma vez ativados pela via de
sinalizacdo MAPK promovida por BRAFV600E, ocorre o aumento da
expressao de TERT (VINAGRE et al. 2013). A co-existéncia das mutacdes
em TERT e BRAF em CPT apresentaram maior taxa de recidiva quando
comparado a tumores com apenas uma das mutacoes, revelando ainda um

efeito sinérgico para um pior progndstico (LIU e XING 2016).
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Um estudo realizado pelo TCGA (The Cancer Genome Atlas) permitiu
uma abrangente analise do genoma de 496 amostras de CPT e investigou o
papel de muitas alteracbes que estdo envolvidas no desenvolvimento e
progressao do cancer de tireoide (THE CANCER GENOME ATLAS

RESEARCH NETWORK 2014).

1.5 ALTERAGOES EPIGENETICAS EM CPT

Adicionalmente as alteragbes genéticas descritas em CPT, as
alteracdes epigenéticas foram relacionadas ao desenvolvimento deste tipo
tumoral (RODRIGUEZ-RODERO et al. 2014; THE CANCER GENOME
ATLAS RESEARCH NETWORK 2014; BELTRAMI et al. 2017). Essas
alteragdes podem modificar o padrao de expressédo de genes fundamentais
para o desenvolvimento do cancer (KANWAL e GUPTA 2012).

Os eventos epigenéticos sdo mudangas herdaveis que desempenham
um papel fundamental na regulacdo da expressao génica sem alterar a
sequéncia de nucleotideos do DNA (FEINBERG 2007; SAWAN 2008;
FEINBERG 2013). Os principais mecanismos epigenéticos compreendem:
as modificagdes pos-transcricionais das proteinas histonas, a regulagao por
pequenos RNAs nao codificadores e a metilacdo do DNA em dinucleotideos
CpG, estando este, envolvido em processos biologicos tais como a
inativagdo do cromossomo X e o imprinting gendmico (Revisado por INBAR-

FEINBERG et al. 2013).
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As alteragdes epigenéticas tém um papel essencial na tumorigénese.
A metilagao do DNA, por exemplo, esta associada, na maioria dos casos, a
inibicdo da transcricio e ao silenciamento génico, podendo ser um
mecanismo de inativacdo de genes supressores tumorais (FEINBERG 2007;
SHENOUDA e ALAHARI 2009). De maneira similar, a expresséao alterada de
microRNAs (miRNAs) vem sendo relacionada a diversos tipos tumorais,
podendo funcionar como oncogenes ou genes supressores de tumor

(JANSSON e LUND 2012).

1.5.1 Metilagao do DNA

O processo de metilagcdo ocorre por uma modificacdo covalente
causada pela adigao de grupos metil (CHs3) na posi¢cao 5 do anel pirimidico
que forma a citosina, transformando-a em uma 5-metil-citosina. Este
processo ocorre em citosinas seguida de uma guanina (dinucleotideos CpG)
e requer a atividade enzimatica das DNA metiltransferases (DNMTSs)
(ROBERTSON 2005).

A maior parte dos dinucleotideos CpGs estao relacionados a regides
repetitivas do DNA e se encontram densamente metilados. Os
dinucleotideos CpG também podem estar condensados em regides nao
repetitivas, formando as “ilhas CpG” (CGIl) (STIRZAKER et al. 2014).
Calcula-se que existam aproximadamente 30 mil CGI distribuidas no
genoma humano (COCOZZA et al. 2011), e estima-se que 70% delas
estejam localizadas nos promotores de genes (SAXONOV et al. 2006). Em

células normais, as ilhas CpGs se apresentam nao metiladas, permitindo a
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acessibilidade aos fatores de transcrigao e, consequentemente, a regulagao
da expressdo génica (STIRZAKER et al. 2014). Além de CGI e regides
repetitivas, os dinucleotideos CpGs também podem estar mapeados em
sitios de inicio de transcricdo, corpo de gene, regides regulatorias e regides
intergénicas (JONES 2012).

Recentemente, abordagens para investigar o perfil de metilagao
global do cancer de tireoide levou a identificagdo de novas regides
envolvidas no processo neoplasico, tais como CGI shore/shelf, regiao nao
promotora, open sea e enhancer (SANDOVAL e ESTELLER 2012; JONES
2012; WHITE et al. 2016). No entanto, o papel de marcas epigenéticas
nestes locais ainda nao esta totalmente esclarecido. Igualmente, é pouco
explorada a metilagdo como um mecanismo de regulagdo da expressao
génica em CPT, mesmo no estudo robusto realizado pelo TCGA (The
Cancer Genome Atlas Research Network 2014).

Durante o processo tumoral, regides repetitivas que sdo densamente
metiladas perdem radicais metil, em um quadro de hipometilagdo global,
enquanto  regides normalmente nao metiladas apresentam-se
hipermetiladas, levando ao silenciamento da expressdo génica. Estes
processos podem levar a inativacdo de genes supressores de tumor e
ativagdo de proto-oncogenes e instabilidade cromossémica (JONES e
BAYLIN 2007; SANDOVAL e ESTELLER 2012). A alteragdo do padrédo de
metilagdo do DNA em genes supressores de tumor e proto-oncogenes sao
eventos comuns em carcinomas de tireoide. Os principais genes

epigeneticamente alterados em céancer de tireoide sdo PTEN, RASSF1A,
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TIMP3, SLC5A8, DAPK, RAPB2 e RAP1GAP (revisado por FAAM et al.
2015).

Nosso grupo esta desenvolvendo estudos utilizando a analise de
metilacdo do DNA com o objetivo de identificar biomarcadores diagnésticos
de lesdes tireoidianas (DOS REIS 2015) avaliaram 50 TN, 17 LBT, 60 CPT e
14 OCTDF (incluindo 10 FTC e 4 CAT) pela plataforma Infinium® Human
Methylation450 BeadChip (lllumina). A combinagdo de nove sondas
alteradas por metilagao permitiu distinguir as lesbes malignas das benignas
com 97% de sensibilidade e 82% de especificidade. Utilizando um banco de
dados externos (codigo de acesso GSE53051) foi verificada que o algoritmo
apresentava 92% de sensibilidade e 78% de especificidade. Neste estudo foi
desenvolvido um classificador progndstico baseado na analise global de
metilagdo de DNA. Foram utilizadas 7700 sondas mapeadas nas regides
promotoras obtidas a partir da comparagao entre CAT e CPDT com TN. Um
total de 21 sondas foi observado ao comparar carcinomas bem diferenciados
de tireoide de pior prognéstico (CBDT-PP) com casos de carcinomas bem
diferenciados de tireoide de bom progndstico (CBDT-BP). Estas sondas
foram submetidas a uma analise discriminante diagonal linear (DLDA) para
treinar um classificador prognéstico, o qual permitiu distinguir CBDT-PP de
CBDT-BP com 63% de sensibilidade e 92% de especificidade. O
desempenho de acordo com a estratificacdo do modelo preditivo foi dividido
em baixo, intermediario e alto risco. A analise de sobrevida livre de doenca
revelou maior risco de recorréncia de acordo com o escore de estratificagao.

A predicao de alto risco foi considerada um marcador independente de pior
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prognéstico em uma analise multivariada (P<0,001). O classificador
prognéstico encontrado nessa analise foi testado usando os dados de
metilacdo do TCGA em amostras de CPT, confirmando uma precisao
preditiva similar (64% de sensibilidade e 88% de especificidade) (dados nao
publicados).

Em outro estudo do nosso grupo, BELTRAMI et al. (2017) analisaram
o perfil de metilagao diferencial em 41 CPT e 41 TN adjacentes (p ajustado
<0,05; |AB| 0,15). Esta analise revelou 6070 sondas diferencialmente
metiladas, das quais 89% (5425 sondas) estavam hipometiladas nos
tumores. Uma anadlise supervisionada revelou dois grupos, um composto
exclusivamente pelos CPT e o outro com todos os TN e seis casos CPT.
Utilizando o banco de dados do TCGA, 4995 das 6070 sondas foram
confirmadas como diferencialmente metiladas. Houve um enriquecimento
das sondas mapeadas em regides n&o-promotoras (76 vs 59%
representadas pela plataforma, p <0,0001), longe de ilha CpG chamado
"open sea’ (66 vs 33%, p <0,0001) e enhancers (54 vs. 21%, p <0,0001). A
analise integrada entre os dados de metilagdo e expressao génica revelou
867 sondas representando 420 genes diferencialmente expressos. Um total
de 214 e 49 genes foram avaliados com correlagado negativa e positiva (185
e 38 foram confirmados pelo TCGA), respectivamente, com sondas de
metilacdo. Foi observado que cerca de metade das sondas com correlagao
negativa (163) foram encontradas em regides promotoras e 2% estavam
mapeadas em CGI, o oposto foi observado na correlagado positiva, a qual

revelou 10% (6) das sondas em regides promotoras (p < 0,0001) e 21% (11)
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em CGI (p < 0,0001). Nao foram observadas diferengas significativas em

enhancers (p = 0,299) (BELTRAMI et al. 2017).

1.5.2 microRNAs

Durante as ultimas décadas, diversos tipos de RNAs nao
codificadores vem ganhando destaque na regulagcdo da expressao génica,
em especial os microRNAs (miRNAs). miRNAS sao descritos como
pequenas moléculas de RNA de fita simples, compostos por 19 a 25
nucleotideos de comprimento (MULERO-NAVARRO e ESTELLER 2008). A
modulacdo da expressao mediada por miRNAs ocorre quando estes se
ligam seletivamente por meio do pareamento de bases a regido néao
traduzida (3'UTR) do RNA mensageiro (mRNA) alvo. O grau de
complementaridade entre miRNA-mRNA determina se o0 mRNA alvo sera
degradado ou se a traducgdo sera inibida (BRATTACHARYYA et al. 2006).
De maneira geral, a clivagem do mRNA ocorre quando a
complementariedade ¢é total, sendo este evento mais comum em plantas
(LLAVE et al. 2002). Em animais, o pareamento € parcial e menos extenso e
a inibicao da traducgao é o processo mais comum, reduzindo a concentracio
do seu mRNA alvo. Sob esse grau de inibicdo, grande parte das proteinas
ainda se mantém ativa e tal processo é denominado ajuste de expressao
proteica de “modulagao fina” (GUO et al. 2010).

Estima-se que essas pequenas moléculas regulem mais de um tergo
dos genes humanos e aproximadamente 60% dos mRNA transcritos sejam

alvos potenciais de miRNAs (FRIEDMAN et al. 2009). Sendo assim os
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miRNAs apresentam um papel importante em processos fisioldgicos distintos
que incluem a resposta ao estresse, metabolismo, renovacao, diferenciacao,
proliferagcéo celular e apoptose (HWANG e MENDELL 2006).

Um complexo de multiplas proteinas esta envolvido na biogénese dos
miRNAs. Pela via candnica, os genes sao transcritos pela RNA polimerase |l
no nucleo, formando uma longa cadeia com cerca de 70-110 nucleotideos,
denominada pri-miRNA. Ainda no nucleo, o pri-miRNA é processado por
uma RNase lll conhecida como Drosha (endonuclease), juntamente ao
cofator DGCRS8 (DiGeorge syndrome critical region gene 8) e uma helicase,
formando os precursores de miRNA (pré-miRNA) (LEE et al. 2003). O pré-
mMiRNA é exportado do nucleo para o citoplasma ativamente pelo complexo
exportina-5/RanGTP. No citoplasma este precursor € processado por uma
RNase Ill citoplasmatica, conhecida como DICER (HUTVAGNER et al.
2001), além dos cofatores PACT (Protein Kinase RNA Activator) e TRBP
(Transactivation Response RNA Binding Protein) responsaveis por clivar a
alca do harpin formando uma dupla fita do miRNA. A fita madura é entao
incorporada a um complexo ribonucleoproteico de silenciamento,
denominado RISC, e a outra fita geralmente é degradada. O complexo
formado se liga por complementariedade a regido 3° UTR do mRNA alvo
levando a inibicao da sua traducédo (TANG 2005).

Segundo o banco de dados miRBase (http://www.mirbase.org) estao
registrados 2588 miRNAs maduros em humanos (Atualizagdo em
Julho/2017). Varios estudos evidenciam o envolvimento dos miRNAs na

iniciagao, desenvolvimento e progressao de neoplasias em diversos tecidos
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(LU et al. 2017; QIAN et al. 2017; CHEN et al. 2017; LIU et al. 2017),
incluindo cancer de tireoide (ZHAO et al. 2015). Entretanto, os mecanismos

de desregulacao de miRNAs ainda nao sao totalmente compreendidos.

1.5.3 Regulacao da expressao de miRNAs

O controle transcricional é considerado a principal etapa de regulacao
durante sua biogénese (MELO e ESTELLER 2011). Existem diversos
mecanismos moleculares envolvidos na regulagdo da expressdo dos genes
codificadores de miRNAs. Esses genes podem estar mapeados em regides
envolvidas com amplificagao e delegcao, como também em pontos de quebra
associados com outras alteracdes estruturais como translocacao. Alteracdo
nos fatores de transcricdo dos genes de miRNAs também podem afetar seus
niveis de expressado, assim como defeitos na maquinaria de biogénese
dessas moléculas (PENG e CROCE 2016). Além disso, de modo
semelhante aos genes que codificam proteinas, os miRNAs sao transcritos
por genes e podem ser alvos de eventos epigenéticos que modulam sua

expressao (WANG et al. 2017) (Figura 1).



A. Célula Normal
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Figura 1 - Processo de metilagdo do DNA em regides de genes codificadores de miRNAs. A. Processo de metilagdo em células
normais, nas quais € comum encontrar ilhas CpG ndo metiladas em regides promotoras possibilitando a transcricdo dos genes. Apds a transcri¢cao
ha a formacdo de uma estrutura denominada pri-miRNA. Ainda no nucleo, os pri-miRNAs sdo processados por um complexo que inclui uma
endonuclease (Drosha) e uma proteina de ligacdo de RNA. A estrutura resultante, designada miRNA precursor (pre-miRNA), é exportada para o
citoplasma por meio da exportina. No citoplasma, os pre-miRNAs sao processados pela Dicer que cliva a alga na estrutura stem-loop, formando
uma dupla fita do miRNA. O miRNA maduro é incorporado a um complexo de silenciamento induzido por RNA (RISC), no qual ocorre a separagao
das duas fitas. Uma destas fitas permanece associada ao RISC e se liga por complementariedade a regido 3’ UTR do mRNA alvo levando a
inibicdo da sua tradugdo, ao passo que a fita complementar é degradada. B. Processo de metilagdo em células tumorais. A esquerda, ocorre a
hipermetilagdo em genes codificadores de miRNAs que regulam oncogenes levando ao silenciamento da transcricao e biogénese desses miRNAs.
Consequentemente os protooncogenes perdem o mecanismo de sua regulagdo (oncogenes ativos), sdo traduzidos em oncoproteinas. A direita é
observado que a hipometilagdo dos genes codificadores de miRNAs que atuam regulando genes supressores de tumor podem levar ao aumento da

transcri¢cdo destes miRNAs. Como resultado, pode ocorrer o bloqueio da tradugéo ou degradagao dos genes supressores de tumor.
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A metilagcdo do DNA desempenha um papel importante na regulagao
da expressdo de miRNAs (SUZUKI et al. 2012). O nuamero de miRNAs
descritos como regulados por essa modificagdo tem aumentado
consideravelmente nos ultimos anos (LOPEZ-SERRA e ESTELLER 2012;
SUZUKI et al. 2016).

Recentemente diversos estudos dao evidéncias de que genes que
contém miRNA podem ser regulados por metilagdo (tanto o gene como o
miRNA) (Revisado por WANG et al. 2017). Por exemplo, genes que tem
regides ricas em CpG e que tem miRNAs mapeados em sua proximidade
podem apresentar hiper e hipometilacado, e tais modificacbes podem alterar
drasticamente a funcdo normal dos miRNAs. Em adigdo, genes
responsaveis pelas alteracbes epigenéticas (DNA metiltransferases, por
exemplo) também podem ser regulados por miRNAs (WANG et al. 2017).

Em estudos prévios do grupo, foram avaliados perfis de metilagéo de
DNA de CPT pareados com TN adjacentes (50 casos) pela plataforma
Infinium® Human Methylation 450 Bead Chip (lllumina, San Diego, CA, USA)
(DOS REIS 2015; BELTRAMI et al. 2017). Esses dados gerados foram
utilizados no presente estudo para a busca de genes codificadores de
mMiRNAs potencialmente regulados por metilagao.

No presente estudo foi avaliado o padrdo de metilacdo do DNA e a
expressdo de miRNAs em CPT e linhagens celulares de cancer de tireoide.
Até o momento, apenas um estudo (TCGA) identificou miRNAs regulados
epigeneticamente em cancer de tireoide ndo apresentando analises mais

detalhadas. O objetivo deste estudo €& explorar o papel da metilagdo em
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genes codificadores de miRNAs e avaliar o efeito das alteragdes com

parametros clinicos e patologicos.
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2 JUSTIFICATIVA

O CPT é a neoplasia maligna mais frequentemente encontrada na
tireoide, sendo o principal responsavel pelo aumento da incidéncia de cancer
de tireoide no mundo. A caracterizagao das alteragcdes epigenéticas e o seu
papel funcional no controle da expressdao de miRNAs ainda & pouco
explorada em CT. Esse conhecimento podera contribuir para a melhor
compreensao da biologia dos carcinomas papiliferos da tireoide. Além disso,
podera levar a descoberta de novas ferramentas diagnosticas, prognésticas

e de alvos terapéuticos uteis para o tratamento deste tipo tumoral.
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3.1
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OBJETIVOS

OBJETIVO GERAL

Identificar e confirmar o papel da metilagdo nos genes codificadores

de miRNAs detectados previamente em carcinomas papiliferos de tireoide

por meio da analise de metilacdo global e integracdo com dados de

expressao global de miRNAs.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Identificar genes codificadores de miRNAs com alteragbes no padrao
de metilagdo de DNA em amostras de CPT comparadas ao TN;
Utilizar os dados depositados no TCGA para confirmar os resultados
de metilagdo assim como integrar os dados de metilagao, expressao
de miRNAs e mRNA alvos para selecionar os candidatos para
validacao;

Avaliar o padrdao de metilagcdo e a expressao diferencial dos genes
codificadores de miRNAs e mRNA alvos em amostras independentes
dos arrays (CPT e tecidos n&o neoplasicos);

Buscar um algoritmo diagnéstico baseado na expressao dos miRNAs
diferencialmente metilados em lesdes tireoidianas;

Associar o padrdo diferencial de metilacdo e a expressao de
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transcritos com caracteristicas clinico-patolégicas (idade, tamanho e
estdgio do tumor, presenca de metastase linfonodal, invaséao
vascular);

Investigar a associagao entre a mutacdo BRAFV600E com o padrao
alterado de metilagcao e expressdao de miRNAs;

Comprovar o papel da metilacdo do DNA na expressao de miRNAs

utilizando linhagens de cancer de tireoide (ensaio de desmetilagéo);
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4 MATERIAL E METODOS

O desenho do estudo esta resumido no fluxograma abaixo e contém

trés modulos que estdo detalhados nesta secao (Figura 2).
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Figura 2 - Fluxograma ilustrando os mddulos do estudo. Os dados de metilagéo

global de DNA foram reanalisados (estudos prévios do grupo), buscando identificar miRNAs
potencialmente regulados por metilagdo (Mddulo 1). Nessa estratégia, foi utilizado o banco
de dados do TCGA para confirmar os resultados e integrar dados de metilagdo de genes
codificadores de miRNAs com a expressdao dos mesmos e de RNAm alvos. Em uma
segunda etapa, foi incluido um novo grupo de amostras, compreendendo carcinomas
papiliferos (CPT), tecidos n&o neoplasicos (TN) e lesdes benignas de tireoide (LBT) (Mddulo
2). O objetivo dessa etapa foi confirmar a metilacdo diferencial de algumas regides
codificadoras de miRNAs (modificagcdo de DNA por bissulfito de sédio seguida de analise
por pirosequenciamento) e seu impacto na expressdao desses miRNAs e de seus RNAm
alvos (RT-gPCR). Neste médulo de validagdo, também foi realizado ensaios de
pirosequenciamento para a detecgdo de mutagcdo em BRAF. Um estudo funcional (Médulo
3) foi realizado utilizando linhagens celulares de cancer de tireoide, com o objetivo de
comprovar experimentalmente a metilagdo como mecanismo principal de modulagdo dos

miRNAs avaliados.

41 MODULO 1: IDENTIFICAGAO DE MIRNAS
POTENCIALMENTE REGULADOS POR METILAGAO E SEUS

RESPECTIVOS ALVOS

411 Controle de qualidade e analise de sondas diferencialmente
metiladas

Os dados de metilagao global foram obtidos de 50 amostras de CPT
pareadas com TN adjacente utilizando a Plataforma Infinium® Human
Methylation450 BeadChip (lllumina, San Diego, CA, USA). Os dados foram
gerados em estudos prévios do grupo (numero de acesso GEO, GSE86961
e GSE97466) e reanalisados neste estudo (DOS REIS 2015; BELTRAMI et
al. 2017).

O controle de qualidade dos dados brutos obtidos da leitura dos

arrays foi realizada utilizando o programa R versdo 3.0.2 e o pacote de
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analise do Bioconductor WateRmelon (SCHALKWYK et al. 2013). A analise
inicial incluiu a filtragem de sondas contendo SNPs (minor allele frequency >
5%), sondas mapeadas nos cromossomos X e Y, sondas que co-hibridizam
em sequéncias alternativas homoélogas (= 49bases) (CHEN et al. 2013),
sondas com valores de p>0,05 e contagem de beads < 3 em, no minimo, 5%
das amostras. Em seguida foi realizado o ajuste do viés da cor, a
normalizacdo entre as amostras pelo método quantile e entre sondas pelo
método BMIQ (Beta-Mixture Quantile Normalization). As possiveis variagdes
nos resultados gerados pela posicdo das amostras nos arrays foram
corrigidas com a analise de batch effects utilizando o pacote SVA (LEEK et
al. 2012).

As sondas diferencialmente metiladas entre os grupos amostrais
pareados (CPT versus TN) foram obtidas a partir do pacote limma (RITCHIE
et al. 2015) adotando valor de P ajustado (Bonferroni) <0,05 e delta-beta

(AB) < -0,15 ou > +0,15.

4.1.2 Integracao dos dados dos miRNAs diferencialmente metilados e
expressos (TCGA)

Os dados obtidos resultantes da comparagao entre o tecido tumoral e
nao neoplasico foram confirmados utilizando dados externos. Para isso, os
dados normalizados de microarray de metilagcdo de amostras de CPT e TN,
utilizando a mesma plataforma do presente estudo, foram obtidos do banco
de dados publico TCGA (The Cancer Genome Atlas - https://tcga-

data.nci.nih.gov/tcga/). Os dados de metilagao (Plataforma Infinium® Human
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Methylation450 BeadChip) de 515 amostras de CPT e 56 TN foram obtidos a
partir da opcdo "Thyroid Carcinoma" no portal TCGA (P ajustado < 1x107,
|ABI>0,1).

Os dados de expressdao de miRNAs analisados pela Plataforma
lllumina HiSeq 2000 RNA Sequencing Version 2 foram obtidos do TCGA
sendo composto por 510 amostras de CPT e 59 TN (P ajustado < 1x107;
Fold change [FC] >2). Os dados externos (banco de dados do TCGA) foram
integrados utilizando as sondas diferencialmente metiladas e os miRNAs
diferencialmente expressos com valores significativos pelo teste de

correlacao de Pearson (P<0.05 corrigido por Bonferroni).

4.1.3 Predicao de alvos dos miRNAS

Para a predicdo de alvos dos miRNAs diferencialmente metilados e
expressos foi utilizado o banco de dados online miRWalk 2.0
(http://www.umm.uni-heidelberg.de/apps/zmf/mirwalk/). Este software
permite a busca de miRNAs preditos como funcionais em 12 bancos de
dados independentes. Como critério de inclusdo foram utilizadas as
interagcdes preditas em ao menos dois de quatro algoritmos selecionados
(miRWalk, miRanda, RNAhybrid e Targetscan) com correlacdo de Person
negativa significativa (P<0.05 corrigido por Bonferroni) entre o miRNA e o
alvo. A expressao diferencial de genes alvos dos miRNAs foi avaliada
utilizando os dados de expressdo de mRNA de 509 CPT e 59 TN (P ajustado
< 1x10”; FC>2) (Plataforma /lllumina HiSeq 2000 RNA Sequencing Version 2

depositados no TCGA).



30

42 MODULO 2: CONFIRMAGAO E VALIDAGAO DOS MIRNAS

DIFERENCIALMENTE METILADOS E MRNAS ALVOS

4.2.1 Casuistica e caracterizagao das amostras

Este projeto foi submetido e aprovado pelo Comité de Etica em
Pesquisa da Instituicdo (CEP n° 2138/15) (Anexo 1) e os pacientes
assinaram Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) autorizando
0 uso do material biologico para pesquisa. As amostras utilizadas neste
estudo foram provenientes de pacientes submetidos a tratamento no
A.C.Camargo Cancer Center, Sao Paulo, SP.

A confirmacédo dos dados (RT-gPCR para analise de expressao dos
miRNAs/transcritos e pirosequenciamento para analise de metilagdo) foi
realizada em 103 amostras de CPT, 40 amostras de tecidos normais, 32
amostras de LBT (composto por 14 adenomas, 17 bdcios e 1 tireoidite).
Estes casos s&o independentes da analise de metilagao global.

Foram excluidos casos em que as informagdes clinico-patoldgicas
eram incompletas e pacientes com historico de neoplasias malignas prévias
(com excecao de carcinoma basocelular de pele).

A Tabela 1 apresenta a caracterizagcdo dos pacientes com CPT
incluidos nesse estudo. A maioria dos pacientes era do sexo feminino (78%)
e com idade inferior a 55 anos (81%). A maioria dos tumores apresentou
tamanho superior a 1 cm (70%), auséncia de multicentricidade (60%) e
predominéancia da variante classica (72%). Em 12% dos casos foi observado

invasao vascular e 34% apresentaram extensao extratireoidiana.
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A maioria dos pacientes evoluiu de forma favoravel (90,6%) e apenas
2% apresentaram metastases a distancia, 36% metastases linfonodais e

9,4% tiveram recidivas.



Tabela 1 - Caracteristicas clinico-patolégicas dos pacientes incluidos no

estudo.
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Caracteristicas pacientes

No. Pacientes (%)

Idade; mediana (intervalo interquartil)
<55 anos
=55 anos
Género
Feminino
Masculino
Tamanho; mediana (intervalo interquartil)
<1cm
>1cm
Multicentricidade
Nao
Sim
Variante predominante
Classica
Folicular
Outra*
Invasao vascular
Nao
Sim
Ni
Extensao extratireoidiana
Nao
Sim
Metastase linfonodal
Nao (cNO, pNO)
Sim (pN1)
Metastase a distancia
Nao
Sim
Evoluciao clinica
Favoravel (livre de doenca)
Recidiva
Ni*
Morte
Nao
Sim

42 (31.8-48.3)
83 (80.6)
20 (19.4)

80 (77.7)
23 (22.3)
1.5 (1-2)
31(30.1)
72 (69.9)

62 (60.2)
41 (39.8)

74 (71.8)
22 (21.4)
7 (6.8)

89 (88.1)
12 (11.9)
2

68 (66)
35 (34)

66 (64.1)
37 (35.9)

101 (98.1)
2(1.9)

77 (90.6)
8 (9.4)
18

101 (98.1)
2 (2)

Legenda: No: numero. Ni: ndo informado. *sete variantes foram agrupadas como outros: 1
de células altas, 3 esclerosantes, 1 oncocitica e 2 sdlidas. cNO: linfonodo clinicamente
negativo. pNO: linfonodo patologicamente negativo. pN1: linfonodo patologicamente positivo.
#pacientes com elevagao de tireoglobulina sérica sem evidéncia de doenga por exames de
imagem ou confirmacéao patolégica durante o seguimento ou sem evidéncia de recidiva com

seguimento inferior a cinco anos.
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4.2.2 Extragao de acidos nucléicos

A extracdo do DNA genbmico das amostras tumorais e normais foi
baseada em protocolos convencionais incluindo a degradagdo enzimatica
com proteinase K, seguida da purificagdo com solventes orgéanicos
(fenol/cloroférmio) e tratamento com RNase (Epicentre Biotechnologies,
Madison, WI, USA). As amostras de DNA obtidas foram avaliadas por
eletroforese em gel de agarose 1% e armazenadas a -20°C até o momento
do uso.

A extracdo do RNA das amostras foi baseada no método TRIZOL"
(Invitrogen, Life Technologies, CA, EUA) (1 mL reagente/50-100mg de
tecido) e uso do kit Precellys® (Bertin Technologies, Orleans, Franca). A
quantificacdo e a qualidade do RNA foram avaliadas utilizando-se o
NanoDrop (ND-1000 Spectrophotometer v.3.0.1, Labtrade) e Bioanalyzer
(RNA 6000 NanoLabChip kit 2100, Agilent Technologies), respectivamente.

As amostras de &acidos nucleicos foram obtidas do banco de

macromoléculas do A.C.Camargo Cancer Center, SP.

4.2.3 Modificagcao de DNA por bissulfito de sédio

O DNA extraido foi convertido por bissulfito de sédio com o kit EZ
DNA Methylation Gold (Zymo, Irvine, CA, USA), seguindo as recomendacgdes
do fabricante. O protocolo € baseado no tratamento do DNA com bissulfito
de sdédio, o qual promove a conversao das citosinas ndo metiladas em

uracilas por um processo de deaminacdo, ndo afetando as citosinas
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metiladas que ficam protegidas da ag¢ao do sal pelo radical metil associado
ao carbono 5 da base nitrogenada.

A primeira etapa consiste na modificagdo do DNA usando 130 uL da
solugdo CT Conversion em 20 yL de DNA (500ng), resultando num volume
total de 150uL de reacdo. A conversao foi realizada pela incubagao das
amostras no termociclador (Veriti, Applied Biosystems, California, EUA) nas
seguintes condigdes: 16 ciclos a 95°C por 30 segundos, 50°C por 1 hora e
4°C por 10 minutos. O produto da reagao foi transferido para a coluna Zymo-
Spin™ |C e foram adicionados 600uL do tampao M-Binding. Posteriormente,
foram acrescentados 100uL do tampao M-Wash, 200uL do tampao M-
Desulphonation sendo repetidas mais duas etapas de lavagem com 200uL
do tampao M-Wash. Ao final do processo, o DNA convertido foi eluido em
20uL do tampao M-Elution. Apos o tratamento do DNA com bissulfito de
sédio, foi realizada a padronizagao dos iniciadores selecionados e a seguir,

foram realizadas as amplificagdes pela PCR.

4.2.4 Andlise do padrao de metilagdo dos genes de miRNAS por
pirosequenciamento

A técnica de pirosequenciamento € baseada no sequenciamento de
DNA pelo método de sintese, no qual ocorre a incorporagcao de nucleotideos
mediante a agcao enzimatica e liberacdo de pirofosfato, com a deteccao de
um sinal quimioluminescente quando o nucleotideo esta ligado ao seu
molde. Este procedimento é qualitativo e quantitativo fornecendo, com

precisdo, a quantidade de metilacdo de dinucleotideos CpGs especificos de
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maneira rapida e eficaz. Este método também possibilita a avaliacdo da
qualidade da conversao por bissulfito de sédio por meio de nucleotideos
controles inseridos na ordem de dispensacao durante o sequenciamento.
Apds o tratamento do DNA com bissulfito de sédio, a regido de
interesse foi amplificada pela PCR com iniciadores marcados com o
fluoréforo biotina na extremidade 5’ (Sigma, Darmstadt, Germany). Nessa
etapa, foram selecionadas duas regides correspondentes as sondas que
apresentaram maior correlacdo com expressdao dos miRNAs, identificadas
pela analise integrada usando dados do TCGA (metilagdo de DNA e
expressdo de miRNA) (Figura 3). Os iniciadores foram desenhados para
avaliar dois genes codificadores de miRNAs (MIR146B e MIR21), seguindo
os critérios: (i) iniciadores com tamanho entre 18 e 24 pares de bases, (ii)
sem 3 guaninas (G) ou citosinas (C) na extremidade 5’, (iii) mesma
quantidade de C e G nos iniciadores direto e reverso (iv) presencga de pelo
menos 50% do conteudo C e G, (v) amplicon menor que 300 pares de bases

e (vi) temperatura de melting entre 55-62°C (Quadro 2).
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MIR146b Sequencia DNA
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CGO9701700
TCTGTGCAGCAG GAGTCAAGTTCTGGGGGGT.AGGACAGAAGGTGGGCTGAGGAGAGGGAACCCCACAGACACMGGACACACACATAC TGTAAGGTAGGGGCTCCCGGGATCCCTGC

CCTGAGGGATTCTGAAGCTGGCTGGAACTTCAGCCCCTGATTTTCTTTCCCCTCAGGTCTCAGTCTCTCTCTCCCCARAATGGGAACAGACTCCCCACTGCCCTTTGGTACTGCTTGAA
GCGGCACAGAGCTARAGGAGGCAGAGGGATGCCTTTTCACCGCCATTCCTTCCAGTGARTTT TGCAGC TGGTGT TTGGGTGCCTGGATCGCCTTAGCTGGTGGGARRAGCTAGAAACCT

ACGCTGAGGCTTCCCCTAGCACCTCCATTCCCCATCATCCTGCT TCARAATGAGARACTGGACTTGAAT TTGGCATAAAGGGCAGATTTTTCAGGCAGAGTAGAGAGAGAGCCCAGCGGE

GCTGGTCTCAAGGGGTGGGAAGAACTCAGT TAGAGACCAAGGTGAGGAAGGGGAGECTTCARAGARTGGCGEGEECEEGEGTCCCGCTCTGGCTTGAGGT TAGRARGGGCTCTCTGGGCA

GGGTTCCTGGCCCTCCCACACCTTCCTCCTTTCTCAGARGAGCCAGCATGGGGCGEGGECGEGAGGCEGCTGGEECGEEGETGEGGECCT TATT TAAGGAGCACCGGCTGAGAACATCG

TTGCAGATCCAGCCCCAGGAGCCATAGAGAGGAGGTTTCGTGGGETAAGTGGCTGTCCCTCTCTCTGGAT TCARGCAGGGGTCGGGATGGGGTGCCCCTGAGGCGCAGGCTTGGCTTTCC

CTCTCTGGGATAGGCTGCAGCTTTGCCATGTGAGTGAGGGGAGCACCCAGCCCTCGGCTGAACTCTCCAGARRATGARAGTGTGCTTCAGGGAACTCTTTCTCCTCCACTCCACTATCC

CAGGTACTTCAAATCTTTATTCAGGGTTTTGGGGAGATTTCTGGGGAGCTAGGACTCCTGGECTGGGCTCCTATCTTGGGGATCCATATCTTGGGGACTCCCTTTAGCTCAGAAAGCCC

CTTGGTTTGCATAGAGATGCCCTTCTCAGTGTGCGTGTTCTGGCTCTTTCCCCAGCCCCTCACCCCTCCAGCCCCACATCAGGCCCCACCAGGAACACATCTGGGCAGGARGCGACAGA

TGGATCCCTGCCATGGCCCTGAGCCCCCTCCCCTCTTAACCTACTCCAATTCCTGT TGGAAT TTATGGAACTCCTGTCCATTTCCTTAGCTGTGGGCCCCCATTTTCAGCTCCAAGCTC

CGO5251190 CGO05858126
AGACCCTCCCTGGAATAGGAGTTCTCTTGGTATCACAAGTTCCT TATGTGACCCATCCTGGECCTCAACTTACTCATCCTGGGANGGAGAIAT TCACAGAAGARAGCATGCARGAG

CG15857661 CG13442016
cacliliTCORGEC TG AR AGAACTTTGGCCACCTOECACTCAGAAC TC AR T TCCA T AC GG TG A CTC T AGC AR TCECCTE TG ACTCAGTICTCETECCGC AGTGC TACARCATCAR

TGCCAAGGCCGTGGGGCAGCTGATGGTTTGGGCTCCCAACTTCCCAGCCAGGTGCTTCTGCAGGCCCACATCTTGCCCACTGGCCARACCTTTAAATAACTTTGAC

MIR146b Sequencia DNA convertido

CGO9701700
TTTGTGTAGTAGGAGTTAAGTTTTGGGGGG'T.AGGATAGAAGGTGGGTTGAGGAGAGGGMTTTTATAGATATAAGGATRTATATATAT'!‘G TAAGGTAGGGGTTTTCGGGATTTTTGT

TTTGAGGGAT T TTGAAGT TGGT TGGAATTTTAGTTTTTGATTTTTTTTTTTTTTAGGTTTTAGT TTTTTITTT TTTAARATGGGAATAGATTTTTTATTGTTTTTTGGTATTGTTTGAA

GCGGTATAGAGTTAAAGGAGGTAGAGGGATGTTTTTTTATCGTTATTTTTTT TAGTGAAT T TTGTAGT TGGTGT TTGGGTGTTTGCATCGTTTTAGTTGGTGGGAAAAGTTAGARRTTT

ACGTTGAGGTTTTTTTTAGTATTTTTATTTTTTATTATITTGTTTTARARATGAGAAATTGGATTTGRATT TGGTATAARAGGGTAGATTTTTTAGGTAGAGTAGAGAGAGAGTTTAGCGG

GITGGTTTTAAGGGGTGGGAAGAATTTAGT TAGAGATTAAGGTGAGGAAGGGGAGGT TTTAAAGAATGGCGGEGGCEGEETTTCGTTTTGGTTTGAGGT TAGAAAGGGTTTTTTGGGTA

GGETTTTTGGITTTTTTATATTTTTTTTTTTTTTTAGAAGAGT TAGTATGGGGCEEGEEGCEEGAGELGGT TGEGGCGGEEGTEGGEEGTTTTATTTAAGGAGTATCGGTTGAGARTATCG

TTGTAGAT TTAGT TTTAGGAGT TATAGAGAGGAGGTTTCGTGGGTAAGTGGTTGTTTTTTITT T TGCATT TAAGTAGGGGTCCGGATGEGGTGTTTTTGAGGCGTAGETTTGGTTTTTT

TTTTTTGGGATAGGTTGTAGTTTTGT TATGTGAGTGAGGGGAGTAT TTAGTT TTCGGT TGAATTTTT TAGAARATGAAAGTGTGT TTTAGGGAATTTTTTTTTTTTTATTTTATTATTT

TAGGTATTTTARATTTTTAT TTAGGGTTTTGGGGAGATTTTTGGGGAGT TAGGAT TTTTGGGTTGGGTTTTTATTTTGGGGATTTATATTTTGGGGATTTTTTTTAGTTTAGARAGTTT

TTTGGTTIGTATAGAGATGT TTTTTT TAGTGTGCGIGT TTTGGT T T T T T TT T TAGT T T TTTAT I TT I TTAGT T TTATAT TAGGTTTTATTAGGAATATATT TGGGTAGGAAGCGATAGA

TGGATTTTTGT TATGGT TTTGAGT TT T T T T T T T T T T TAA T T TAT T T TAAT T T T TG T TGGAATT TATGGAATTTTTGTTTATTTTT TTAGTTGTGGGTTTTTATTTTTAGTTTTAAGTTT

CGO5251190 CGO5858126
GAGABBATTTATAGARGARAGTATGTAAGAG

TATTATAAGTTTTTTATGTGATTTATTITGGGTTTTAA'

15857661 ) CG13442016
TA&TTTAGGTTGAAAGAATTTTGGTTATTTGGTA!TGAGAA‘J‘TGAATTTT}ITAGGI'I‘GTGAG’.’T!‘TAGTMMI‘TTTGI’GGATT"I‘AGTTI‘!‘GGTGTI.&TAGTGTTATAATATTAA
-—
TGTTAAGGTCGTGE TTTTAATTTTTTAGTTAGGTGTTTTTGTAGGTTTATAT TTTGTTTATTGGTTAAAT T TTTAAATAATT TTGAT

B

MIR21 Sequencia DNA

TTTTCCATTGGGATGTTITTGATTGAACTTGT TCATTTTGT TTTGCTTGGGAGGAAAATARACAATTTTACTTTTTTCCTTTAGGAGCATTATGAGCATTATGTCAGAATAGAATAGAR
CGM4276626 CGO02515217
TTGGGGTT.ATCTTAACAGGCCAG.U.AL\:LL.JL-L-Lu TTTTTTGGTTIGTTTTTGTTITTGTTTITT AATCMATCCTGCCTGACTGTCTGCTTGTTTTGCCTACCA'[.TGACATCTC
CG15759721 CGOT181702
CATGGCTGTACCF\CCTTG?IGGTAGCTTA?‘CﬁGACmmTGﬂmMTmAmGCAACACCAGI.ATGGGCmTCmCATTTTGGTATC TTTCATCTGACCATCCATATC

CRATGTTCTCATTTAAACATTACCCAGCATCATTGTTTATAATCAGARACTCTGGTCCTTCTGTCTGETGGCACT TAGAGTCTTTTGTGCCATAATGCAGCAGTATGGAGGGAGE

MIR121 Sequencia DNA convertido

—

TTTTTTATTGGGATGTTTTTGATTGAAT TTGTTTATTTIGT TT TGT T TGGGAGGARAATAAATAATTT TATTT TTT T TT TTTAGGAGTAT TATGAGTAT TATGTTAGAATAGAATAGAA
CG04276626 CGO02515217

TreGeGTTIlIA TT TTAATAGGTTAGRAATGT TTGGGT T TTTTTGGTTTGT TTTTGTTTTTGTT TTTTTAT TARAT TTTGTTTGAT TG T TTGT T N G~ TATTTT

_ CG13759721 ; CG07181702
TATGGTTGTATTATTTEGH A TCCAT }

—
TTGGTATTTTTTATTTGATTATTTATATT

TAATGTTTTTAT T TAAATATTAT TTAGTATTAT TGTTTATAAT TAGARAT TTTGGTTTT I TTGTT TGGTGGTATTTAGAGTTTTTTGTGTTATAATGTAGTAGTATGGAGGGAGGATTT
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Figura 3 - Dados do mapeamento das regides alvo do ensaio de
pirosequenciamento para os genes MIR21 e MIR146B. Estao indicadas as
sequéncias de DNA e o mapeamento das sondas contendo CpG diferencialmente metiladas
(cinza escuro) (abaixo do cromossomo) assim como sequéncia de DNA apds converséo
por bissulfito de sédio (parte inferior). Essas sequéncias foram utilizadas para o desenho
dos iniciadores (Forward e Reverse) representados em negrito/sublinhado. Os iniciadores
desenhados amplificam um fragmento de 253 pares de bases contendo 4 dos 5 CpGs
diferencialmente metiladas para o MIR146B (A) e um fragmento de 233 pares de bases
contendo 4 CpGs diferencialmente metiladas para o MIR21(B). Os iniciadores do
sequenciamento estdo representados pelas sequéncias sublinhadas. As sondas validadas
para o MIR146 (A) foram: cg05251190, cg05858126 e cg15857661 localizadas em sitios de
inicio de transcricdo (TSS200), enquanto que para o MIR21 (B) foram: cg02515217
(TSS200) e cg15759721 (mapeada em corpo de gene) (maior correlacdo com a expressao
dos miRNAs). A sequéncia de DNA referente aos pré-miR-21 e -146b (sequéncias stemm-
loop precursoras) estdo marcadas em cinza claro. Fontes: Human (Homo sapiens) Genome
Browser Gateway, assembly: Dec. 2013 (GRCh19/hg19) (http://genome.ucsc.edu/cgi-
bin/lhgGateway) e miRBase (http://www.mirbase.org/index.shtm). Acesso em agosto de
2017.

Quadro 2 - Caracteristicas dos iniciadores utilizados na PCR e
pirosequenciamento dos genes codificadores de miRNAs (MIR146B e
MIR21).

Gene Sequéncia pb CpG ™ TA

F: 5' TGTTAGAATAGAATAGAATTGGGG 3'
R: 5' [Btn] TACCAAAATATCAAACAACCCATC 3

MIR21 233 2 60,7°C  55°C
Seq1 -5 TGTTTTGTTTATTAT 3'

Py 5' CGTGATATTTTTATGGTTGTATTATTTTGTCGGG 3'

F: 5 TGGAATAGGAGTTTTTTTGGTATT 3'
R: 5' [Btn] ACCCAAACCATCAACTACC 3'

MIR146B 253 3 59,7°C  54°C
Seq1 -5 TTATTTATTTTGGGA 3'

Py - 5' ACGGGAGACGATTTATAGAAGAAAGTATGTAAGAGTAGCGT3'

Legenda: F: Forward; R: Reverse; Btn: Biotina; Seq: Iniciadorde sequenciamento; pb: pares
de base; CpG: quantidade de sitios CpG avaliados; TM: temperatura de melting; TA:
temperatura de anelamento; Py: Sequéncia de referéncia. Em negrito, CGs indicando os
CpGs analisados.

A amplificacdao pela PCR foi realizada em um volume de 50 pL
contendo: 2 yL de DNA (20 ng), Tamp&o 10x, 15 mM de MgCl,, 10 uM de
cada dinucleotideo, 10 uM de cada iniciador e 1 U de HotStartTag DNA

polimerase (Qiagen, Valencia, CA). A desnaturacao inicial a 90 °C ocorreu
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por 15 min, seguido por 50 ciclos a 95 °C por 30s, a fase de anelamento
(54°C - 55°C) por 30s e a de extensao 72 °C por 45s, seguido de uma
extensao final de 72 °C por 10 min. Dois microlitros do produto amplificado
das amostras controles foram submetidos a uma corrida em gel de agarose
1% corado com Gel Red Nucleic Acid Stain (Biotiun, Fremont, CA) para
avaliacido da qualidade e intensidade da banda.

Posteriormente, foi realizado o preparo da fita simples de DNA para o
pirosequenciamento usando o Vaccuun Prep Tool (Qiagen, Valencia, CA),
segundo as instrugbes do fabricante. Resumidamente, 25uL do produto da
PCR foi transferido para uma placa de 24 pocos e retido por uma mistura de
reacao contendo beads de sefarose (GE Healthcare Life Sciences, Uppsala,
Sweden) (2uL de beads streptavidin-coated Sepharose; 40uL de Binding
Buffer e agua DEPC em um volume final de 80uL. A placa foi agitada a 1500
rom por 10 minutos e levada ao Vaccuun Prep Tool para lavagem e
purificacdo dos produtos da PCR. Em seguida foi realizada a lavagem em
alcool 70%, seguida por denaturagcdo em uma solugdo de NaOH 0,2M
(PyroMark Denaturation Solution, Qiagen, Valencia, CA) e uma nova
lavagem em um tampao contendo 10nM de Tris-Acetate (PyromarkWash
Buffer, Qiagen, Valencia, CA).

Em uma placa especial para pirosequenciamento (PyroMark Q24
plate) (Qiagen, Valencia, CA) foi adicionado o produto purificado em uma
mistura de reacéo contendo 100uM do iniciador de sequenciamento (Quadro
1) diluido em tamp&o de anelamento. Em seguida, a placa foi incubada em

termobloco a 80°C por 2min, sendo entdo mantida a temperatura ambiente



39

por 5 min para o anelamento dos iniciadores. Os produtos purificados e
ligados ao iniciador foram transferidos para o equipamento PyroMark Q24
(Qiagen, Valencia, CA), onde foi realizado o sequenciamento em tempo real
das regides a serem validadas. Os reagentes utilizados nesse processo
foram os recomendados pelo fabricante (Pyromark Gold Q24, Qiagen,
Valencia, CA). Para garantir a confiabilidade dos dados foram utilizados DNA
comerciais metilados e nao metilados como controles positivos e negativos

(Zymo Research, Irvine, CA, USA), respectivamente (Figura 4).
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AL

Figura 4 - Pirograma dos controles de metilagdo para o MIR21 e MIR146B.

A-B. Pirograma representativo do controle positivo (DNA 100% metilado) e do controle
negativo (DNA nao metilado) para o MIR21. C-D. Pirograma representativo do controle

positivo e negativo para o MIR146B.
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4.2.5 Analise da expressao de miRNAs

Para a sintese do cDNA, foi utilizado o TagMan® MIRNA Reverse
Transcription Kit (Applied Biosystems CA, EUA). Para analise dos niveis de
expressao dos miRNAs selecionados foi utilizado TagMan® MiRNA Assays
(Applied Biosystems) seguindo as instru¢des do fabricante. Os genes
RNU44 e RNU48 foram selecionados como controles enddgenos, pois sdo
comumente utilizados em CPT (SHEU et al. 2010; DETTMER et al. 2013a;
DETTMER et al. 2013b).

O RNA total obtido das amostras foi diluido a 2ng/uL para a sintese
do cDNA. A mistura de reagao para o cDNA consistiu em 100mM de dNTPs,
50U/uL de MultiScribe Reverse Transcriptase, 10X Reverse Transcription
Buffer, 20U/uL de RNase Inhibitor, 0,2uM dos primers RT, 2,5uL de RNA e
agua livre de nucleases em um volume final de 7,5uL. As amostras foram
incubadas nas seguintes condi¢des: 16°C por 30 minutos, 42°C por 30
minutos e uma fase final de 85°C por 5 minutos. Foram adicionados 30uL de
agua ultrapura estéril ao cDNA para diluicdo em 1:5, resultando em um
volume final de 37,5uL. As amostras foram armazenadas em -20°C até o
uso.

Em seguida, 4uL do cDNA (1:5) dos dois miRNAs foi incorporado a
uma mistura de reagao contendo 1,4uL de agua livre de nucleases, 6L de
TagMan® 2x Universal PCR Master Mix e 0,6yl dos iniciadores (TagMan®
miRNA Assays). Todas as reagdes foram analisadas em duplicata,
executadas pelo pipetador automatico (QIAgility System, Qiagen) e

submetidas as seguintes condigbes de amplificagdo: 95°C por 10 minutos
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seguido de 40 ciclos a 95°C por 15 segundos e 60°C por 1 minuto no
equipamento 7900HT Real Time PCR System (Applied Biosystems). Para a
normalizacdo dos miRNAs foi utilizado o método proposto por PFAFFL
(2001) utilizando a média geométrica dos genes de referéncia (RNU44 e

RNU48) e eficiéncia igual @ 100%.

4.2.6 Analise da expressao de transcritos alvos de miRNAs

As amostras de RNA foram tratadas com DNAse, adicionando 1x de
DNAse | Reaction Buffer (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) e 1U de DNAse
Amp Grade (Invitrogen) em 2ug de RNA em um volume total de 10uL de
reacdo. Posteriormente, as amostras foram incubadas por 15 minutos em
temperatura ambiente. Em seguida, foram adicionadas a solu¢ao 2,5mM de
EDTA para a inativagao da enzima (incubagao de 65°C por 10 minutos).

Para a conversdo do RNA em cDNA, foram adicionados ao RNA
purificado 2,5 puM dos iniciadores oligodT 12-18 (GE Healthcare Life
Sciences, Little Chalfont, St. Giles, UK), 2,5 uyM de random primers
(Invitrogen) e 0,5 mM de dNTPs (Invitrogen). Em seguida, as amostras foram
incubadas por 5 minutos a 65°C e por dois minutos no gelo. Apds esse
periodo de incubacgao, foi adicionado a amostra o tampao 1X da enzima
Super Script Il First Strand Buffer (Invitrogen), 5SmM de dietiltreitol (DTT)
(Invitrogen) e 200U da enzima Super Script Ill Reverse Transcriptase
(Invitrogen), com incubacéo a 55°C por 50 minutos e 70°C por 15 minutos.

As amostras foram armazenadas em -20°C até o uso.
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Dentre os 348 transcritos alvos de miRNAs (162 para o hsa-miR-
146b-5p; 172 para o hsa-miR-146b-3p; 104 para o hsa-miR-21-5p),
encontrados na analise integrada (expressao de microRNA e alvos), foram
selecionados sete genes (MPPED2, STXBP5L, MRO, FHL1, FLRT1, DOK6
e MOB3B) para validacdo por RT-qPCR (Quadro 3). Estes alvos foram
selecionados de acordo com os valores de correlagdo negativa entre a
expressao dos transcritos e de miRNA, nivel de expressao em tecido normal
de tireoide (disponiveis em http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genes), maiores
valores de Fold Change e resultados significativos de associacdo com
fatores clinico-patolégicos segundo o banco de dados TCGA e GEO (Anexo
3).

Os iniciadores utilizados para a detecgao dos sete genes alvos foram
desenhados a partir da sequéncia de mRNA do gene em questdo
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide), pelo programa  Primer-Blast
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/). Essa ferramenta permite
que o desenho dos oligonucleotideos iniciadores considere alinhamentos,
mesmo que parciais, com outras sequéncias potencialmente amplificaveis
pelos iniciadores. Para evitar a amplificagdo de DNA gendmico por possivel
contaminacgao, os iniciadores desenhados flanqueavam jungdes éxon-éxon
ou com intron de mais de 1.000 pares de bases entre os éxons. Para que a
reacdo de amplificacao apresentasse alta eficiéncia, foi considerado um
tamanho maximo de 150 pares de bases.

O programa Oligoanalyzer  (http://www.idtdna.com/analyzer/

applications/oligoanalyzer) foi utilizado para verificar possiveis formagdes de
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estruturas secundarias estaveis (hairpins) e dimeros de iniciadores (homo e
heterodimeros, no caso de estrutura estavel com 3’ livre), que podem levar a
reducao da eficiéncia da reagdo. Os controles enddgenos utilizados foram
EIF2B1 e PUM1, previamente selecionados de um estudo prévio (BARROS-
FILHO et al. 2015). As sequéncias dos iniciadores para os genes alvo e

referéncia estao descritas no Quadro 3.

Quadro 3 - Caracteristicas e curva de eficiéncia dos iniciadores dos
transcritos alvos de miRNAs selecionados para a validagao por RT-gPCR.

Tamanho
Gene Transcrito Sequéncia 5'- 3' do Inclinagdo Eficiéncia
Fragmento

F: CTATGGATCGCCTGCTCGC
MPPED2 NM_001145399.1 78 pb -3.50 1.93

R: CCGCTGTGCATTTCTTTCCC

F: CAGCCCAGCTTCCTTCTTCA
STXBP5L  NM_014980.2 104 pb -3.19 2.06
R: CCGTGTCTTCACATTGAGGC

F: GGCATGAGGGAAGAAGGAGG
MRO NM_031939.3 86 pb -3.38 1.98

R: GCCCTGAATTCCTTTGCTTCC

F: CCACGCAGCACCTTGGAA
FHL1  NM_001159702.2 77 pb -3.50 1.93
R: CGCTGGATGTGTGGCAGATA

F: CTGAGGTCTGCGTCCCTAGT
FLRT1 NM_013280.4 188 pb -3.50 1.93
R: CCTGGAGCCTGAATACCTCC

F: ACTGGCATCACATCACTCGT
DOK6 NM_152721.5 70 pb -3.48 1.94
R: GAACCAAACCCATGACCTTGC

F: AGAGTCCCTTGCGTGGATTG
MOB3B NM_024761.4 141 pb -3.20 2.05

R: CTCATGTTCTTTCCGTGGGG

F: CACAGACACCACCTCCTTCC
PUM1  NM_001020658.1 72 pb -3.51 1.93
R: CCATTCGTGAGTCCTCCCAG

F: ACCTGTCTTCATCCTCCCCT
EIF2B1 NM_001414.3 71 pb -3.44 1.95
R: GCTGCTTTTCGCCTGCATC

Legenda: F: Forward; R: Reverse; pb: pares de bases; TA: temperatura de anelamento.

A expressao de transcritos foi investigada por RT-gPCR pelo sistema
de detecgdo SYBR® Green PCR Master Mix. Para a amplificagdo do produto
foi utilizado 20ng de cDNA, 1x de Sybr Green Master Mix (Applied

Biosystems), 200 uM de cada iniciador (foward/ reverse) para um volume
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final de 12,5uL. Todas as reagdes foram processadas utilizando o pipetador
automatico (QIAgility System, Qiagen) em duplicatas e submetidas as
seguintes condigdes: 95°C por 10 minutos; 40 ciclos a 95°C por 15 segundos
e 60°C por 1 minuto no sistema PCR 7900 Real Time PCR (Applied
Biosystems, California, EUA).

Inicialmente, a eficiéncia da reacao de amplificacdo foi determinada
para cada par de iniciadores, por meio de uma curva de diluicdo de cDNA de
um pool de amostras (9 CPT, 8 BTL e 8 TN) em concentragdes seriadas (60
ng, 15 ng, 3,8 ng, 0,9 ng e 0,2 ng). Os valores de Cq (ciclo de quantificagao)
para cada diluigdo de cDNA e as concentragdes respectivas de RNA (log1o)
foram utilizados para a obtencao da curva-padréo. As curvas de dissociacao
apresentaram picos bastante definidos (demonstrando especificidade do
produto amplificado) e a eficiéncia de amplificagao apresentou uma variagéao
de apenas 10% do ideal (100% igual a uma duplicagdo a cada ciclo) (Quadro
3).

Para a normalizagdo dos genes alvos também foi utilizado o método
proposto por PFAFFL (2001) utilizando a média geométrica dos genes de
referéncia (EIF2B1 e PUM1) e padronizando eficiéncia de amplificagao igual

a 100% (eficiéncia=2) parar todos os pares de iniciadores utilizados.

4.2.7 Analise da mutagdao em BRAF
Um total de 102 das 103 amostras de CPT foi avaliado por
pirosequenciamento para a detecgdo da mutagdo em BRAF (codon 600),

utilizando o equipamento PyroMark Q24 (Qiagen, Valencia, EUA). A regiao
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de interesse foi amplificada pela PCR (Polymerase Chain Reaction)
utilizando o iniciador biotinilado ADS871 (FBP e RP) (Epigendx, Worcester
MA, Inglaterra).

Para a reacao de pirosequenciamento foram utilizados 20ng de DNA
de cada amostra, incluindo um controle positivo para mutacdo em BRAF
(linhagem celular de cancer de coélon WiDr), um controle negativo para a
mutacado (controle de DNA humano ndo metilado Epitech, Qiagen) e um
controle sem amostra (No Template Control). O resultado obtido nos
controles negativos e positivos para a mutagcdo BRAFV600E foi o esperado:
0% de alelos alterados nos controles negativos e 27,3% para os controles

positivos (Figura 5).

CONTROLE NTC

AMOSTRA BRAF SELVAGEM

E s [ T A c A [
(]

CONTROLE BRAF SELVAGEM

AMOSTRA BRAFV600E

G T A
|

CONTROLE BRAFV600E

Figura 5 - Pirogramas de controles e amostras apos o pirosequenciamento
para a deteccao de mutagcdo em BRAF. O controle NTC (No Template Control) ndo
apresenta a incorporagéo de bases, enquanto é observada a incorporagao nos controles e
amostras positivas e negativas para a mutagdo. No controle negativo e amostra negativa
para a alteracdo (Selvagem), ndo existe a troca de T por A na regido destacada em
amarelo, enquanto no controle positivo e amostra positiva para alteragdo é observado um

percentual de trocas T por A em (27,3% e 40,6% dos alelos, respectivamente).
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Os dados gerados foram avaliados quanto a qualidade, observando a
altura dos picos e fluorescéncia de incorporacao e interpretados quanto a
presenga ou ndo da mutagédo (troca da base T por A no cddon 600 em
BRAF). Foram considerados positivos para as mutagbes os casos com um
limiar de 10% de alelos alterados (BARROS-FILHO et al. 2015; BELTRAMI

et al. 2017).

4.3 MODULO 3: ESTUDOS EM LINHAGENS CELULARES PARA
CONFIRMACAO DA REGULACAO DOS GENES MIR21 E MIR146B

POR METILAGAO

4.3.1 Cultura de linhagens celulares

As linhagens celulares de CPT utilizadas para as analises funcionais
foram TPC1 (BRAF wild type), BCPAP (BRAFV600E) e K1 (BRAFV600E —
mutacado heterozigota) (SAISELET et al. 2012). Estas linhagens celulares
foram selecionadas como modelo do estudo, pois sdao as frequentemente
descritas em literatura. A linhagem TPC1 foi cedida gentiimente pela Dra.
Janete Maria Cerutti (Universidade Federal de Sao Paulo) e a BCPAP pela
Dra. Edna Tekuro Kimura (Universidade de Sao Paulo). A linhagem K1 foi
obtida comercialmente (Sigma Aldrich, Darmstadt, Germany).

As células foram armazenadas em solugdo de congelamento
contendo 10% de soro bovino fetal (Gibco, Grand Island, NY, EUA) e 10%
de DMSO (dimetilsulféoxido) (Sigma Aldrich, St. Louis, MO, EUA) em
nitrogénio liquido. No momento do uso, as células foram descongeladas e

cultivadas em monocamada. As linhagens celulares foram cultivadas em
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frascos apropriados para cultura de células de 25 cm®, em meio de cultura
DMEM/F-10 (Gibco, Grand lIsland, NY, EUA) para BCPAP, RPMI (Gibco,
Grand Island, NY, EUA) para TPC1 e DMEM: HAM-F12: MCDB-105 (2:1:1)
com 2mM de Glutamina (Sigma Aldrich, Darmstadt, Germany) para a
linhagem K1 e suplementados com 10% de soro fetal bovino (Gibco, Grand
Island, NY, EUA) e antibioticos (estreptomicina 1% e penicilina 1%) (Gibco,
Auckland, NZ). As células em cultura foram mantidas a 37°C em atmosfera
contendo 5% de CO; e 95% de umidade. Apds confluéncia (60-70% do
frasco) foi realizado o procedimento de repicagem no qual o meio de cultura
foi removido, as células lavadas com 5 mL de PBS 1X e entdo incubadas a
37°C com 1 mL de solugdo 0,25% Tripsina/EDTA 1X (Invitrogen, Carlsbad,
CA, USA). Apés o desprendimento total das células, a acédo da tripsina foi

interrompida pela adicdo de 5 mL de meio completo.

4.3.2 Teste do 3-(4,5-dimetiltiazol-2yl)-2,5-difenil brometo de tetrazolina
(MTT)

O ensaio de viabilidade celular MTT foi realizado nas linhagens
celulares TPC1 e BCPAP de acordo com o protocolo descrito por
MOSMANN (1983), com algumas modificagdes. Neste ensaio foi utilizado o
indicador indireto de citotoxicidade de doses de 5-Aza-2’-deoxicitidina (5-
Aza-dC; Sigma). As células quando incubadas com o MTT, tem seu
substrato quebrado por enzimas, o qual promove a mudanca de coloragéo

(composto amarelo converte-se em um composto azul - Formazan). A
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viabilidade das células € demonstrada pela produgdo do Formazan, que
reflete o estado funcional da cadeia respiratoria.

As duas linhagens foram semeadas em microplacas de 96 pocgos
(aproximadamente 1x10* células por pogo em 200uL de meio completo).
Estas foram expostas a concentragbes diferentes de 5-Aza-dC (0,1uM;
0,5uM; 1uM; 2uM e 3uM) por 24, 48, 72 e 96 horas. Apos os tempos de
tratamento, o meio foi aspirado e as células foram incubadas com solugao
de MTT (0,5 mg/mL) (Sigma Aldrich, Darmstadt, Germany) por 4 horas a
37°C. Ao final deste periodo, a mistura da reacado foi cuidadosamente
aspirada e foram acrescentados em cada poco 200uL de DMSO. Apés 10
minutos foi realizada a analise em espectrofotdmetro de leitor de placas a
550 nM. Controles negativos (tratamento com DMSOQO) e sem células foram
conduzidos em condi¢gdes idénticas e serviram como pardmetro de
comparagao. Os dados séo apresentados como percentual (%) de atividade
mitocondrial £ desvio padrdo dos experimentos independentes na mesma

placa.

4.3.3 Tratamento com 5-Aza-2’-Deoxicitidina para confirmagao da
regulacao dos genes por metilagao

As linhagens celulares TPC1, BCPAP e K1 foram semeadas (1x10°)
em duplicata em frascos de 25 cm>. Apds 24 horas de crescimento, foi
adicionado ao meio de cultura apropriado para cada linhagem (como
descrito acima) 1uM e 3uM de 5-Aza-dC (Sigma) seguido de incubagao a

37°C durante 96 horas. Durante este periodo, o meio de cultura foi trocado
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por meio novo contendo a mesma concentragdao de 5-Aza-dC a cada 24
horas.

O tratamento controle foi realizado com DMSO (Sigma Aldrich,
Darmstadt, Germany). Apds o periodo de tratamento, as células passaram
por um periodo de recuperacdo de 24 horas antes da extragdo de DNA e
RNA, utilizando os kits ReliaPrep™ gDNA Tissue Miniprep System
(Promega, Madison, Wisconsin, EUA) e miRNeasy Mini Kit (Qiagen,
Valencia, CA), respectivamente e de acordo com as especificagdes do
fabricante.

O DNA das amostras foi convertido por bissulfito de sédio com o kit
EZ DNA Methylation Gold (Zymo, Irvine, CA, USA), conforme supracitado.

A metilagdo basal das trés linhagens celulares nas regides dos genes
MIR21 e MIR16B, assim como a analise de metilacdo e expressdo foram
avaliadas de acordo com os protocolos acima descritos. A confirmacao da
desmetilacdo do DNA apds o tratamento com azacitidina foi realizado
utilizando os iniciadores para regides repetitivas AluYb8 e AIR1Sat,

conforme descrito por CHOI et al. (2009) (Quadro 4).
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Quadro 4 - Caracteristicas dos iniciadores utilizados na PCR e
pirosequenciamento de AIR1Sat e AluYb8.

Gene Sequéncia pb CpG TM TA

F: 5' GATAGAGTAGTTTGAAATATTTGTTT 3'
R: 5" [Btn] CTTCTATCTAACATTATATAAAAAAATCCC 3'

AlR1Sat 109 2 59°C 54°C
Seq: 5 GTGGATATTTGGATT

Py: 5 TTTTTGAGGTTTTCGGTTGGAAACGGG 3'

F: 5 AGATTATTTTGGTTAATAAG 3'

R: 5' [Btn] AACTACRAACTACAATAA 3'

AlUYD8  qoq: 5 GTTTGTAGTTTTAGTTATT 178 4 43°C 49°C

Py: 5' CGGGGAGGTTGAGGTAGGAGAATGGCGGTGAAT
TCGGGGAAGCGG 3'

Legenda: F: Forward; R: Reverse; Btn: Biotina; Seq: Primer de sequenciamento; pb: pares
de base; CpG: quantidade de sitios CpG avaliados; TM: temperatura de melting; TA:
temperatura de anelamento; Py: Sequéncia de referéncia. Em negrito, CGs indicando os
CpGs analisados.

4.3.4 Analise estatistica
O programa SPSS (Statistics Packet for Social Sciences), versao 21.0
(SPSS, Chicago, IL, USA) e BRB Array Tools v. 440

(http://linus.nci.nih.gov/BRB-ArrayTools.html) foram utilizados para analises

estatisticas.

Os resultados de pirosequenciamento relacionados a metilacdo do
DNA (porcentagem de metilacdo de cada regido avaliada), expressao dos
MiRNAs e expressdo dos mRNAs foram avaliados por testes paramétricos
(teste t pareado, teste t ndo pareado, ANOVA com pés-teste de Tukey e
teste de correlacdo de Pearson). O teste F de Levene foi utilizado para
assumir ou ndo variancias iguais entre os grupos comparados (teste t ndo
pareado). A hipotese nula foi rejeitada quando o valor de P bicaudado foi <
0,05. Para a construcdo de algoritmos classificadores diagnosticos foi

utilizada a analise discriminante de Fisher (treinamento). As representagdes
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graficas foram feitas também pelo programa Graphpad Prism 5.0 (GraphPad
Software Inc., La Jolla, CA).

A analise de sobrevida livre de doenca foi realizada pelo método de
Kaplan-Meier (KAPLAN e MEIER 1958) e teste de log rank (PETO e PETO
1972), categorizando os dados de metilagdo de DNA (pirosequenciamento
apos conversado por bissulfito) e expressdo génica (RT-qPCR) abaixo e

acima da mediana.
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5 RESULTADOS

A Figura 6 resume os principais resultados obtidos neste estudo,
utilizando diferentes abordagens por meio de analises de dados globais

gerados previamente pelo nosso grupo e dos bancos de dados TCGA.

34 genes de miRNAs Metilagﬁo miRNA

diferencialmente metilados 50 CPT vs. 50 TN
limma P adj<0,05, |AB[>0,15

Metilacdo miRNA Expressio miRNA Expressio mRNA

515 CPT vs. 56 TN 510 CPT vs. 59 TN 509 CPT vs. 59 TN
t test P adj<1x107, |AB>0,1 t test P adj<1x107, FC>2 t test P adj<1x107, FC>2
27 miRNAs confirmados como 67 miRNAs 2.262 mRNAs

diferencialmente metilados diferencialmente expressos | diferencialmente expressos

Predigiio alvos
miRNAs (miRWalk)

¢

Integracao 1 Integracao 2
510 CPT, r- P*<1x107 506 CPT, r- P*<1x107

MIR2I e MIRI46B potencialmente 348 transcritos alvos de miR-21-
regulados por metilagio 5p e miR-146b-3p/5p

Metilagao miRNA Expressio miRNA Expressao alvos
103 CPT, 29 LBT e 40TN | | 47 CPT, 32 LBT ¢ 35 TN | | 44 CPT, 30 LBT ¢ 28 TN

Piroseq; t test P <0,05 RT-qPCR; t test P <0,05 RT-qPCR; t test P <0,05
MIR21 e MIR146B miR-21-5p e miR-146b-5p 7 alvos dos miRNAs com
hipometilados CPT com expressio aumentada em CPT expressio diminuida em CPT

( DADOS INTERNOS | [ TCGADATABASE | [ANALISE INTEGRADA| [ CONFIRMACOES |
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Figura 6 - Fluxograma ilustrando os resultados obtidos usando ferramentas
de bioinformatica para identificar genes codificadores de miRNA
potencialmente regulados por metilagao, seus respectivos transcritos alvos e

as confirmacdes dos achados do estudo. Dados prévios do grupo de metilagéo
global foram reavaliados, onde a comparagédo entre 50 CPT e 50 TN revelou 34 genes
codificadores de miRNA diferencialmente metilados (anotagao da lllumina 450k). Utilizando
0 banco de dados do TCGA (plataforma lllumina 450k) para uma validagdo externa (515
CPT e 56 TN), foi possivel confirmar 27 genes codificadores de miRNA diferencialmente
metilados. Dados de expressdo de miRNAs (510 CPT e 59 TN) provenientes do TCGA

(plataforma de sequenciamento de RNA lllumina) também foram utilizados no estudo, onde

foram identificados 67 miRNAs diferencialmente expressos. A andlise integrada 1 (metilacao
e expressdao dos miRNAs) revelou relagcbes inversas altamente significativas entre a
metilacdo da regido promotora do miRNA e expressado dos MIR21 e MIR146B nas amostras
de CPT avaliadas. Trés miRNAs foram selecionados (hsa-miR-146b-5p, hsa-miR-146b-3p e
hsa-miR-21-5p) como candidatos a serem regulados por metilagdo. Estes miRNAs
apresentaram expressao aumentada e sondas hipometiladas. No presente estudo, a
metilagdo dos miRNAs foi confirmada pela técnica de pirosequenciamento em 103 CPT, 29
LBT e 40 TN, assim como a expressao dos miRNAs por RT-qPCR em 47 CPT, 32 LBT e 35
TN. Foi observada a hipometilagdo e expressao aumentada dos genes MIR21 e MIR146B
em CPT. A expressao diferencial de genes alvos dos miRNAs (509 CPT e 59 TN) foi
avaliada utilizando os dados do TCGA (plataforma de sequenciamento de RNA lllumina).
Foram identificados 2.262 transcritos como diferencialmente expressos em CPT. A analise
integrada 2 (expressdo dos miRNA e seus alvos) revelou 348 transcritos alterados preditos
como alvos dos trés miRNAs (hsa-miR-146b-5p, hsa-miR-146b-3p e hsa-miR-21-5p) e com
correlagao negativa entre os resultados da analise de miRNAs e mRNA. A expresséo de
sete genes alvos foi validada por RT-gPCR em 44 CPT, 30 LBT e 28 TN, a qual foi
confirmada como aumentada em CPT. Legenda: CPT: Carcinoma papilifero de tireoide; TN:
tecido ndo neoplasico; P adj: valor de P ajustado, |AB|: mdédulo de delta beta; FC: fold

change; r-: correlagédo negativa; *teste de correlagéo de Pearson.
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51 MODULO 1: IDENTIFICAGAO DE MIRNAS
POTENCIALMENTE REGULADOS POR METILAGAO E SEUS

RESPECTIVOS ALVOS

5.1.1 Dados de metilacdo global revelam genes de miRNAs
potencialmente regulados por metilagao

Os dados de metilagcédo global de dois estudos prévios do grupo (DOS
REIS 2015; BELTRAMI et al. 2017) foram compilados, totalizando 50 pares
de amostras de CPT e TN. A comparacao entre o tecido tumoral e normal
revelou 50 sondas diferencialmente metiladas (43 hipometiladas e sete
hipermetiladas) representando 34 genes de miRNAs (anotagédo da Illumina
450k) (Tabela 2).

Utilizando o banco de dados do TCGA (plataforma Illumina 450k,
https://tcga-data.nci.nih.gov/tcga/) para validagao externa (515 CPT e 56
TN), foi possivel confirmar 42 das 50 sondas diferencialmente metiladas
(teste t, P corrigido <1x107), representando 27 genes codificadores de

microRNA.
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Tabela 2 - Cinquenta sondas correspondendo a regides diferencialmente
metiladas identificadas nos dados de metilagdo global do nosso grupo (CPT

versus TN). Destas, 42 foram confirmadas como alteradas nos dados obtidos do TCGA
(oito sondas n&o foram avaliadas no banco de dados do TCGA — dados externos).

Sonda(iD) miRNA ?ngt’:;?éo Conteiido Dados internos Dados TCGA
gene gendmica CPG  (elta B P Padj. deltap P FDR
03221073 MIR548F1 Body 041 <1e07 <1e07 -0,34 <1e07 <1e-07
cg19019198 MIRLET7G TSS200 0,36 <1e07 <1e07 -049 <1e07 <1e07
cg15857661 MIR146B  TSS200 Shelf 033 <1e07 <1e07 -0,34 <1e07 <1e-07
cg05858126 MIR146B  TSS200 Shelf 0,32 <1e07 <1e07 -0,33 <1e07 <1e-07
cg05878887 MIR548G  Body 0,31 <1e07 <1e07 -0,33 <1e07 <1e07
cg21175685 MIR548G  Body 0,31 <1e07 <1e07 -024 <1e07 <1e07
cg05251190 MIR146B  TSS200 Shelf 030 <1e07 <1e-07 -029 <1e07 <1e-07
913309012 MIR155HG Body 0,30 <1e07 <1e07 -0,30 <1e07 <1e-07
cg13442016 MIR146B  Body Shelf 029 <1e07 <1e07 -029 <1e07 <1e07
cg08096702 MIR211  TSS1500 029 <1e07 <1e07 -034 <1e07 <1e07
cg02145866 MIR548G  Body 029 <1e07 <1e07 -0,30 <1e07 <1e-07
cg25874148 MIR548F5 Body 028 <1e07 <1e07 NA NA NA
cg26664528 MIR548H4 Body Shore  -028 <1e07 <1e07 NA NA NA
cg26620021 MIR641  TSS1500 Shore  -028 <1e07 <1e07 NA NA NA
925591377 MIR1288  TSS1500 027 <1e07 <1e07 -024 <1e07 <1e07
cg13449535 MIR200B  TSS1500 Shore  -025 <1e07 <1e07 -037 <1e07 <1e07
cg04805065 MIR33B  TSS1500 Shore  -025 <1e07 <1e07 -029 <1e07 <1e-07
cg04522625 MIR548A2 Body 024 <1e-07 <1e07 030 <1e-07 <1e-07
cg14144728 MIR200B  TSS1500 Shore  -023 <1e07 <1e07 021 <1e-07 <1e-07
cg17670263 MIR520C  TSS1500 021 <1e07 100E-07 -027 <1e-07 <1e-07
cg09701700 MIR146B  TSS1500 Shelf 020 <1e07 <1e07 -0,19 <1e07 <1e07
cg09186408 MIR33B  TSS1500 Shore  -020 <1e07 <1e07 -023 <1e07 <1e07
cg02558026 MIR762  TSS1500 Shore  -020 <1e-07 <1e07 -024 <1e07 <1e-07
cg11539052 MIR548N  Body Shore  -020 <1e07 <1e07 NA NA NA
cg01243312 MIR128-1  Body 020 <1e07 <1e07 023 <1e07 <1e07
cg07181702 MIR21 Body 019 <1e07 <1e07 -020 <1e07 <1e07
cg14910227 MIR495  Body 019 <1e07 <1e07 -027 <1e07 <1e07
cg10734581 MIR134  TSS1500 0,19 <1e07 <1e07 NA NA NA
cg18697991 MIR548A2 Body 019 <1e-07 <1e07 020 <1e-07 <1e-07
cg13204193 MIR942  Body 019 <1e-07 <1e07 NA NA NA
cg04276626 MIR21 TSS200 018 <1e07 <1e-07 -0,16 <1e-07 <1e-07
cg10583119 MIR518D  TSS1500 018 <1e07 <1e07 -022 <1e07 <1e07
902515217 MIR21 TSS200 017 <1e07 <1e07 -0,16 <1e07 <1e-07
cg15759721 MIR21 Body 017 <1e07 <1e07 -0,14 <1e07 <1e-07
cg11721554 MIR377  TSS1500 Shelf 017 <1e07 <1e07 -020 <1e07 <1e-07
cg20547131 MIR412  TSS1500 Shore  -017 <1e07 <1e07 -0,15 <1e07 <1e-07
cg01719718 MIR548F5 Body 017 <1e-07 200E-07 -018 <1e-07 <1e-07
cg09031823 MIR575  TSS1500 017 <1e-07 7,00E-04 -025 <1e07 <1e-07
cg11978784 MIR512-1  TSS1500 017 <1e07 <1e07 NA NA NA
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Cont/ Tabela 2

Sonda(ID) ;ln;::lA ?L:rsl::i-ir;;fao Cog:;eéldo Dados internos Dados TCGA
gendmica

cg06277638 MIR570 TSS1500 -0,17  <1e-07 <1e-07 NA NA NA
cg05966699 MIR567 TSS1500 -0,16 <1e-07 <1e-07 -0,24 <1e-07 <1e-07
cg19619576 MIR33B TSS1500 Shelf -0,16  <1e-07 1,00E-07 -0,21 <1e-07 <1e-07
cg21513316 MIR410 Body Island -0,16 <1e-07 <1e-07 -0,14 <1e-07 <1e-07
cg05865548 MIR543 TSS200 -0,16 <1e-07 <1e-07 -0,22 <1e-07 <1e-07
cg18948646 MIR575 TSS200 -0,16 <1e-07 <1e-07 -0,13 <1e-07 <1e-07
cg02746110 MIR1301 TSS1500 0,16 <1e-07 4,00E-07 0,18 <1e-07 <1e-07
cg01940297 MIR1207  TSS1500 0,16 <1e-07 3,00E-06 0,25 <1e-07 <1e-07
cg05138957 MIR377 TSS1500 Shelf -0,15 <1e-07 <1e-07 -0,19 <1e-07 <1e-07
cg11035122 MIR758 TSS1500 -0,15 <1e-07 2,00E-06 -0,18 <1e-07 <1e-07
€g25037841 MIR1286  TSS1500 0,15 <1e-07 <1e-07 0,18 <1e-07 <1e-07

Legenda: NA: sondas nao avaliadas pelo TCGA; P Adj: valor de P ajustado por Bonferroni;
FDR: false discovery ratio. TSS: Sitio de inicio transcricdo. Body: Corpo de gene. N_shelf:
De 2 a 4kbde CGI. N_shore: Até 2kb de CGIl. Em negrito, estdo indicados os dois miRNAs
selecionados para este estudo: MIR21 e MIR146B.

5.1.2 Identificacdo de miRNAs diferencialmente expressos e
integracao com os dados de metilagao e de expressao global (TCGA)
Foram utilizados dados de expressdo de miRNAs provenientes do
TCGA (59 TN e 510 CPT, plataforma de sequenciamento de RNA, lllumina).
Esta analise permitiu identificar 67 miRNAs diferencialmente expressos (P<
1x107, FC> 2) (Apéndice 1). Entretanto, apenas os miRNAs hsa-miR-146b
(5p e 3p) e hsa-miR-21-5p apresentaram expressao diferencial e alteragcéo
do padrdo de metilagcdo confirmados por dados externos (todas as sondas
mostrando hipometilagdo e transcritos com aumento de expressdo). A
analise de correlacado de Pearson entre as amostras de CPT avaliadas tanto
pela plataforma de metilacdo como de expressdo de miRNAs pelo TCGA
(510 casos) revelou relagbes inversas altamente significativas entre a
expressdo dos miRNAs e as respectivas regides diferencialmente metiladas

(P< 1x107).



58

A expressao do hsa-miR-146b-3p foi associada com as cinco sondas
alteradas por metilagdo previamente identificadas (maior correlagao

negativa, r = -0.825; P Pearson = 9 x E'#

) assim como hsa-miR-146b-5p
(maior correlagdo negativa, r = -0.820; P Pearson = 8 x E"'?*). A expressao
de hsa-miR-21-5p foi associada com as quatro sondas alteradas por

metilagdo (maior correlacdo negativa, r = -0.625; P Pearson = 1 x E™)

(Tabela 3).

Tabela 3 - Integracdo entre sondas diferencialmente metiladas e os
respectivos miRNAs representados.

Gene de hsa-mir-21-5p hsa-mir-146b-3p hsa-mir-146b-5p
ID da sonda

miRNA r P r P r P

cg02515217 MIR21 -0.592 1E-49 - - - -
cg04276626 MIR21 -0.518 2E-36 - - - -
cg07181702 MIR21 -0.577 1E-46 - - - -
cg15759721 MIR21 -0.625 1E-56 - - - -

€g05251190 MIR146B - - -0.818  2E-124 -0.816  8E-123
cg05858126 MIR146B - - -0.755 3E-95 -0.750 3E-93
cg09701700 MIR146B - - -0.685 9E-72 -0.690 3E-73
cg13442016 MIR146B - - -0.785 1E-107 -0.777  3E-104
cg15857661 MIR146B - - -0.8256  9E-128 -0.819 1E-124

Legenda: r: coeficiente de correlagéo de Pearson. P: p-valor obtido pelo teste de correlagéo
de Pearson. Em negrito, sondas que apresentaram maior correlagdo com a expressao dos
miRNAs, selecionadas para validagao.

A representacdo grafica com a localizagdo do MIR21 (17923.1) e
MIR146B (10g23-32) e o mapeamento das sondas diferencialmente
metiladas selecionadas para analises detalhadas estdo apresentadas nas
Figura 6 e 7, respectivamente. As sondas diferencialmente metiladas do
MIR21 e MIR146B estao presentes em regides de elementos regulatorios

(observado pelos altos picos das marcas de histonas H3K4Me1, H3K4Me3 e
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H3K27Ac) e em sitio de hipersensibilidade a DNAse | (Figuras 7 e 8). Estes
achados indicam que a cromatina apresenta-se acessivel a fatores de

transcricao.

MIR21
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Figura 7 - Representagdo esquematica do MIR21 e mapeamento das

sondas diferencialmente metiladas. A. O MIR21 estd mapeado em 17qg23.1 e

apresentou quatro sondas diferencialmente metiladas mapeadas em elementos regulatérios.
O miRNA esta localizado em uma regido intergénica, proximo a regido 3'UTR do gene
VMP1 (linha azul vertical). As sondas diferencialmente metiladas que estdo presentes
coincidem com os picos das marcas de histonas H3K4Me1, H3K4Me3 e H3K27Ac e com
um sitio de hipersensibilidade a DNAse I. B. Imagem expandida indicando o MIR21 e as
quatro sondas diferencialmente metiladas. Duas sondas encontram-se mapeadas no corpo
do gene de miRNA e duas sondas encontram-se a aproximadamente 200 pares de bases
dos sitios de inicio de transcricdo. Imagem gerada pelo https://genome.ucsc.edu com
modificagdes. Legenda: TSS: Transcription start site (Sitio de inicio de transcrigao);
TSS200: sonda mapeada a 200 pares de bases do sitio de inicio de transcricdo; TSS1500:
sonda mapeada a 1500 pares de bases do sitio de inicio de transcrigdo; UTR: untranslated

region (regiao néo traduzida).
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Figura 8 - Representacdo esquematica do MIR146B e mapeamento das

sondas diferencialmente metiladas. A. O MIR146B estd mapeado em 10923-32 e
apresentou cinco sondas diferencialmente metiladas. O miRNA esta localizado em uma
regido intergénica (linha azul vertical). As sondas estdo mapeadas em regides de elementos
regulatérios (picos das marcas de histonas H3K4Me1, H3K4Me3 e H3K27A) e em um sitio
de hipersensibilidade @ DNAse | (o que indica que a cromatina apresenta-se acessivel a
fatores de transcri¢gdo). B. Imagem expandida indicando o MIR146B e as cinco sondas
diferencialmente metiladas. Duas sondas encontram-se mapeadas no corpo do gene de
miRNA, duas sondas encontram-se a aproximadamente 200 pares de bases dos sitios de
inicio de transcricdo e uma sonda encontra-se a 1500 pares de bases dos sitios de inicio de
transcricdo. Legenda: TSS: Transcription start site (Sitio de inicio de transcrigdo); TSS200:
sonda mapeada a 200 pares de bases do sitio de inicio de transcrigdo; TSS1500: sonda
mapeada a 500 pares de bases do sitio de inicio de transcricdo; UTR: untranslated region

(regido nao traduzida).
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5.1.3 Predicdo de alvos de miRNAs e integracdo entre dados de
expressao de miRNAs e mRNAs

A expressao diferencial de genes alvos dos miRNAs foi avaliada
utilizando os dados do TCGA. Nessa abordagem, foram identificados 2.262
transcritos (de variadas isoformas) diferencialmente expressos em CPT
comparado com TN adjacente (teste t, P corrigido<1x107, FC >2)
(Informagdes detalhadas no Anexo 2). Desses transcritos, 348 apresentaram
correlagdo negativa (P <1x107) e foram preditos como alvos, para no
minimo, um dos trés miRNAs potencialmente regulados por metilagdo (hsa-
miR-146b-3p, hsa-miR-146b-5p e hsa-miR-21-5p). Analises in silico
(Ingenuity Pathway Analysis) revelaram que estes genes participam de
importantes funcdes bioldgicas relacionadas ao transporte de moléculas,
apoptose e producao de hormdnios, entre outras (P <0,05) (Tabela 4). Estes
achados foram também confirmados usando a ferramenta KOBAS (KEGG
Orthology Based Annotation System - http://kobas.cbi.pku.edu.cn/hnome.do)

(Apéndice 2).
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Tabela 4 - Dez vias canbnicas mais significativas enriquecidas pelos
transcritos alvos de hsa-miR-146b-3p, hsa-miR-146b-5p e hsa-miR-21-5p
identificadas pelo IPA.

hsa-miR-146b-3p hsa-miR-146b-5p hsa-miR-21-5p
Vias Biologicas P Vias Biolégicas P Vias Biologicas P
Papel dos
osteoblastos, ~
osteoclastos e Esclerose Indugdo de
. 0,011 g <0,001 apoptose por 0,003
condrocitos na amiotrofica lateral
. HIV1
artrite
reumatoide
Esclerose lateral Sinalizagao
e 0,012 HIF1a 0,002 mediada pela 0,004
amiotroéfica ,
proteina 14-3-3
Inducédo de Sinalizagao Papel da MAPK
apoptose pelo 0,013 mediada pela 0,003 na patogénese 0,005
HIV1 proteina 14-3-3 do Influenza
Células pequenas Depressao
PCP 0,015 do cancer de 0,004 sinaptica Long 0,005
pulmao Term
Carcinoma de Proteina G
) 0,019 acoplada com o 0,005 Ceramida 0,010
célula basal
receptor
STAT3 0,021 eNOS 0,009 Sumoilagao 0,011
Proteina G Oxido nitrico no Metabolismo de
acoplada com o 0,022 sistema 0,011 - 0,012
) Xenobioticos
receptor cardiovascular
Produgéo de
Oxido nitrico e
BMP 0,022 HGF 0,011 espécies de 0,014
oxigénio reativo
em macrofagos
Metabolismo de Juncéo das células
Tironamina e 0,023 ¢ ) 0,011 Netrina 0,015
. . Sertoli
lodotironamina
Biosintese do . .
horménioda 0,023  fdenocarcinoma o, o, Diabetes 0,016
tireoide Pancreatico Mellitus tipo |

Legenda: P: teste exato de Fisher. PCP: polaridade celular plana. STAT3: transdutor de
sinal e ativador da transcricdo 3.BMP: proteinas morfogenéticas dos ossos. HGF: fator de
crescimento de hepatécitos. HIF1a: Fator induzivel de hipoxia 1-alfa. eNOS: Sintese de
oxido nitrico endotelial.
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5.2 MODULO 2: CONFIRMAGAO E VALIDAGAO DOS MIRNAS

DIFERENCIALMENTE METILADOS E MRNAS ALVOS

5.2.1 Hipometilagdo em genes codificadores do MIR21 e MIR146B em
CPT

A anadlise de pirosequenciamento confirmou os resultados de
metilacédo diferencial da regido promotora dos miRNAs selecionados (Figura
9). Os genes MIR21 e MIR146B apresentaram hipometilagdo significativa
nas amostras CPT comparadas com TN adjacente e LBT. Esse ensaio
permitiu a distingdo dos trés grupos (CPT, TN e LBT), revelando seu
potencial como marcadores diagndsticos.

Foi possivel observar nessa analise que a regidao correspondente ao
MIR21 apresentava perda de metilagdo em nivel basal (mediana= 13,6 e
intervalo interquartil= 7,5), ao contrario da regido correspondente ao
MIR146B (mediana= 45,4 e intervalo interquartil= 11,6). Nao foi possivel
obter o resultado de metilacdo para todas as 103 amostras de CPT (DNA
insuficiente ou amostras que ndo passaram nos critérios de qualidade do
pirosequenciamento). Foram analisadas 99 CPT, 40 TN e 28 LBT para o

MIR21 e 100 CPT, 40 TN e 27 LBT para o MIR146B.



64

A B
MIR21 MIR146b
60 - 100+ il
= S 80 '
o] < X
—f 40 o Jo® :g E
= “I._ T0e0 < 60 ° o
E L X TL g °
@ [oon_*re0e) e 00004002 @
= 204 .:."o olo 2o = 404
°\= '... Q\a
L]
"'l"' 20
[' T

TN LBT CPT TN LBT CPT

Figura 9 - Confirmacado dos achados de metilacdo aberrante do MIR21 e

MIR146B pelo método de pirosequenciamento. A. O gene MIR21 (hsa-miR-21-5p)
estava significativamente hipometilado em CPT quando comparado ao tecido normal e
benigno. B. A hipometilagdo do gene MIR146B (hsa-miR-146b-5p) foi significativa nas
amostras tumorais comparadas com o tecido ndo tumoral e benigno. Os boxplots indicam os
valores minimos e maximos dos niveis de metilagdo apds a remocao de valores extremos.
Legenda: *** P < 0,001 (ANOVA e pés-teste de Tukey). TN: tireoide ndo neoplasica (azul);

LBT: lesdes benignas da tireoide (verde); CPT: carcinoma papilifero de tireoide (vermelho).

Os mesmos miRNAs selecionados para a confirmagao do padréao de
metilacdo foram validados quanto aos niveis de expressdo génica por RT-

gPCR.

5.2.2 Aumento da expressao de hsa-mir-21-5p e hsa-mir-146b-5p
associado com a hipometilagao dos genes desses miRNAs

A analise de resultados de sequenciamento dos miRNAs obtida em
510 CPT do banco de dados TCGA revelou que o hsa-miR-146b-3p
apresentou uma alta correlacdo com a expressdao do hsa-miR-146b-5p
(r=0,970 e P de Pearson ndo computavel). Por essa razédo, o hsa-miR-146b-

3p nao foi selecionado para a analise por RT-gPCR. A selecdo do hsa-miR-
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146b-5p foi também baseada no fato de ser a isoforma mais prevalente
(maior média de reads per million; dados do TCGA).

Os niveis de expressao dos dois miRNAs selecionados, hsa-miR-21-
5p e hsa-miR-146b-5p apresentaram-se significativamente aumentado nas
amostras de CPT em relagcdo ao TN e LBT (Figura 10A). A expressao
combinada do hsa-miR-21-5p e hsa-miR-146b-5p pela analise linear
discriminante de Fisher, permitiu a distincdo de 45/47 CPT dos 66/67 tecidos

ndo-malignos (96% de sensibilidade e 99% de especificidade) (Figura 10B).
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Figura 10 - Confirmacao dos achados de expressado dos MIR21 e MIR146B

pelo método de RT-gPCR. A. Expressdo de hsa-miR-21-5p e hsa-miR-146b-5pnas
amostras incluidas no estudo (35 TN, 32 LBT e 47 CPT). B. Grafico bidimensional com os
valores de expresséo relativa de hsa-miR-21-5p e hsa-miR-146b-5p. O classificador (linha
tracejada) foi treinado com a analise linear discriminante de Fisher. Legenda: TN: tireoide
nao neoplasica (azul); LBT: lesbes benignas da tireoide (verde); CPT: carcinoma papilifero
de tireoide (vermelho); NS> 0,05; *** P< 0,001 (ANOVA - pés-teste de Tukey). Nao foi
possivel obter o resultado de expressao dos miRNAs para todos os casos (RNA insuficiente,
critérios de qualidade da RT-gPCR, RNA extraido pelo Kit RNAeasy pelo Biobanco o qual
nao permite a analise de expressdo de miRNAs).
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Na analise pareada por paciente foi observado o aumento da
expressdo relativa dos genes MIR21 e MIR146B assim como a

hipometilagdo de ambos miRNAs (Figura 11).
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Figura 11 - Anadlise pareada de expressdo e metilagdo da regido
correspondente ao MIR21 e MIR146B. A esquerda, expresséo relativa do hsa-miR-

21-5p e hsa-miR-146b-5p em casos pareados de CPT e TN. Foi possivel observar um
aumento de expressao significativo em CPT para ambos os miRNAs. A direita, porcentagem
de metilagdo dos genes MIR21 e MIR146B em casos pareados de CPT e TN. E observado
hipometilagdo nos CPT para os genes de miRNAs. Legenda: CPT: carcinoma papilifero de
tireoide. TN: tecido n&o neoplasico. *** P < 0,001 (teste t pareado).

Foi observada uma correlagdo negativa entre o padrao de metilagéo
dos genes MIR21 (r- 0,393; P<0,001) e MIR146B (r- 0,649; P<0,001) e a

expressao dos miRNAs em amostras avaliadas pelas técnicas de
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pirosequenciamento e RT-qPCR, respectivamente. A combinacao dos dados
de metilacdo e expressao dos miRNAs pela analise discriminante de Fisher,
permitiu a distingdo de 41/45 CPT (91% sensibilidade) dos 55/60 tecidos nao
neoplasicos (92% especificidade) para o gene MIR21, enquanto que para o
gene MIR146B 45/47 CPT (96% sensibilidade) dos 61/61 TN/LBT (100%

especificidade) (Figura 12).
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Figura 12 - Correlacéo inversa entre a metilagdo dos genes de miRNAs e

sua expressao em amostras pareadas. A. Correlagdo inversa significativa (r = -
0,393; P<0,001) observada entre a porcentagem de metilagdo com a expressao relativa do
gene MIR21. B. Correlacdo negativa alta (r = -0,649; P<0,001) entre a porcentagem de
metilagcdo e expressao relativa do gene MIR146B. Legenda: r: coeficiente de correlagao de
Pearson; P: teste de correlacdo de Pearson. Linha tracejada: classificador treinado com a
analise linear discriminante de Fisher. Azul: tireoide ndo neoplasica; Verde: lesdes benignas

da tire; Vermelho: carcinoma papilifero de tireoide.
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5.2.3 Expressao reduzida de sete transcritos alvos dos miRNAs em
CPT

Foi observado que os sete genes alvos (MPPED2, STXBP5L, MRO,
FHL1, FLRT1, DOK6 e MOB3B) selecionados para analise por RT-qPCR
apresentaram uma expressao significativamente mais baixa em CPT quando
comparado a TN (p< 0,001 e p< 0,05) e LBT (p< 0,001) (Figura 12). Nao
houve uma diferenga significativa entre o valor de expressdo de TN e LBT,

com excegao dos genes DOK6 e FLRT1 (p< 0,05).
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Figura 13 - Niveis de expresséo de sete transcritos alvos do hsa-miR-21-5p

e hsa-miR-146b-5p em CPT e amostras ndao neoplasicas por RT-gPCR. Os
CPT apresentaram baixa expressao para os sete transcritos em comparagao a TN e LBT.
N&o foi observada diferencga significativa entre a expressdo de TN e LBT, com excegao dos
genes DOK6 e FLRT1. Legenda: NS> 0,05; *** P< 0,001; *P< 0,05 (ANOVA - pés-teste de
Tukey). Azul: tireoide ndo neoplasica; Verde: lesdes benignas da tireoide; Vermelho:

carcinoma papilifero de tireoide.
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A expressao dos transcritos foi correlacionada com a expressao dos
miRNAs (avaliados na mesma casuistica) e comparados com dados clinico-
patoldgicos. Os setes alvos possuem predicdo de interagdo com o hsa-miR-
146b-5p, enquanto trés (DOK6, MPPEDZ2 e STXBP5L) apresentam predi¢cao
com o hsa-miR-21-5p. Nessa analise, foi confirmada uma correlagao inversa
significativa (P<0,001) em todas as interagdes preditas entre transcritos e

seus respectivos miRNAs (Figura 14).
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Figura 14 - Correlagdo entre a expressao dos transcritos (DOK6, FHL1,
FLRT1, MOB3B, MPPED2, MRO e STXBP5L) e a expressao do hsa-miR-

146b-5p e hsa-miR-21-5p. Os setes genes alvos apresentaram correlagdo negativa
alta com seus respectivos alvos. Legenda: r: coeficiente de correlagdo de Pearson (r em
negrito: Alvos com predicdo de interagdo com o hsa-miR-146b-5p e hsa-miR-21-5p,
respectivamente). P: teste de correlacdo de Pearson (P <0,001 para os sete genes). Azul:
tireoide ndo neoplasica; Verde: lesdes benignas da tireocide e Vermelho: carcinoma

papilifero de tireoide
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5.2.4 Associagdao dos achados com caracteristicas clinico-
patolégicas

A associagao com os dados clinicos e histopatolégicos foi realizada
em duas etapas, sendo a primeira delas usando os dados depositados no
TCGA. As sondas resultantes da analise de metilagcdo correspondentes ao
MIR146B (cinco sondas) e MIR21 (quatro sondas), a expressao de hsa-miR-
146b (5p e 3p) e hsa-miR-21 (5p) e seus respectivos transcritos alvos (348)
foram associados com o estadiamento clinico IV, metastase linfonodal,
extensao extratireoidiana, variante de células alta e mutacdo em BRAF
(P<0,001, FDR 5% e FC>1,5 ou delta B> |0.1|]) oriundos do TCGA.
Curiosamente, a hipometilagao e expressdao aumentada do MIR146B (hsa-
miR-146b-5p e 3p) foram associadas com estadiamento clinico 1V,
metastase linfonodal, extensao extratireoidiana e mutacdo em BRAF. A
hipometilagdo eexpressao aumentada do gene codificador do MIR21 (hsa-
miR-21-5p) também foram associados com metastase linfonodal, variante de
células alta e mutacdo em BRAF (informacdes detalhadas no Anexo 2).

Em adicdo, foram observadas diversas associagdes significativas com
os transcritos alvos desses miRNAs, principalmente com acometimento
linfonodal e mutacdo em BRAF. A Tabela 5 apresenta os resultados da
analise dos dados obtidos do TCGA comparando a expressdo dos trés
miRNAs e seus transcritos alvos com as caracteristicas clinicas dos

pacientes.
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Tabela 5 - Numero de transcritos alvos dos trés miRNAs e comparagao com
achados clinicos e histopatologicos.

Dados clinicos hsa-miR-146b-5p hsa-miR-146b-3p hsa-miR-21-5p

Numero de alvos com expressao diminuida

Estadiamento clinico

avangado (IV) 34 32 20
Acometimento linfonodal 80 83 51
Extenséo extra tireoidiana 62 65 42
Variante de células altas 54 50 27
Mutacdo em BRAF 150 154 111
TOTAL DE ALVOS 190 195 128

Legenda: Dados obtidos do TCGA em Janeiro de 2017. Esses achados estdo detalhados
no Anexo 2.

A segunda etapa de comparagdo dos achados do padrédo de
metilacdo, assim como a expressao dos genes MIR21 e MIR146B com
dados clinicos foi realizada utilizando os dados obtidos neste estudo. Foi
verificada uma associagao entre a porcentagem de metilagdo e a expressao
relativa (Tabela 6) do gene MIR146B, apos corregdo de Bonferroni, com a
presenca da mutacdo BRAFVG00E. Baixos niveis de metilacdo e o aumento
de expressdo destes genes foram significativamente associados com os

tumores positivos para mutacido em BRAF.



Tabela 6 - Resultados da porcentagem de metilacdo (pirosequenciamento) e expressao relativa (RT-gPCR) dos MIR21 e
MIR146B associados com caracteristicas clinico-patolégicas dos pacientes com CPT (N=103) do presente estudo.

Caracteristicas Classes N=103 — di:flRﬂ 5 — di';/l,!RM(SB 5 N=47 ;:;;TiR-ﬂ-Sg ::;;:;R'M%?p
Idade :gg anos 28 ]g:g 0,160 jg:g 0,359 ?39 g:g 0,077 g:g 0,486
e mm 2 e 82 aw T % ww 2 o
mCPT micPT G ]g:g 0,455 jg:g 0,472 3 3:421 0,590 g; 0,311
Variante** gc':’;lscsu'f; 273 ]‘7‘:3 0,069 jg:g 0,074 13; g:g 0,861 g:‘; 0,541
Multicentricidade  poorte o2 ]g; 0,889 j‘;:g 0,109 2 gg 0,298 g:g 0,110
oo mmme ® B0 o 80 om 2 2 om 3 om
Lnn‘;aii?izfética*** Q:lesseen:fe 18 ; 1 2(1) 0,600 j?? 0.122 :;9 gg 0,143 gg 0,526
Status linfonodal :’1‘1) Nop o ]g:g 0,077 j;:l 0,077 - gg 0,344 g:g 0,132
Mutagdo BRAF*+ :,/ve;)oe gg ]2:2 0,036 i] :; <0,001 2188 ;; 0,030 g:? 0,002

Legenda: N: numero amostral. mCPT: microcarcinoma papilifero de tireoide. Nx/NOp: linfonodos regionais ndo avaliados/sem evidéncia de
metastase linfonodal. N1p: linfonodos comprometidos ao diagnostico. WT: wild-type. V60OE: substituicdo do aminoacido valina pelo glutamato no
coédon 600. P: teste exato de Fisher (P< 0,05). Valores em negrito: valor significativo apos a corre¢do de Bonferroni (9 variaveis x 0,05 = P<
0,0056). *Porcentagem de metilagao obtida por pirosequenciamento pds-conversao por bissulfito. #Expresséao relativa obtida por RT-gPCR.**Outras
variantes (1 de células altas, 3 esclerosantes, 1 oncocitica e 2 sélidas), ndao foram comparadas nessa etapa.***Presenca de casos com
caracteristicas nao informadas.
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Nao foi observado resultado significativo na analise de sobrevida livre
de doenca comparando a metilagdo dos genes MIR21 (P log rank = 0,726) e
MIR146B (P log rank = 0,268) e os niveis de expressdo dos mesmos (nos

dois casos, P log rank = 0,956) (Figura 15).
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Figura 15 - Curvas de sobrevida livre de doenga em relagdo aos dados do
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padrao de metilacdo e expressao dos genes MIR21 e MIR146B. Nzo foram

observadas diferencgas significativas. Legenda: P analise de log rank.



75

Os dados de expressao dos alvos (DOK6, FHL1, FLRT1, MOB3B,
MPPED2, MRO e STXBPS5L) foram relacionados com os fatores
prognoésticos dos pacientes com CPT. Foi verificada uma associagéao
significativa, apds corregdo de Bonferroni, entre baixos niveis de expressao
dos genes FHL1 e MRO com a presenga de tumores positivos para a
mutacdo em BRAF. Foi também observada uma significAncia marginal
(p=0,006) na comparagao entre o menor nivel de expressdao do gene

STXBP5L com a presenga da mutagao BRAFV600E (Tabela 7).



Tabela 7 - Niveis relativos de expressao dos setes genes alvos comparados com caracteristicas clinico-patologicas dos
pacientes com CTP.

Caracteristicas  Classes  Nodd® DOKG6 FHLL FLRTL MOB3B MPPED2 MRO STXBPS5L
média P média P média P média P média P média P média P
Idade e X U5 om0z U0 osor 00 or2 D7 ogw Go 0106 oY 0152
Género rominio 85 g 0,649 f:g 0,647 '3 > 0283 :8:2 0,650 gz 0,206 :g:g 0,784 g; 0,777
mCPT s T 0% osor BY osse L oges Do ooe0 5P otse 07 o088 2 0063
Variante** Classica 28 g 0,943 f; 0,228 :g:i 0,540 :8:2 0,120 :g:g 0,582 g; 0,685 g; 0,773
Multicentricidade ‘;‘:’::e":fe fg :1 2 0,526 :;:8 0,874 :8:? 0,877 :8:2 0,275 g; 0,965 g? 0,624 gg 0,453
oo A %03 g 30 om 9% om 3 o 20 oms 3 e 3 ow
e e e E 00 gae 10 s 20 o 32 ame 23 om 20 ome 3 oae
Status linfonodal :’1‘:0 NOp o 7 o2r TD o014 0P o724 0 0683 G, 072 o0 0095 o 0377
Mutagéo BRAF** ysTooe ;g j :2 0,070 ;g <0,001 :8:; 0,793 :8:2 0,831 gg 0,059 i: 0,004 i; 0,006

Legenda: N: numero amostral. mCPT: microcarcinoma papilifero de tireoide. Nx/NOp: linfonodos regionais nao avaliados/sem evidéncia de
metastase linfonodal. N1p: linfonodos comprometidos ao diagnoéstico. WT: wild type. V60OE: substituicdo do aminoacido valina pelo glutamato no
coédon 600. P: teste exato de Fisher. Valores em negrito: significativo apos correcao de Bonferroni (9 variaveis x 0,05 = P< 0,0056). Expresséo
relativa obtida por RT-gPCR. *Menor nimero amostral devido a insuficiéncia de RNA. **Outras variantes ndo comparadas nessa etapa. ***Presenca
de casos com caracteristicas néo informadas.
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5.2.5 Mutacao em BRAF esta associada com hipometilacao e
expressao aumentada dos genes MIR21 e MIR146B

Entre os 103 casos de CPT incluidos no estudo, 102 foram
genotipados por pirosequenciamento para a mutagdo BRAFVG600E. A
mutacao foi observada em 59% (60/102) dos casos sendo significativamente
associada com maior expressdao de hsa-miR-21-5p (p < 0,01) e hsa-miR-
146b-5p (p < 0,001) e com perda de metilagdo de DNA nos genes
codificadores destes miRNAs (p < 0,05 e p < 0,01, respectivamente) (Figura

16).
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Figura 16 - Analise do padrdao de metilacdo e expressao do MIR21 (hsa-miR-
21-5p) e MIR146B (hsa-miR-146b-5p) em relacdo a presenca de mutacdo em

BRAF. A e B. A presenca de mutagdo em BRAF foi significativamente associada com
aumento de expressao (A) e baixos niveis de metilagédo (B) para o hsa-miR-21-5p. C e D. Os
casos positivos para mutacdo em BRAF apresentaram aumento de expressdo (C) e
hipometilagdo (D) do hsa-miR-146b-5p. Os boxplots indicam os valores minimos e maximos da
porcentagem de metilagdo apds a remocgao de valores extremos. Legenda: BRAF WT: amostra
sem alteragdo em BRAF, BRAFV600E: amostra com mutagdo em BRAF; PTC: Carcinoma
papilifero de tireoide; * P < 0,05; ** P < 0,001; *** P < 0,01 (ANOVA e pos-teste de Tukey).
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5.3 MODULO 3: ESTUDOS EM LINHAGENS CELULARES PARA
CONFIRMACAO DA REGULAGAO DOS GENES MIR21 E MIR146B POR

METILAGAO

5.3.1 Metilagao basal das células BCPAP, K1 E TPC1 nas regidoes do
MIR21 e MIR146B

O nivel de metilagdo basal (células ndo tratadas) dos genes MIR146B
e MIR21 nas linhagens de céncer de tireoide (BCPAP, K1 e TPC1) foi
avaliado quanto ao status de metilagdo antes do ensaio de desmetilacéo
com 5-Aza-dC.

O gene MIR146B apresentou uma porcentagem alta de metilagcao
basal para TPC1 (média de 60%), K1 (média de 49%) e BCPAP (média de
51%), enquanto que a média do nivel de metilag&o inicial para o MIR21 foi
de 6% para as trés linhagens. Com base nestes resultados, os experimentos
para avaliar o papel da metilagdo na regulagdo dos genes de microRNA

foram realizados apenas para o MIR146B (Figura 17).
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Figura 17 - Pirograma representativo da porcentagem de metilagdo basal das linhagens celulares TPC1, K1 e BCPAP para
os genes codificadores MIR146B e MIR21. Legenda: A esquerda é observada a porcentagem de metilagdo do gene MIR146B para as trés

linhagens, na qual a média basal de metilagdo foi de 53%. Foram analisados trés dinucleotideos CpGs (lista transversal cinza). A direita

destacamos a média de metilagdo igual a 6% do MIR21 para as trés linhagens celulares. Foram analisados dois dinucleotideos CpGs (lista
transversal cinza).
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5.3.2 Teste de viabilidade celular

Os resultados do teste do MTT mostraram que as concentracdes
testadas (0,1uM; 0,5uM; 1uM; 2uM e 3uM) da 5-Aza-dC nao foram capazes
de diminuir significativamente a viabilidade celular das linhagens BCPAP e
TPC1 (Apéndice 3). Esse ensaio nao foi realizado na linhagem K1.

Baseado nestes achados e em dados da literatura foram selecionadas
as concentracbes de 1uM e 3uM de 5-Aza-dC para serem usadas nos
ensaios subsequentes (DI CROCE et al. 2002; YUAN et al. 2004;

YAMASHITA et al. 2006; COSTA PRANDO et al. 2011).

5.3.3 Confirmagao da desmetilagao apos tratamento com 5-Aza-dC

As linhagens celulares TPC1, K1 e BCPAP foram tratadas com 5-Aza-
dC nas concentragdes de 1uM e 3uM por 96 horas. O nivel de metilacdo de
sequéncias repetitivas das regides AluYb8 e AIR1Sat foi avaliado por
pirosequenciamento nas trés linhagens tratadas com 5-Aza-dC e controles
(DMSO). Os pirogramas representativos do ensaio de desmetilagdo dessas
regides estao detalhados no Apéndice 4 (Figura suplementar 4.1, 4.2 e 4.3).

A porcentagem de metilagao inicial de AIR1Sat e AluYb8, assim como
o nivel de metilagdo nas concentracdes de 1uM e 3uM de 5-Aza-dC para as
linhagens TPC1, K1 e BCPAP estao detalhadas na Tabela 8.

Foi observada a diminuigado da porcentagem de metilagao das regides
AIR1Sat e AluYb8 nas trés linhagens celulares tratadas com 1uM. Na
linhagem BCPAP foi observado perda de metilagdo nas duas doses testadas

(1uM e 3uM) para as regides AIR1Sat e AluYb8.
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Tabela 8 - Porcentagem de metilacdo de sequéncias repetitivas AIR1Sat e
AluYb8 nas linhagens TPC1, K1, BCPAP tratadas com 1uM e 3uM de 5-Aza-
dC e DMSO (Controle: 0 uM de 5-Aza-dC).

TPC1 K1 BCPAP
5-Aza-dC
AIR1Sat AluYb8 AIR1Sat AluYb8 AIR1Sat AluYb8
0 pMm* 60% 76% 40% 69% 58% 63%
1uM 15% 60% 15% 54% 25% 38%
3uM 23% 71% 35% 67% 20% 33%

Legenda: *Tratamento com DMSO (controle).

Estes resultados indicaram que houve diminuicdo dos niveis de
metilacdo nas regides testadas para as duas concentragbes de 5-Aza-dC
testadas. Para os ensaios subsequentes foram utilizadas as concentragdes
de 1uM e 3uM de 5-Aza-dC para confirmar a regulagdo dos genes de

miRNAs por metilagao.

5.3.4 Gene MIR146B é potencialmente regulado por metilagao

Apos o tratamento com 5-Aza-dC (1uM e 3pM) nas linhagens
celulares TPC1, K1 e BCPAP, foi realizado uma avaliagdo por
pirosequenciamento (Figura 18) e a confirmagéo dos achados por RT-gPCR
para o gene MIR146B.

O nivel de metilagao inicial nas células tratadas com DMSO (controle)
foi de 59%, 50% e 50% em TPC1, K1 e BCPAP, respectivamente. Foi
possivel observar uma desmetilagdo sutil na linhagem celular TPC1 (55% e
45%) e BCPAP (46% e 44%), nas concentragdes de 1uM e 3uM,
respectivamente. Para K1 (39% e 56%) nao foi possivel observar o mesmo
efeito, pois na concentragcdo de 3uM a porcentagem de metilagdo aumentou

(Figura 19A).
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Figura 18 - Pirogramas representativos do gene MIR1468 nas Imhagens celulares tratadas com 5-Aza-dC. A. Nivel de metilagao
inicial (DMSO) comparado as concentragdes de 1 e 3uM de 5-Aza-Dc na linhagem TPC1. E possivel observar uma desmetilagdo (média de 52%) na
concentragao de 1uM e de 3uM (média de 46%). B. Diminuigdo da porcentagem de metilagdo na linhagem K1 apds o tratamento com a droga a um

1uM. Em 3pM ndo foi observado a reducdo de metilagdo esperada. C. Na linhagem BCPAP, o nivel de metilagdo reduziu 48% e 44% nas
concentragdes 1uM e 3uM, respectivamente. Foram analisados trés dinucleotideos CpGs (lista transversal cinza).
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Para confirmar os achados, foi avaliada a expressao do hsa-miR-
146b-5p apds o tratamento com 5-Aza-dC por RT-qPCR (experimento em
duplicata). Foi observada expressdo aumentada do hsa-miR-146b-5p na
linhagem TPC1 nas duas concentragdes testadas de 5-Aza-dC (1uM e 3uM)

(Figura 19B).
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Figura 19 - Porcentagem de metilagdo e expressao relativa do gene

MIR146B nas linhagens celulares TPC1, BCPAP e K1 tratadas com 5-Aza-

dC. A. Desmetilagéo sutil apés tratamento com 5-Aza-dC para o gene onde se mapeia o

MIR146B observado nas linhagens TPC1 e BCPAP. B. Aumento de expressado observado
na linhagem TPC1 nas concentragées de 1uM e 3uM.
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6 DISCUSSAO

O CPT é um tumor que apresenta evidente aumento de incidéncia
(SIEGEL 2017). Sabe-se que origem e a progressao do cancer decorrem do
acumulo gradual de alteracdes genéticas e epigenéticas (BAYLIN e JONES
2011). Embora existam muitos estudos moleculares em CPT, apenas uma
pequena parcela deste conhecimento € aplicada na pratica clinica.

A metilagdo do DNA é o mecanismo epigenético mais estudado e vem
ganhando notoriedade ao longo dos ultimos anos devido ao seu papel na
regulacdo de genes relacionados com o desenvolvimento de neoplasias
(JONES e BAYLING 2007; SANDOVAL e ESTELLER 2012). Em adigao, os
RNAs nao codificadores, em especial os microRNAs, desempenham um
papel crucial na regulacdo da expressdo génica e estdo associados a
tumorigénese (LU et al. 2017; QIAN et al. 2017). Apesar do conhecimento
sobre a regulacdo da expressao de genes codificadores de proteinas por
metilacdo do DNA, pouco se sabe sobre a regulacdo da expressao de
miRNAs por este mecanismo epigenético (CHEN et al. 2017; LIU et al.
2017).

Diversos estudos reportaram perfis de metilacdo alterados em CPT
(KIKUCHI et al. 2013; MANCIKOVA et al. 2013; RODRIGUEZ-RODERO et
al. 2013; ELLIS et al. 2014; The Cancer Genome Atlas Research Network
2014; BELTRAMI et al. 2017; DOS REIS et al. 2017), principalmente

hipometilagao global nos tumores em relagdo ao tecido normal (ELLIS et al.
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2014, BELTRAMI et al. 2017). Caracteristicas especificas dos tumores de
tireoide, como mutacdo em BRAF, RAS e a presencga do rearranjo RET/PTC
também foram reportadas como associadas com distintos padrdes de
metilacdo global (KIKUCHI et al. 2013; ELLIS et al. 2014; BELTRAMI et al.
2017).

Recentemente, nosso grupo demonstrou que o perfil de metilagéo é
especifico de acordo com sua classificagdo como tumores benignos, CPT,
carcinomas foliculares ou anaplasicos (DOS REIS et al. 2017). Nesse
estudo, foi verificado que a anadlise do padrédo de metilagdo de regides
genbmicas especificas pode ser uma promissora ferramenta prognéstica em
carcinomas bem diferenciados de tireoide (DOS REIS et al. 2017). Nosso
grupo também caracterizou o perfil de metilaggo do DNA em CPT
comparados ao tecido normal do mesmo paciente, onde foi observada uma
hipometilagao global nos tumores (BELTRAMI et al. 2017). Apesar de muitos
genes serem evidenciados como potencialmente regulados por metilagao de
DNA, pelo mecanismo classico de metilagdo em regides promotoras, foi
possivel identificar que uma significativa parcela das sondas alteradas
estava mapeada em regides génicas nao promotoras e intergénicas. Pelo
fato da metilagdo do DNA ser um importante mecanismo envolvido na
regulacédo da expressao de miRNAs, avaliamos, no presente estudo, as
regides codificadoras de miRNAs com o objetivo de elucidar o papel desse
mecanismo na regulacéo da expressao de miRNAs em CPT.

Os dados globais de metilagdo obtidos de uma analise pareada de 50

CPT e tecido normal adjacente ao tumor (BELTRAMI et al. 2017; DOS REIS
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et al. 2017) foram reavaliados com o objetivo de identificar genes
codificadores de microRNA regulados por metilagdo. Em principio, foram
identificadas 50 sondas diferencialmente metiladas (representando 34
miRNAs), das quais 42 foram confirmadas pelo TCGA (representando 27
miRNAs). Nessa etapa, oito sondas nao estavam disponiveis no TCGA e,
portanto, foram removidas. Logo a reprodutibilidade nesse passo de
validacao das sondas de metilagao pode ser considerada como 100%.

Subsequentemente, foram explorados os dados de expressao de
mMiRNAs provenientes do TCGA, permitindo a identificacdo de 67 miRNAs
diferencialmente expressos em CPT em relacdo ao TN. Diversos estudos
buscaram encontrar alteragbes no perfil de expressdo de miRNAs por
metodologias de larga escala (DETTMER et al. 2013a; JACQUES et al.
2013; WANG et al. 2017). HU et al. (2016) realizaram uma revisao
sistematica e meta-andlise comparando a expressdo de miRNAs em
carcinomas de tireoide com o tecido normal pareado, com o objetivo de
encontrar possiveis biomarcadores. Os autores encontraram 236 miRNAs
diferencialmente expressos em 19 publicagdes envolvendo estudos de larga
escala. Os miRNAs miR-221-5p, miR-222-5p, miR-34a-5p, miR-146b-5p,
miR-21-5p, miR-31-5p, miR-181-5p e mIiR-138-5p estavam entre os
melhores ranqueados, e foram confirmados por uma analise de RT-qPCR.
Desses, apenas o miR-181-5p nao estava em nossa lista de 67 miRNAs
alterados.

Os resultados de metilagcdo e expressdo global de miRNAs foram

posteriormente integrados utilizando os dados do TCGA. A abordagem de
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integracdo de dados permite um maior conhecimento de processos
moleculares e celulares, sendo de extrema importancia para o conhecimento
de alteragdes envolvidas na carcinogénese (HAMID et al. 2009). Na analise
integrada foi possivel identificar trés microRNAs: hsa-miR-146b-5p, hsa-miR-
146b-3p e hsa-miR-21-5p, os quais apresentaram relagdes inversas entre a
expressao diferencial dos miRNAs e do padrdo de metilacdo altamente
significativas

Cinco sondas contendo CpGs com metilacdo alterada foram
associadas com a expressao do hsa-miR-146b-3p e hsa-miR-146b-5p, no
entanto trés foram selecionadas para confirmagdo (correspondentes as
sondas que apresentaram maior correlagdo negativa). J&4 a expressao de
hsa-miR-21-5p foi associada com quatro sondas identificadas com alteragao
da metilacdo, das quais duas, que apresentaram os maiores valores de
correlagdo negativa, foram validadas. Até o momento, ainda nao é
conhecido como a expressdo alterada desses microRNAs afeta o
desenvolvimento tumoral ou como ocorre o mecanismo de regulagao da
expressao desses miRNAs no cancer de tireoide (SUZUKI et al. 2012; FAAM
et al. 2015).

Muitos estudos caracterizaram a metilagdo de DNA como reguladores
da expressao de miRNAs (TANAKA et al. 2011; LV et al. 2015; NADAL et al.
2013; XIA et al. 2015; CHIOU et al. 2013; STEPONAITIENE et al. 2016).
Outros relatos mostraram que a alteracdo de miRNAs pode levar a metilagao
aberrante de genes alvos em diversos tipos tumorais (FABBRI et al. 2007;

NG et al. 2009; HUANG et al. 2010; BRACONI et al. 2010; WANG et al.
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2011; ZHANG et al. 2011; MAJID et al. 2013). Esses dados apresentam um
novo nivel de complexidade na rede de regulagdo génica e indicam que a
metilacdo em genes codificadores de miRNAs pode ser um importante fator
na génese e progressao do cancer.

A lista crescente de miRNAs descritos como regulados por metilagao
em cancer revela que um grande numero deles atua como supressores de
tumor ou oncogenes (SUZUKI et al. 2016). Além disso, trabalhos
descrevendo o papel desses miRNAs na carcinogénse da tireoide também
tém aumentado consideravelmente (PENG et al. 2014; FAAM et al. 2015).
Em 2011, KUNEJ et al. relataram que mais de 100 genes codificadores de
miRNAs sdo regulados por mecanismos epigenéticos. A metilacdo em
promotores de miRNA foi descrita pela primeira vez em 2006, quando SAITO
et al. relataram que a expressao do miR-127 era induzida em resposta a
desmetilacdo por 5-aza-2'-desoxicitidina (5-Aza-dC). Em linhagens de
cancer de mama, quase um terco dos promotores de mMIRNA sao
hipermetilados comparados com as células normais de mama (VRBA et al.
2013). Varios outros estudos demonstraram alteragdes no padrdo de
metilacdo de miRNAs em diferentes tipos tumorais, incluindo cancer de
colon (TANAKA et al. 2011; LV et al. 2015), adenocarcinoma de pulmao
(NADAL et al. 2013; XIA et al. 2015), glioblastoma (CHIOU et al. 2013) e
carcinoma gastrico (STEPONAITIENE et al. 2016).

No presente estudo, foi avaliado o padrdo de metilagdo dos genes
MIR21 e MIR146B e seu envolvimento na regulagdo de sua expressdo. Os

resultados mostraram expressdo aumentada e hipometilacdo de ambos
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miRNAs em CPT em relagao aos tecidos nao-malignos (TN e LBT). Apesar
de alguns autores reportarem o aumento de expressao desses miRNAs em
CPT (HU et al. 2016; WOJCICKA et al. 2016; WANG et al. 2017), o padréo
de metilagido desses genes codificadores de miRNAs em cancer foi, até o
momento, pouco explorado. Para o nosso conhecimento, apenas o estudo
realizado pelo TCGA descreveu miRNAs regulados por mecanismos
epigenéticos em CPT. Nesse estudo, os autores também identificaram o
miR-21 e o miR-146b como diferencialmente expressos e potencialmente
regulados por metilagcdo (The Cancer Genome Atlas Research Network
2014). No entanto, nao foram realizados estudos confirmatérios e funcionais
que permitissem esclarecer o papel desse processo nos CPT.

O aumento de metilagdo na regido 5 do gene MIR146B foi relatado
em astrocitomas difusos, anaplasicos e em glioblastomas secundarios
(WOLTER et al. 2015). Os autores relataram que este miRNA era regulado
por metilacdo ao detectarem o aumento da sua expressao em linhagens
celulares de glioma apds o tratamento com 5-AZA-dC. Os autores também
validaram como alvo do miR-146b, o receptor de fator de crescimento
epidermal (EGFR), sugerindo que a diminui¢do da expressao desse miRNA
por hipermetilacdo, leva a maior expressdo de EGFR, promovendo
proliferacéo e facilitando a invasdo e migragao das células tumorais. Além
disso, foi observada associacdo entre a expressdo aumentada do miR-146b
e apoptose, sugerindo que a expressao diminuida desse miRNA tem efeitos

anti-apoptoéticos em gliomas (WOLTER et al. 2015).
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XIANG et al. (2014) também avaliaram o papel da metilagdo do gene
MIR146B ao reconhecé-lo como alvo das proteinas da familia STAT (Signal
transducers and activators of transcription), fatores de transcricdo com
importante papel no desenvolvimento tumoral. Os autores investigaram a
regulagdo do miR-146b em tecido normal (modelos animais) e em linhagens
de cancer de mama. Em tecido normal e em linhagens ndo tumorais, a
modulacao de STAT3 resultava em alteragdes na expressao de miR-146b, a
qual nado foi observada em linhagens celulares de cancer de mama. Os
autores relataram que a metilagdo na regido promotora do gene MIR1468
diminuia em até 70% a acao de expressao de STAT3, sendo necessarias
ambas hipometilacdo de MIR146B e atividade da proteina STAT3 para
inducdo de miR-146B. Para validar esses achados, os autores utilizaram
dados do TCGA com mais de 500 amostras disponiveis de tumores de
mama com dados de metilacdo em mais de 485000 CpGs. A metilacdo na
regiao promotora de MIR146B estava significativamente elevada nos
tumores em comparagcdo com o tecido normal pareado e inversamente
correlacionada com a sua expressao. Por fim, os autores mostraram a
associacido entre o aumento da expressao de miR-146b com maior
sobrevida global em pacientes com cancer de mama triplo negativos ou
negativos para o receptor de estrégeno, mas nao em outros tipos tumorais,
pois os mesmos nao sofrem influéncia da ativagdo de STAT3 (XIANG et al.
2014). Esses achados demonstraram a importancia do papel regulatério
desse miRNA nos diferentes tipos tumorais, pois, dependendo do contexto

das vias regulatérias alteradas em cada tumor, estes miRNAs podem atuar
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como supressores tumorais ou oncomiRs (MINNA et al. 2014; YONEYAMA
et al. 2015; HAGHPANAH et al. 2015; DUAN et al. 2016; LIU et al. 2017;
IMAMURA et al. 2017).

YANG et al. (2013) identificaram 14 miRNAs com aumento de
expressdo e 10 com baixa expressdo em CPT mais agressivos (com
extensdo extratireoidiana e/ou metastases a distancia). O miR-146b-5p foi
identificado com aumento de expressao e inversamente correlacionado com
seu gene alvo ZNFR3, sugerindo o seu potencial para identificar
propriedades agressivas em CPT. Dois outros estudos (CHOU et al. 2010;
YIP et al. 2011) demonstraram que o miR-146b é altamente expresso em
CPT, principalmente quando associado a caracteristicas de alto risco,
incluindo a invasao extra-tireoidiana e a mutacdo BRAFV600E. Em uma
analise de miRNAs diferencialmente expressos entre CPT agressivos e
indolentes, YIP et al. (2011) relataram a associagao entre o miR-146b com a
presenca de mutacdo em BRAF, sugerindo sua importdncia como um
marcador de pior prognostico. Um resultado semelhante foi observado por
CHOU et al. (2010), associando o nivel de expressao do miR-146b com CPT
de alto risco e positivos para mutacdo em BRAF.

Em um estudo subsequente, os autores CHOU et al. (2013) também
buscaram correlacionar os niveis de expressado tumoral de miR-146b e o
prognoéstico de 71 pacientes com CPT. Os pacientes com niveis mais altos
de expressdo do miR-146b apresentaram menor sobrevida livre de doenca.
Além disso, experimentos utilizando a linhagem BCPAP demonstraram que

a expressao aumentada de miR-146b resultava em uma maior taxa de
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proliferacdo, migragao, invasao celular e resisténcia a apoptose induzida por
quimioterapia.

De modo semelhante ao MIR146B, nossos achados para o gene
MIR21 demonstraram o aumento de expressao e hipometilacdo em CPT em
relagdo ao TN e LBT. O hsa-miR-21, um dos primeiros a ser descrito como
oncomir, € um dos mais estudados em diversos tipos de cancer (YANG et al.
2015; LI et al. 2016; JIANG et al. 2016; FANG et al. 2017). A alta expressao
do miR-21 ja foi associada com recorréncia tumoral em cancer de cdlon
(KJAER-FRIFELDT et al. 2012), bexiga (ZARAVINOS et al. 2012), mama
(OTA et al. 2011 e WANG et al. 2015), prostata (LI et al. 2012), menor
sobrevida em cancer de pulmao (CINEGAGLIA et al. 2016) e metastases
linfonodais em carcinoma esofagico (HUMMEL et al. 2011 e LI et al. 2013).
Embora muitos estudos tenham descrito a expressao aumentada do miR-21,
estudos recentes revelaram baixa expressdo do miR-21 relacionada a
metastase de cancer de prostata (REN et al. 2014) e carcinomas de tireoide
(SONDERMANN et al. 2015 e YORUKER et al. 2016). A expressao de miR-
21 também é relatada como significativamente aumentada em diferentes
subtipos de tumores primarios de tireoide (FREZZETTI et al. 2011; HUANG
et al. 2013; ZHANG et al. 2014; GUO et al. 2015; PENNELLI et al. 2015),
corroborando com os nossos resultados. GUO et al. (2015) relataram que o
miR-21 apresentou expressdo aumentada em carcinomas anaplasicos
(83%), CPT (79%), CPTVF (CPT com variante folicular; 34%) e em
carcinomas pouco diferenciados de tireoide (19%), enquanto que o miR-

146b-5p foi altamente expresso em CPT (89%) e CPTVF (41%).
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O miR-21 também tem sido descrito como regulador da expressao de
STAT3. Ao buscar miRNAs epigeneticamente desregulados em cancer,
HULF et al. (2011) desenvolveram um pipeline que identificou repressao da
expressdo de miR-21 por hipermetilagdo na regido promotora de seu gene
em linhagens de cancer de proéstata. O tratamento com 5-Aza-cD levou ao
aumento de expressdao de miR-21 em linhagens celulares de cancer de
préstata, assim como em linhagens de cancer de ovario (IORIO et al. 2007;
HULF et al. 2011). Entretanto, nenhum dos dois estudos avaliou o padrao de
metilagdo do MIR21 em amostras tumorais de pacientes.

A expressao diferencial dos miRNAs € um mecanismo que tém sido
utilizado na construgcéo de classificadores diagnésticos (LASSALLE et al.
2011; KITANO et al. 2011; PILLI et al. 2017). Alguns estudos demonstraram
o papel dos miRNAs no desenvolvimento de novas estratégias diagnosticas,
prognésticas e terapéuticas em CT (CARVALHEIRA et al. 2015; ZHANG et
al. 2017b; CAVEDON et al. 2017). Nossos achados de expressao génica dos
mMiRNAs exploraram a utilidade desses miRNAs na construcdo de um
algoritmo diagndstico baseado na expressao combinada do hsa-miR-21-5p e
hsa-miR-146b-5p. Baseados na expressao desses miRNAs foi possivel a
distingdo dos CPT dos tecidos ndo malignos (96% de sensibilidade e 99% de
especificidade), demonstrando seu potencial como biomarcadores. Em
adicdo, a combinacao entre os dados de metilagcdo e expressdo do MIR21
também permitiu a separagdo de CPT dos tecidos ndo malignos (91% de
sensibilidade e 92% de especificidade). Uma abordagem semelhante

demonstrou desempenho ainda melhor para MIR146 (96% de sensibilidade
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e 100% especificidade). Entretanto, pela similaridade de classificacdo e
maior complexidade técnica quando comparado a analise de metilacéo, a
analise de expressdao de miRNAs é mais facilmente aplicavel na rotina
clinica. De fato, algumas ferramentas diagndsticas baseadas na expressao
de miRNA estao sendo incorporadas na pratica clinica.

Recentemente, dois estudos (BENJAMIN et al. 2016; LITHWICK-
YANAI et al. 2016), descreveram a validagao clinica de um ensaio baseado
na expressao de miRNAs, o teste RosettaGX Reveal (Rosetta Genomics,
Philadelphia, PA). Nesses estudos, um conjunto de 24 miRNAs foram
avaliados (entre eles, o hsa-miR-146b-5p) por RT-gPCR em nddulos
tireoidianos citologicamente indeterminados. Primeiramente, foi realizada
uma validagéo analitica para garantir a robustez do teste, a qual comprovou
que o ensaio pode ser usado diretamente nos esfregacos de bidpsias de
aspiracado com agulha fina (FNA) (N=576 nddulos), mesmo com limitacdes
do material (apenas 1% de células da tireoide presentes ou extragao inferior
a 5ng de RNA) (BENJAMIN et al. 2016). Em um ensaio posterior, foi
desenvolvido um classificador que permitiu diagnosticar nédulos tireoidianos
como benignos ou suspeitos (N=189 casos), o valor preditivo negativo
relatado foi de 99%, com sensibilidade de 98% e especificidade de 78%
(LITHWICK-YANAI et al. 2016).

AGRETTI et al. (2012) buscaram um classificador diagndstico em
nddulos benignos, CPT e nddulos indeterminados provenientes das PAAFs
(138 pacientes), baseado na expressao de sete miRNAs, entre eles, 0 miR-

146b validado em nosso estudo. O perfil de expressdo desses miRNAs
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permitiu distinguir lesdes benignas de CPT. Entretanto, quando o ensaio foi
aplicado para avaliar nédulos com citologia indeterminada, foi verificada uma
baixa sensibilidade e especificidade, limitando o interesse pratico do método.

O miR-146b também ja foi testado como potencial marcador
diagndstico ndo invasivo em soro de pacientes com CPT. ZHANG et al.
(2017a) relataram 73% de sensibilidade e 94% de especificidade dos miR-
146b, miR-222 e miR-221 em diagnosticar CPT pré-cirurgicamente. Em
conjunto, esses resultados demonstram a importancia do miR-146b como
um marcador diagnéstico em CPT.

Em adicdo a caracterizagao da metilacdo e expressdao dos miRNAs
selecionados, a identificacdo dos genes alvos desses miRNAs é de
fundamental importdncia para o entendimento de como a alteracdo do
padrao de metilacdo e expressdo do miRNAs podem estar associados aos
desenvolvimento desse tipo tumoral.

Nesse contexto, foram identificados 348 transcritos alvos (expressao
diminuida em CPT) com correlagdo altamente inversa com os dados de
metilacdo (dados do TCGA). Todos os sete genes alvos (MPPED2,
STXBP5L, MRO, FHL1, FLRT1, DOK6 e MOB3B) selecionados
apresentaram uma expressao diminuida em CPT quando comparados ao TN
e LBT. As fungdes biolégicas dos transcritos alvos validados estdo
detalhadas no Anexo 4.

BARROS-FILHO et al. (2015) compararam o perfil de expressao
génica global de CPT comparado a TN identificando 671 genes

diferencialmente expressos. Foi realizada uma validacdo cruzada baseada
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em 138 pares de CPT e TN pelos bancos de dados do GEO e TCGA,
estabelecendo uma lista de 589 genes com alto grau de confianga em serem
alterados em CPT. Cinco (MPPED2, MRO, STXBP5L, FHL1 e FLRT1) dos
sete transcritos selecionados para a analise de expressao aqui descrita
apresentaram-se nessa lista de genes.

Em um estudo semelhante, LI et al. (2016) detectaram 154 genes
diferencialmente expressos entre CPT e tecidos ndo neoplasicos, dos quais
128 apresentaram expressdo diminuida, entre eles o MPPED2, sendo
categorizado como um marcador de diagndstico promissor para CPT. Outros
estudos também relataram a expressao diminuida de MPPED2 em
comparagao com TN (PITA et al. 2009) e LBT (FINN et al. 2007). GOMEZ-
RUEDA et al. (2016) buscaram diferenciar lesbes malignas de benignas de
tireoide com citologias indeterminadas, avaliando a expressao de 15 genes.
Entre esses genes estava o MPPEDZ2, que demonstrou maior expressao nos
nddulos benignos, corroborando com os nossos achados.

O gene MRO pertence a uma nova familia de genes denominada
MROH (maestro heat-like repeat), os quais contém motifs repetidos HEAT,
cuja fungdo dos ainda € desconhecida (revisado por KENIGSBERG et al.
2017). Essas repeticdes HEAT foram primeiro identificadas em um grupo de
proteinas incluindo huntingtin, fator de elongacdo 3 (EF3), a subunidade
regulatéria A da proteina fosfatase 2A (PP2A) e TOR1 (ANDRADE e BORK
1995) com possivel fungdo na mediagcdo de interagdes proteina-proteina
(SMITH et al. 2008). Esse gene ja foi descrito como menos expresso em

CPT em relagdo ao TN em um estudo prévio de perfil transcricional do grupo
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(BARROS-FILHO et al. 2015), estando entre os principais genes em uma
analise de ranqueamento.

O gene FHL1 é um supressor tumoral conhecido com baixa ou
nenhuma expressao em multiplos tumores. Em cancer colorretal e cancer de
figado o gene FHL1 foi descrito com baixa expresséo, sendo este regulado
pelo miR-410 que apresenta expressao aumentada e recruta a DNMT3A
levando a hipermetilacdo da regidao promotora deste gene (WANG et al.
2014). Para identificar marcadores moleculares uteis ao diagnéstico de
carcinoma folicular (CFT) dos adenomas foliculares de tireoide (AFT),
FRYKNAS et al. (2006) avaliaram o perfil de expresséo de 10 CFT e 10 AFT
por microarray. O nivel de expressao do gene candidato, FHL1, foi avaliado
em uma série independente de 61 tumores. Esse gene apresentou perda de
expressao significativa nos CFT quando comparados aos adenomas,
sugerindo potencial poder para classificar molecularmente tumores
foliculares e melhorar a compreensdao dos mecanismos moleculares
envolvidos em CFT. Esses estudos dao suporte aos nossos achados,
indicando uma provavel regulagao indireta da metilagdo e uma complexidade
da regulagao génica.

Um ensaio de transfecgdo do hsa-miR-146b-5p na linhagem celular
BCPAP (mimics de miRNA), cujos dados estdo disponiveis no Gene
Expression Omnibus (GEQO) (GSE76050), nos permitiu selecionar alguns
alvos moleculares . Resumidamente, 35 dos 189 transcritos preditos como
alvos desse miRNA apresentaram redugcdo de expressdo (FC>2). Nessa

analise, FLRT1 apresentou a maior redugédo de expressao (FC=-2298,9) e
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os genes DOK6 e MOB3B (FC= -16,4 e FC= -2,8, respectivamente) também
estavam nessa lista.

O gene FLRT1 codifica a proteina transmembrana fibronectina rica
em leucina. Membros dessa familia de proteinas podem atuar em fungdes
como adesao celular e receptores de sinalizacdo assim como em interacées
com outras proteinas na regulacao génica (HAINES et al. 2016). WHELDON
et al. (2010) mostraram que residuos tirosina da proteina FLRT1 sdo alvos
para a fosforilagdo mediada por FGFR1, e que essa modificacdo da proteina
modula a habilidade de FLRT1 ativar a via de sinalizagcdo MAPK. Os autores
também mostraram que a proteina FLRT1 mutada (delegéo de trés residuos
tirosina) transfectada em células embrionarias de rim tem a propriedade de
induzir a ativacdo crbénica da via MAPK. Entretanto outros estudos sao
necessarios para elucidar o mecanismo de regulagdo dessa via de
sinalizagao em células foliculares da tireoide.

Para o nosso conhecimento, ndo ha relatos em literatura sobre
associagodes biolégicas com a expressao de DOK6 em CPT. No entanto, um
estudo recente (LEONG et al. 2017) relatou que as vias de sinalizagao
oncogénicas tipicamente ativadas em carcinomas gastricos agressivos
(RAS, MAP quinase, EGFR, ERK, ERBB4, FGFR1) apresentaram-se menos
ativadas em tumores com baixa expressao de DOK6. A sobrevida mediana
dos pacientes que apresentaram diminuigdo da expressao do gene DOKE6 foi
maior quando comparada aos casos que apresentaram expressao
aumentada (log-rank P =0,0027). Os autores sugeriram o uso do nivel de

expressao tumoral de DOK6 para a predicdo de sobrevida dos pacientes
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independente do estadiamento da doenga (TNM). Os dados do estudo
sugeriram que a expressao de DOK6 é um biomarcador integrado de
multiplos sinais oncogénicos no cancer gastrico. Os resultados desse estudo
foram confirmados pelo banco de dados do TCGA (2014) em
adenocarcinoma de estdmago, mostrando uma associagao significativa entre
a expressao de DOK6 com fendtipos histoldégicos e moleculares. Em cancer
de mama foi verificado que pacientes com maior sobrevida livre de doenca
apresentaram niveis mais elevados de expressao de DOK6 em comparacao
com aqueles que vieram a o6bito pela doenga, sugerindo seu papel como
supressor tumoral nestes tumores (GRANEM et al. 2014).

O gene MOB3B apresentou diminuigao da expressdo em CPT quando
comparado com lesdes benignas e tecido normal. A expressdao de MOB3B
foi significativamente menor em carcinomas de préstata (137 casos) quando
comparada a hiperplasia benigna de préstata pareados por idade (137
casos) (KIM et al. 2015). Nesse estudo, baixos niveis de expressdo de
MOB3B estavam associados com caracteristicas clinico-patologicas
agressivas em pacientes com CaP, tais como, escore de Gleason = 8,
maiores niveis de antigeno especifico da prostata (PSA) e doengas
metastaticas. Os resultados do estudo sugeriram que esse gene pode atuar
como supressor de tumor em CaP.

Como um todo, os estudos sugerem que alguns genes (incluindo
MPPED?Z2 e FHL1) exercem atividade supressora na tumorigénese tireoidiana
e a expressdo dos mesmos pode ser utili para melhor compreensio

molecular de CPT. Além disso, outros genes (DOK6, MOB3B) foram
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descritos em literatura como supressores tumorais em outros tipos de cancer
(cancer de prostata, gastricos e de mama) podendo atuar da mesma forma
no tecido folicular da tireoide.

Além destes genes acima citados, outros foram explorados em nosso
estudo. O gene STXBPS5L, o qual também apresentou diminuicdo de
expressao em CPT, nao é bem caracterizado nestes tumores. Contudo, LAN
et al. (2015) analisaram a expressao de RNA longos n&o codificadores
(IncRNAs) e mRNAs e encontraram STXBP5SL com menor expressao em
CPT comparado a TN, reforcando os nossos achados. Curiosamente, esse
gene ja foi reportado como hipometilado apds knockdown de BRAFV600E
nas linhagens de cancer de tireoide BCPAP e OCUT1 (HOU et al. 2016). De
fato, encontramos esse gene como menos expressos em CPT,
especialmente em tumores com mutagdo em BRAF, porém esse gene nao
foi revelado como potencialmente regulado por metilagdo em um estudo
prévio do grupo (BELTRAMI et al. 2017).

A comparacdo das caracteristicas moleculares com dados
anatomopatdgicas de pior progndéstico (estadiamento clinico IV, extensao
extra-tireoidiana, variantes de células altas, acometimento linfonodal e
mutacdo em BRAF) da casuistica disponivel no TCGA, revelou associac¢des
com a metilacdo e expressao do MIR21 e MIR146B, assim como de genes
alvos, (incluindo STXBP5L, FHL1, FLRT1, MRO e MPPEDZ2). Muitos estudos
em CPT evidenciaram a associagao entre a expressdo aumentada de
miRNAs (tais como, miR-146b, miR-21, miR-221, miR-222, miR-203, miR-

181b, miR-32, miR-199b) com paradmetros clinicos (invasdo, migracado e
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proliferacdo celular, multicentricidade dos tumores, alto TNM, tamanho do
tumor, invasado extra-tireoidiana, mutagcdo em BRAF) (VISONE et al. 2007,
LABBAYE et al. 2008; SHEU et al. 2010; GERALDO et al. 2012; LI et al.
2015). Por outro lado, alguns miRNAs (como o miR-1, miR-191, miR-486,
miR-486, miR-451, miR-26a, miR-101) também foram descritos em CPT com
diminuicao de expressao e associagao a metastases linfonodais (PALLANTE
et al. 2010; LV et al. 2013; WANG et al. 2014). Em nosso grupo amostral
investigado por RT-gPCR ndo foi possivel identificar diferengas
significativas. Entretanto, foi observada uma clara distingdo no perfil de
metilacdo e expressdao dos miRNAs com o status de mutacdo em BRAF,
assim como para dois genes alvos FHL1 e MRO.

A mutacado em BRAF foi verificada em 59% (60/102) dos casos sendo
significativamente associada com maior expressao de hsa-miR-21-5p e hsa-
miR-146b-5p. Em adig¢ao, esta mutacao foi também associada com perda de
metilacdo de DNA nos genes destes miRNAs, assim como os baixos niveis
de expressdao de FHL1 e MRO. Alguns estudos demonstraram que a
mutacdo BRAFV600E esta associada com caracteristicas clinico-patologicas
agressivas (HOWELL et al. 2013; FERNANDEZ et al. 2013; YANG et al.
2014); no entanto, o mesmo nao foi observado em nossa casuistica assim
como em outros estudos (LI et al. 2013; DUTENHEFNER et al. 2013;
BARBARO et al. 2014; DANILOVIC et al. 2014; BARROS-FILHO et al.
2015).

A associagao entre a metilagao global do DNA com a mutacdo em

BRAFV600E em CPT pode revelar um mecanismo de tumorigénese ainda
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nao bem compreendido. Para explorar essa relagcdo, HOU et al. (2011)
analisaram o metiloma em duas linhagens celulares de CPT (BCPAP e
OCUT1) que passaram pelo processo de knockdown com shRNA (Short
Hairpin RNA). Os autores descreveram 10 genes hipometilados e 59
hipermetilados em ambas as linhagens apds o bloqueio de BRAF. Outros
estudos (MANCIKOVA et al. 2013 e BELTRAMI et al. 2017) relataram uma
hipometilagdo global nos tumores positivos para mutacdo em BRAF. Estes
dados revelam que as células sofrem alteracbes no padrao de metilacéo
causado pela pressao seletiva associada com a presenca da mutacao.

A associacao entre o status da mutacdo BRAFV600E com a
expressao de miRNAs em CPT foi previamente avaliada por HUANG et al.
2013. A taxa de mutacdo em BRAFV600E em CPT foi de 47,8%. Os autores
identificaram dois miRNAs com expressao aumentada, entre eles, o miR-21,
o qual foi associado a tumores positivos para mutacdo em BRAF,
semelhante aos dados obtidos no nosso estudo.

Apesar da atencdo em relagao a descoberta de microRNAs regulados
por metilacdo em diversos tipos tumorais, a maioria dos estudos foca na
descoberta de microRNAs supressores tumorais silenciados por esse
mecanismo epigenético (LUJAMBIO et al. 2008; TOLL et al. 2016; ZHANG et
al. 2017c). Os experimentos realizados para comprovar a regulagao direta
por metilagado desses genes, quando encontrados hipermetilados, envolve o
tratamento de linhagens celulares com agentes desmetilantes, como a 5-
aza-2'-deoxicitidina ou 5-azacitidina. Ambas sao analogas de nucleosideos e

inibidoras da DNMT (SATO et al. 2017). No presente estudo, a analise
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integrada revelou que a hipometilagdo dos genes MIR21 e MIR146B sao
importantes eventos envolvidos na patologia do CPT. Apesar de apresentar
hipometilagdo, o padrao basal de metilagcdo dos CpGs encontrados para o
gene MIR146B era alto, o que permitiu a realizagdo dos experimentos com
5-aza-2'-deoxicitidina.

O tratamento das trés linhagens celulares de CPT (TPC1, K1 e
BCPAP) com o 5-Aza-dC (1uM e 3uM) foi realizado para examinar o papel
direto da metilagdo na regulacdo do gene MIR146B. Os resultados
sugeriram que o hsa-miR-146b-5p € um oncogene, com aumento de
expressao devido a perda de metilagdo na sua regido promotora.

Em literatura, os ensaios funcionais em CPT envolvendo os
microRNAs aqui descritos sao desenhados apenas para avaliar o seu papel
no desenvolvimento e progressao tumoral. Para o nosso conhecimento, nao
ha estudos em literatura que avaliaram o mecanismo responsavel pela
alteracao da expressao dos miR-21 e miR-146b em CPT.

GERALDO et al. (2012) investigaram a modulagéo da via TGF-$ pelo
hsa-miR-146b-5p na tumorigénese da tireoide utilizando ensaios funcionais
com linhagens celulares de CPT (BCPAP, TPC1) e a linhagem de células
foliculares ndo tumoral PCCL3. Os autores relataram que a expressao
aumentada do hsa-miR-146b-5p estava significativamente associada com o
aumento da proliferacdo celular na auséncia do horménio estimulante da
tireoide e conferia resisténcia a parada do ciclo celular mediada por TGF-[3.
Além disso, foi observado que a ativagdo de oncogenes RET/PTC3 e BRAF

em células PCCL3 aumentou a expressao do miRNA. Estes resultados
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confirmaram o papel oncogénico do hsa-miR-146b-5p em células foliculares
da tireoide.

Um estudo recente (LIMA et al. 2016) investigou o papel do hsa-miR-
146b-5p sobre o comportamento migratério e invasivo afim de determinar a
sua relagdo com caracteristicas mais agressivas dos CT. Os ensaios foram
realizados em trés linhagens celulares de tireoide, uma linhagem folicular
nao tumoral (PCCL3) e duas linhagens de CPT (TPC1 e BCPAP) apods
expressao aumentada e inibicdo do hsa-miR-146b-5p pela transfec¢ao de
mimics-miR e antagomiR, respectivamente. Os resultados revelaram que o
aumento de expressao do hsa-miR-146b-5p em PCCL3 aumentou a
migragdo e a invasdo dessas células, enquanto que o efeito oposto foi
observado em TPC1 e BCPAP apds a inibicdo desse miRNA. A inibicao do
hsa-miR-146b-5p em PCCL3 também inibiu a migragao e invaséo, enquanto
que a expressao exodgena aumentada desse miRNA nas células TPC1 e
BCPAP aumentou ainda mais a migragdo e invasao. Esses resultados
evidenciam o papel funcional do hsa-miR-146b-5p na oncogénese da
glandula tireoide e o0 associa a agressividade e maior invasao em CPT.

O papel do miR-21 em CPT e seu mecanismo de regulagdo génica
em estudos funcionais com linhagens celulares foi avaliado por ZHANG et al.
2014. Os autores transfectaram uma linhagem celular de CPT (TPC1) com
um plasmideo especifico (pEZX-eGFP-miRNA-21). O ensaio de Western
Blot foi realizado para investigar a correlagédo do miR-21 com a expressao da
proteina relacionada com morte celular programa (PDCD4) em TPC1. Os

achados do estudo revelaram que a expressdo aumentada do miR-21
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aumentou significativamente a proliferagao e invasao celular, além de inibir a
apoptose das células TPC1. Foi observado uma correlacédo negativa entre
PDCD4 e a expressao do miR-21.

Em conclusdo, os resultados revelados neste estudo confirmam
achados importantes que corroboram com a literatura e também exploram
mecanismos de regulagao dos miRNAs por alteragbes epigenéticas em CPT.
Em especial, foi demonstrado que a hipometilacdo do DNA e a expressao
aumentada dos genes codificadores MIR21 e MIR146B, levam a uma
regulacao indireta de seus transcritos alvos, os quais foram associados a

mutacdo em BRAF.
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CONCLUSAO

Foram identificados dois genes codificadores de microRNAs, MIR21
(hsa-miR-21-5p) e MIR146B (hsa-miR-146b-5p), o0s quais
apresentaram um padrao diferencial de metilacdo e expressdo em
carcinomas papiliferos de tireoide em relacdo ao tecido n&o
neoplasico e as lesdes benignas. Esses resultados foram obtidos por
analises globais criteriosas de metilagdo e expressdao de miRNAs,
combinando dados internos e externos (TCGA). Os achados foram
também confirmados em um conjunto independente de amostras
utilizando técnicas de pirossequenciamento apds conversao por

bissulfito e RT-qPCR.

Foi detectada hipometilagao significativa dos CPT em relagdo ao TN e
LBT e um aumento significativo da expressdo de hsa-miR-21-5p e
hsa-miR-146b-5p nas amostras tumorais em relagdo ao TN e LBT.
Estes resultados indicam que alteragdes epigenéticas sédo reguladores
da expressido destes microRNAs em CPT. Estes dados contribuem

para o avango do conhecimento da carcinogénese deste tipo tumoral.

A expressdao combinada de hsa-miR-21-5p e hsa-miR-146b-5p,
permitiu diferenciar os CPT dos tecidos ndo malignos. O classificador

diagnostico usando esses miRNAs apresentou alta sensibilidade
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(96%) e especificidade (99%) para distinguir os CPT de outras lesdes

da tireoide, sugerindo sua aplicabilidade na pratica clinica.

Sete genes alvos (MPPED2, STXBP5L, MRO, FHL1, FLRT1, DOK6 e
MOB3B) potencialmente regulados pelos miRNAs de acordo com
banco de dados testados apresentaram baixa expressdo em CPT
quando comparados as lesbes nao malignas, exemplificando uma
provavel regulacao indireta da metilagdo em uma complexa rede de

controle transcricional.

A mutagdo BRAFVG600E foi significativamente associada com baixos
niveis de metilacdo e aumento de expressdo de MIR21 e MIR1468B,
assim com menor expressao de alguns genes alvos (FHL1 e MRO).
Estes achados sugerem que este mecanismo de regulagdo esta
intimamente relacionado com a mutacdo em BRAF descrita nestes

tumores.

Ensaios funcionais utilizando a linhagem TPC1 deram evidéncias
adicionais que o MIR146B é regulado por metilagdo, corroborando

com os resultados encontrados em tecidos tumorais.

Os achados deste estudo apontaram o MIR21 e MIR146B como

potenciais biomarcadores diagndsticos.
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Anexo 2 - mRNAs diferencialmente expressos (TCGA) e interagdes entre
miRNAs e mRNAs associados com dados clinicos-patolégicos (dados
externos - TCGA).

Esse arquivo foi compartilhado via dropbox e pode ser acessado pelo link
https://www.dropbox.com/s/4i77va2thbagu80/Anex0%202%20viadropbox.Ink
?dI=0



Anexo 3 - Transcritos alvos de miRNAs selecionados para a validagao por
RT-gPCR usando o banco de dados do TCGA.

hsa-miR-146b-5p  hsa-miR-21-5p Clinico-
Gene Banco de dados .
r P r P Patologico
N1; Tall; ETE;
MPPED2 | miRWalk, RNAhybrid -0,70  3,65E-75 -0,64 1,03E-58
BRAF
miRWalk, RNAhybrid, EC4; N1; Tall;
STXBP5L -0,62 3,26E-55 -0,62 2,28E-54
Targetscan ETE; BRAF
miRWalk, RNAhybrid, N1; ETE;
MRO -0,65 8,95E-63 - -
Targetscan BRAF
miRanda, RNAhybrid, EC4; N1; Tall;
FHL1 -0,59 1,63E-48 - -
Targetscan ETE; BRAF
EC4; N1; Tall;
FLRT1 miRWalk, RNAhybrid  -0,74  9,48E-90 - -
ETE; BRAF
miRWalk, miRanda,
DOK®6 RNAhybrid, -0,70 3,65E-75 -0,38 3,09E-19 BRAF
Targetscan
miRWalk, RNAhybrid,
MOB3B -0,49 7,05E-32 - - -
Targetscan

Legenda: r: coeficiente de correlagdo de Pearson; P: valor de P do teste de correlagéo de
Pearson; N1: acometimento linfonodal;, EC4: estadiamento clinico IV; ETE: extensédo
extratireoidiana; Tall: variante de células altas.



Anexo 4 - Fungdes biologicas dos transcritos alvos validados por RT-gPCR.

Genes Funcao Biologica
MPPED2 Inibicdo do ciclo celular e indugao da apoptose.
FHLL Regula negativamente o ciclo celular (G2/M). Atua na supressao
tumoral.
Codifica a proteina de ligagao sintaxina 5. Pode inibir a exocitose em
STXBPS5L | células neurosecretérias e pode regular negativamente a secregéo de
insulina.
MRO Atua na determinacao do sexo de mamiferos.
FLRT1 Codifica proteinas transmembranicas ricas em fibronectina e leucina.
Potencial papel na adeséo e sinalizagao celular.
DOK6 Membro da familia de adaptadores intracelulares DOK que
desempenham um papel na cascata de sinalizagdo do oncogene RET.
MOB3B A proteina codificada por esse gene é essencial para a duplicagao do

corpo do fuso, além do controle e regulagao celular na mitose.

Fonte: www.ncbi.nlm.nih.gov/gene




comparar CPT com TN pelo banco de dados do TCGA.

Apéndice 1 - Identificacdo de 67 microRNAs diferencialmente expressos ao

miRNA miRBase ID P-valor FDR FC

hsa-miR-873-5p MIMATO0004953 <1e-07 <1e-07 -5,01
hsa-miR-4732-3p MIMATO0019856 <1e-07 <1e-07 -4,50
hsa-miR-144-3p MIMATO0000436 <1e-07 <1e-07 -4,18
hsa-miR-144-5p MIMAT0004600 <1e-07 <1e-07 -4,00
hsa-miR-486-5p MIMAT0002177 <1e-07 <1e-07 -3,77
hsa-miR-451a MIMATO0001631 <1e-07 <1e-07 -3,67
hsa-miR-1247-5p MIMAT0005899 <1e-07 <1e-07 -3,62
hsa-miR-1179 MIMAT0005824 <1e-07 <1e-07 -3,40
hsa-miR-7-2-3p MIMATO0004554 <1e-07 <1e-07 -3,34
hsa-miR-486-3p MIMATO0004762 <1e-07 <1e-07 -3,25
hsa-miR-550a-3p MIMATO0003257 <1e-07 <1e-07 -3,24
hsa-miR-214-3p MIMAT0000271 <1e-07 <1e-07 -3,20
hsa-miR-199b-5p MIMAT0000263 <1e-07 <1e-07 -3,17
hsa-miR-138-1-3p MIMAT0004607 <1e-07 <1e-07 -3,10
hsa-miR-345-3p MIMAT0022698 <1e-07 <1e-07 -3,02
hsa-miR-363-3p MIMATO0000707 <1e-07 <1e-07 -3,02
hsa-miR-675-3p MIMATO0006790 <1e-07 <1e-07 -2,86
hsa-miR-20b-5p MIMATO0001413 <1e-07 <1e-07 -2,81
hsa-miR-204-5p MIMATO0000265 <1e-07 <1e-07 -2,74
hsa-miR-9-5p MIMAT0000441 <1e-07 <1e-07 -2,68
hsa-miR-204-3p MIMAT0022693 <1e-07 <1e-07 -2,67
hsa-miR-138-5p MIMAT0000430 <1e-07 <1e-07 -2,67
hsa-miR-7-5p MIMAT0000252 <1e-07 <1e-07 -2,64
hsa-miR-27a-5p MIMAT0004501 <1e-07 <1e-07 -2,60
hsa-miR-1275 MIMAT0005929 <1e-07 <1e-07 -2,55
hsa-miR-942-5p MIMATO0004985 <1e-07 <1e-07 -2,46
hsa-miR-1247-3p MIMATO0022721 <1e-07 <1e-07 -2,45
hsa-miR-18a-5p MIMAT0000072 <1e-07 <1e-07 -2,41
hsa-miR-23b-5p MIMAT0004587 <1e-07 <1e-07 -2,32
hsa-miR-195-5p MIMAT0000461 <1e-07 <1e-07 -2,30
hsa-miR-3130-5p MIMATO0014995 <1e-07 <1e-07 -2,29
hsa-miR-3074-5p MIMATO0019208 <1e-07 <1e-07 -2,22
hsa-miR-193b-3p MIMAT0002819 <1e-07 <1e-07 -2,22
hsa-miR-154-5p MIMATO0000452 <1e-07 <1e-07 -2,21
hsa-miR-411-5p MIMATO0003329 <1e-07 <1e-07 -2,20
hsa-miR-153-3p MIMAT0000439 <1e-07 <1e-07 -2,18
hsa-miR-6820-3p MIMATO0027541 <1e-07 <1e-07 -2,18
hsa-miR-150-3p MIMAT0004610 <1e-07 <1e-07 -2,18
hsa-miR-153-5p MIMAT0026480 <1e-07 <1e-07 -2,16
hsa-miR-16-2-3p MIMATO0004518 <1e-07 <1e-07 -2,13
hsa-miR-708-5p MIMATO0004926 <1e-07 <1e-07 -2,13
hsa-miR-150-5p MIMATO0000451 <1e-07 <1e-07 -2,09
hsa-miR-652-3p MIMATO0003322 <1e-07 <1e-07 -2,09
hsa-miR-193a-3p MIMAT0000459 <1e-07 <1e-07 -2,09
hsa-miR-106a-5p MIMAT0000103 <1e-07 <1e-07 -2,07
hsa-miR-6720-3p MIMAT0025851 <1e-07 <1e-07 -2,06
hsa-miR-199b-3p MIMATO0004563 <1e-07 <1e-07 -2,03
hsa-miR-181a-2-3p MIMATO0004558 <1e-07 <1e-07 2,03
hsa-miR-181b-5p MIMATO0000257 <1e-07 <1e-07 2,03
hsa-miR-6842-3p MIMATO0027587 <1e-07 <1e-07 2,15
hsa-miR-222-5p MIMAT0004569 <1e-07 <1e-07 2,50




Cont/Apéndice 1

miRNA miRBase ID P-valor FDR FC

hsa-miR-21-5p MIMATO0000076 <1e-07 <1e-07 2,54
hsa-miR-508-3p MIMAT0002880 <1e-07 <1e-07 2,73
hsa-miR-34a-5p MIMATO0000255 <1e-07 <1e-07 3,08
hsa-miR-514a-3p MIMAT0002883 <1e-07 <1e-07 3,08
hsa-miR-509-3p MIMAT0002881 <1e-07 <1e-07 3,31

hsa-miR-31-5p MIMAT0000089 <1e-07 <1e-07 4,33
hsa-miR-375 MIMATO0000728 <1e-07 <1e-07 4,82
hsa-miR-31-3p MIMATO0004504 <1e-07 <1e-07 4,94
hsa-miR-221-5p MIMAT0004568 <1e-07 <1e-07 5,08
hsa-miR-4709-3p MIMAT0019812 <1e-07 <1e-07 5,85
hsa-miR-221-3p MIMATO0000278 <1e-07 <1e-07 5,97
hsa-miR-222-3p MIMATO0000279 <1e-07 <1e-07 6,53
hsa-miR-187-3p MIMATO0000262 <1e-07 <1e-07 7,24
hsa-miR-551b-3p MIMATO0003233 <1e-07 <1e-07 18,66
hsa-miR-146b-5p MIMAT0002809 <1e-07 <1e-07 23,01
hsa-miR-146b-3p MIMAT0004766 <1e-07 <1e-07 33,32

Legenda: P: valor de P; FDR: false discovery ratio.



Apéndice 2 - Top 10 vias candnicas significativas (P<0,05) enriquecidas
pelos transcritos alvos de hsa-miR-146b (5p e 3p) e hsa-miR-21-5p (112, 82
e 60 vias p<0,05 respectivamente) identificadas pelo KOBAS
(http://kobas.cbi.pku.edu.cn/home.do).

hsa-miR-146b-3p hsa-miR-146b-5p hsa-miR-21-5p
Vias Biologicas P Vias Biolégicas P . V’|a§
Biolégicas
Transporte

Interagbes 0,000
LGI-ADAM 8

Via de sinalizagao de Sistema 0,002

transmembranar de 0,0002 Resisténcia a insulina 0,0001
pequenas moléculas

Transdugao de sinal 0,0004 h A 0,0002
ormonios tireoidianos neuronal 1
Via de
sinalizagéo
Sinapse GABAergic  0,0007 Sistema imune inato  0,0004 AGE:;AGE 0'%02
complicagdes
diabéticas
Transporte P
Dependéncia em morfina 00,0008 transmembranar de 0,0004 Re§|stelp0|a a 0’203
pequenas moléculas insufina
Apoptose -
Trﬂar?sportadAorgs 0,0008 Orientagéo do axon 0,0005 espécies 0,003
organicos de anions L 8
multiplas
Liberagao de A Contragao do
neurotransmissor na 0,0010 Permutgdor (;le anion 0,0006 musculo liso 0,004
. . multifuncional 2
fissura sinaptica vascular
Via de
fCanais de potéssi~o 0,0010 Biologia} do 0,0008 smalézeagao 0,004
echados por tenséo desenvolvimento ) . 3
esfingolipide
o
Sinalizagao 0005
Canais de potassio 0,0010 Sistema imune 0,0008 por Rho ’O
GTPases
Transporte de Transporte de
cations/anions cations/anions Via de 0.005
inorganicos e 0,0011 inorganicos e 0,0009 sinalizagao ’6
aminoacidos/oligopeptide aminoacidos/oligopeptid FoxO
os eos
Sinalizacao Liberagao de 0006
endocanabindide 0,0011 neurotransmissor na 0,0009 Apoptose ’3
retrégrada fissura sinaptica

Legenda: P: teste hipergeométrico. LGI-ADAM: Glioma rico em leucina inativado-
desintegrina e metaloproteinase. GABAergic: Acido gama-aminobutirico. AGE-RAGE:
Produtos finais de glicosilagcdo avancgada-Receptor transmembrana. FoxO: Fatores de
transcrigdo (da familia foxhead box).



Apéndice 3 - Porcentagem de células das linhagens BCPAP e TPCA1
originadas de carcinomas papiliferos de tireoide viaveis no teste de

viabilidade celular (MTT). O grupo controle representa 100% de células viaveis. A

viabilidade celular foi avaliada apds o tratamento com diferentes concentragbes de 5-Aza-

dC (0,1uM — 3uM). Nao foi observada diferenga estatistica significativa entre as diferentes

concentragdes.
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Apéndice 4 - Figura suplementar 4.1. Pirograma representativo dos
ensaios de desmetilacdo das regides AIR1Sat (a esquerda) e AluYb8 (a

direita) na linhagem TPC1. A.D. Linhagem TPC1 tratada com DMSO. B.E. Linhagem
TPC1 tratada com 1uM 5-Aza-dC. C.F. Linhagem TPC1 tratada com 3uM 5-Aza-dC. Os
numeros realgados nos retangulos em vermelho (tratamento com DMSO) e azul (5-Aza-dC)
indicam a porcentagem de metilagdo. Foram analisados dois dinucleotideos CpG para
AIR18Sat e cinco dinucleotideos CpG (lista transversal cinza) com um controle de conversao
de bissulfito (lista transversal amarela) para AluYb8.
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Apéndice 4 - Figura suplementar 4.2. Pirograma representativo dos
ensaios de desmetilacdo das regides AIR1Sat (a esquerda) e AluYb8 (a

direita) na linhagem K1 originada de carcinoma papilifero de tireoide. A.D.
Linhagem K1 tratada com DMSO. B.E. Linhagem K1 tratada com 1uM 5-Aza-dC. C.F.
Linhagem K1 tratada com 3uM 5-Aza-dC. Os numeros realgados nos retangulos em
vermelho (tratamento com DMSO) e azul (5-Aza-dC) indicam a porcentagem de metilagao.
Foram analisados dois dinucleotideos CpG para AIR1Sat e cinco dinucleotideos CpG (lista
transversal cinza) com um controle de conversao de bissulfito (lista transversal amarela)
para AluYb8.
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Apéndice 4 - Figura suplementar 4.3. Pirograma representativo dos
ensaios de desmetilacdo das regides AIR1Sat (a esquerda) e AluYb8 (a

direita) na linhagem BCPAP. A.D. Linhagem BCPAP tratada com DMSO. B.E.
Linhagem BCPAP tratada com 1uM 5-Aza-dC. C.F. Linhagem BCPAP tratada com 3uM 5-
Aza-dC. Os numeros realgados nos retangulos em vermelho (tratamento com DMSO) e azul
(5-Aza-dC) indicam a porcentagem de metilagdo. Foram analisados dois dinucleotideos
CpG para AIR1Sat e cinco dinucleotideos CpG (lista transversal cinza) com um controle de
conversdo de bissulfito (lista transversal amarela) para AluYb8.
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Apéndice 5 - Analise de expressao global de miRNAs

Este experimento foi realizado para confirmar a expressao global de
MiRNAs apds a desmetilagdo pelo tratamento com 5-Aza-dC. Para tanto, foi
utiizada a plataforma Whole Human microRNA Microarray System
AgilentG3_microRNA 8x60K (Agilent Technologies). Essa plataforma é
composta por 1872 sequéncias de miRNAs baseadas no banco de dados do
miRBase (Release 19.0) e dois miRNAs Spike-In (p/n 5190-1934) usados

como controles positivos (http://www.genomics.agilent.com).

Detalhamento Metodoloégico

Os procedimentos de marcacao das amostras, hibridacdo e deteccao
seguiram o protocolo one-color microarray-based miRNAs expression analysis
(Agilent Technologies). Os procedimentos de desfosforilagdo, desnaturacgéo,
ligagdo, hibridacdo e detecgdo seguiram o protocolo recomendado pelo
fornecedor, utilizando o kit miRNA complete labeling and Hyb (Agilent
Technologies), os tampdes de lavagem Gene Expression Wash Buffer (Agilent
Technologies) e os controles internos Agilent’'s miRNAs Spike-In (Agilent
Technologies).

A primeira etapa consistiu no processo de defosforilagcao, na qual foram
utilizados 100ng de RNA por amostra, na concentragdo de 50ng/uL, diluidas
em 2uL de agua DEPC. Foram adicionados ao RNA, 2uL do Master Mix Calf
Intestinal Alkaline Phosphatase (CIP), contendo 0,4uL de Tampao 10X, 1,1uL

de Labeling Spike-In e 0,5uL de Calf Intestinal Phosphatase. Em seguida, as



amostras foram incubadas a 37°C por 30 min. Apds este periodo, foi
realizado o processo de desnaturacdo, pela adicdo de 2,8uL de DMSO
100% e aquecimento a 100°C por 7 min. Imediatamente apds essa fase, as
amostras foram colocadas em gelo para a manutencdo do estado
desnaturado. A fase de ligagao iniciou-se com a adicao de 4,5uL do Master
Mix T4 RNA Ligase. Essa mistura de reagcdo € composta de 1uL de Tampéo
10X, 3uL de Cianina 3-pCp e 0,5uL de T4 RNA Ligase (Incorporagdo da
cianina 3-pCp na fragdo 3’ UTR do miRNA usando a enzima T4 RNA ligase,
com uma eficiéncia de 90% a cada miRNA presente na amostra). As amostras
foram entdo incubadas a 16°C por 2 horas sem exposicao a luz. Apds a
secagem a vacuo a 55°C durante aproximadamente 3 horas, as amostras
foram preparadas para a hibridacdo. Foram acrescidas as amostras, 17uL
de agua livre de nucleases e adicionado 1,0uL da solugdo Hyb Spike-In
(terceira diluicao), 4,5uL de 10X GE Blocking Agent e 22,5uL de 2X Hi-RPM
Hybridization Buffer num total de 45uL e incubadas a 100°C por 5 minutos e
imediatamente transferidas para o gelo por mais 5 minutos. Apds breve
centrifugacao, 45uL de cada amostra foi aplicado a cada gride da lamina. As
ldminas contendo oito grides foram transferidas para o forno de hibridagao por
20 horas a 55°C a 20 rpm. Apd6s a hibridagdo, as laminas foram lavadas e
escaneadas. A lavagem consistiu de banhos consecutivos em solugdes de
Wash Buffer 1 por 5 min e Wash Buffer 2 por 5 min a 37°C. A captura das
imagens foi realizada no Microarray Scanner System (Agilent Technologies),
utilizando-se o Scan Control Software 9.X. A extracdo e a normalizagao dos

dados foram realizadas usando o Software Feature Extraction v.10.7.3



(Agilent Technologies). Os dados extraidos foram analisados pelo software
BRB array tools e os graficos foram gerados pelo software GeneSpring GX
(Agilent Technologies).

Os sinais de intensidade foram normalizados com o método de
Quantile (Figura suplementar 5-1A). Posteriormente, os grupos de
tratamento com 5-Aza-dC foram comparados (teste t pareado P< 0.01 e FC
> 2) com o veiculo (DMSO), utilizando duas réplicas (duas placas com
tratamento independentes) para cada uma das linhagens celulares (TPC1 e

BCPAP).

Resultados Obtidos

A andlise de agrupamento hierarquico supervisionado (distancia
Euclidiana e ligagao completa) revelou dois clusters definidos pelo tratamento
e réplicas biolégicas (Figura suplementar 5-1 B-C).

A comparacgao entre as amostras antes e apo6s o tratamento revelou 19
microRNAs diferencialmente expressos na linhagem TPC1 (8 com aumento
de expressao apds o tratamento) e oito microRNAs na linhagem BCPAP (5
com aumento de expressao apos o tratamento) (Tabela suplementar 5-1). O
hsa-miR-146b-5p foi identificado como alterado. O hsa-miR-21-5p nao foi
identificado com expressao alterada apés o tratamento com 5-Aza-dC, o que
pode ser explicado pelo fato de este ser um gene hipometilado e o tratamento
com um agente desmetilante poderia ndo causar um grande impacto no seu

status de metilacao.



Cont/ Apéndice 5 - Figura suplementar 5.1. Dados de expressao global de
microRNASs. A. Sinais de intensidade ap6s normalizagdo por quantile. B e C. Cluster
representando o agrupamento supervisionado das linhagens TPC1 (B) e BCPAP (C) em
duplicatas, tratadas com 5-Aza-2’-deoxicitidina e seus respectivos controles com DMSO.
Legenda: TP (Linhagem TPC1). BC (Linhagem BCPAP). AZA (Tratamento com 5-Aza-2’-
deoxicitidina). VEIC (Controle com DMSO).
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Cont/ Apéndice 5 - Tabela suplementa 5.1. miRNAs diferencialmente
expressos apos o tratamento com 5-Aza-2’-deoxicitidina nas linhagens
celulares BCPAP e TPC1 derivadas de carcinomas papiliferos de tireoide

comparadas com células nao tratadas.

Linhagem microRNA Pvalor FDR FC

hsa-miR-1185-5p 0,009 0,239 10,6
hsa-miR-23b-3p 0,009 0,239 9,1
hsa-miR-519b-3p 0,009 0,239 8,8
hsa-miR-146b-5p 0,008 0,232 8,6
hsa-miR-363-3p 0,007 0,207 8,5
hsa-miR-1976 0,006 0,2 8,3
hsa-miR-431-3p 0,005 0,174 8,3
hsa-miR-517-5p 0,005 0,171 2,3
hsa-miR-503-5p 0,003 0,126 -3,1
TPC1 hsa-miR-563 0,002 0,126 -3,4
hsa-miR-492 0,002 0,125 -6,3
hsa-miR-505-5p 0,002 0,125 -6,7
hsa-miR-99a-3p 0,002 0,125 -7,7
hsa-miR-628-5p 0,002 0,125 -8,3
hsa-miR-584-5p 0,001 0,125 -9,1
hsa-miR-936 0,001 0,125 -10
hsa-miR-92a-1-5p 0,001 0,125 -10,4
hsa-miR-29a-3p  <1e-07 <1e-07 -11,8
hsa-miR-767-5p 0,001 0,125 -1
hsa-miR-873-5p 0,005 0,462 11,4
hsa-miR-3174 0,008 0,462 11,2
hsa-miR-302b-5p 0,01 0,462 10,5
hsa-miR-203a-3p 0,001 0,366 9,4
BCPAP
hsa-miR-492 0,007 0,462 7,7
hsa-miR-3188 0,009 0,462 -8,3
hsa-miR-3934-5p 0,008 0,462 -10
hsa-miR-512-3p 0,008 0,462 -11,2

Legenda: FDR: false discovery ratio; FC: fold change. Em negrito, encontra-se o hsa-miR-

146b-5p inicialmente selecionado para analises mais detalhadas.



