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RESUMO

Pagotto AH. Classificadores moleculares do carcinoma folicular da
tireoide baseado em alteracdes da expressao génica. Sdo Paulo; 2010.

[Tese de Doutorado-Fundacéo Antdnio Prudente].

A tireoidectomia é o método de escolha para o tratamento dos tumores
malignos da tireoide. Considerando que a maioria dos nodulos tireoideanos
€ benigna (95% dos casos), a precisdo no diagnostico € fundamental para
evitar cirurgias diagnodsticas. O principal método utilizado na analise pré-
operatoéria de nddulos tireoideanos € a citologia de material obtido por PAAF
(Puncéo Aspirativa por Agulha Fina), que apresenta excelente precisdo no
diagnéstico de carcinomas anaplasicos, medulares e papiliferos. No entanto,
a citologia de material obtido por PAAF ndo é capaz de diferenciar o
adenoma (nédulo benigno) do carcinoma folicular, uma vez que é a invasao
da capsula pelas células tumorais que os distingue. Para detectar a invasao
capsular, é necessario realizar cortes histoldgicos de todo o ndédulo, o que sé
pode ser realizado ap6s remocdao total da lesdo. Como medida diagndstica,
quando o diagndostico por PAAF é inconclusivo e, diante da possibilidade de
diagnéstico de um carcinoma folicular e consequentes metéstases, o
paciente geralmente é submetido a tireoidectomia total. Como apenas 30%
das lesbes foliculares com diagndstico inconclusivo representam lesdes
malignas, um meétodo com maior precisdo no diagnostico diferencial de
adenoma e carcinoma foliculares poderia evitar 70% das tireoidectomias
nestes pacientes. Em estudo anterior, utilizando a técnica de microarranjos
de cDNA, nosso grupo identificou 14 trios de genes que foram capazes de
distinguir precisamente amostras de adenoma e carcinoma folicular. O
presente trabalho teve como objetivo principal a validagcdo destes
classificadores, através da mesma técnica, para que possam ser
empregados no diagndstico diferencial destas les6es. Foram testadas 14

amostras de RNA extraidas por puncdo pré ou pos cirurgicas de noédulos



com diagndstico histopatolégico de adenoma ou carcinoma folicular. Com
estas amostras foi realizada a otimizacdo do protocolo de amplificagdo de
RNA para quantidades iniciais inferiores a 30ng de RNA total, visando o uso
RNA extraido das células obtidas por PAAF, ja que a maior limitacdo no uso
de material colhido por esta técnica consiste no baixo numero de células
obtido, resultando em quantidade insuficiente de RNA para a realizacdo dos
experimentos de microarranjos de cDNA. Os cinco melhores trios aqui
validados apresentam sensibilidade de 100% e especificidade que varia
entre 77 e 44%. Com estes trios, foram construidas arvores de decisdo para

aumentar a taxa de acerto do teste.



SUMMARY

Pagotto AH. [Molecular classifiers for follicular carcinoma of the thyroid
gland based on alterations of gene expression]. Sdo Paulo; 2010. [Tese

de Doutorado-Fundacdo Anténio Prudente].

Thyroidectomy is the treatment of choice in thyroid malign tumors cases.
Considering that the great part of all thyroid nodules is benign (95%),
diagnostic precision is essential to avoid diagnostic surgeries. The main
technique used in the preoperative analysis of thyroid nodules is Fine-Needle
Aspiration Biopsy (FNAB), that shows great diagnostic precision of
anaplastic, medullary and papillary carcinomas. However, citologic
examination of FNAB-collected samples doesn’t allow the distinction
between adenoma (benign) and follicular carcinoma (malign), as distinction is
made on basis of capsule invasion by tumor cells. Histological examination of
of the entire capsule is necessary to detect this invasion and this procedure
can only be performed after total removal of the lesion. As a diagnostic
measure, when facing an inconclusive diagnosis by FNAB, the patient
undergoes total thyroidectomy, not taking the risk of preserving a carcinoma
and its metastasis. Considering that only 30% of all inconclusive follicular
lesions represent malign ones, it would be very useful to develop a diagnostic
tool with better precision to distinguish adenoma from follicular carcinomas,
as this could avoid 70% of thyroidectomies in this group of patients. Using
cDNA microarrays, our group identified 14 trios of genes that could precisely
classify adenoma and follicular carcinoma samples. Through the same
technique, the present study aimed to validate these classifiers, so they could
be used in the differential diagnosis of these pathologies. We tested 14 RNA
samples from adenoma and follicular carcinoma obtained by pre and post
operative FNAB. The RNA amplification protocol was optimized using the
collected samples, so it can be performed from minute amounts of total RNA

(<30 ng), since the major limitation of using PAAF collected samples is their



low celularity. This restrict number of cells per sample results in insufficient
mass of RNA to perform cDNA microarray assays. The five best trios
validated show 100% sensibility and specificity ranging between 77 e 44%.

Aiming to raise the test’s hit rate, decision trees were constructed.
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1  INTRODUCAO

1.1 INFORMACOES GERAIS

Nodulos tireoideanos sdo comuns na populacédo geral: estima-se que
a prevaléncia clinica seja de 2 a 7% (YAMASHITA 2000; MACKENZIE e
MORTIMER 2004). Esta prevaléncia varia muito em funcdo do meétodo de
deteccdo; exames ultrassonogréficos e autOpsias revelam prevaléncias de
27 e 50%, respectivamente (MACKENZIE e MORTIMER 2004). A maior
parte dos nddulos é benigna: adenomas foliculares, bécios multinodulares,
cistos e tireoidites cronicas.

O céncer de tireoide é o tumor enddcrino mais comum, excetuando-se
os tumores de ovario (CLARK e NOGUCHI 2000). Os tumores clinicamente
evidentes sao raros, com incidéncia anual de dois a quatro novos casos por
100.000 individuos nos paises com ingestdo adequada de iodo. No entanto,
carcinomas microscopicos sdo extremamente prevalentes, sendo que a
maior taxa de prevaléncia ja observada foi de 35,6%, em um estudo
envolvendo 101 autdpsias, publicado por HARACH et al. (1985). Estima-se
qgue um a cada 10.000 destes tumores microscopicos podem,
eventualmente, manifestar-se clinicamente (NOGUCHI 2000). A frequéncia
de malignidades em nédulos examinados em cirurgias varia de 3 a 31%. A

menor propor¢ao de malignidade € observada em pacientes entre 31 e 40



anos. Esta proporcdo dobra em pacientes jovens (até 20 anos) e € quase
seis vezes maior em pacientes com mais de 70 anos (YAMASHITA 2000).
Na maior parte dos casos de cancer de tireoide é dificil apontar um
fator etiolégico especifico: fatores genéticos participam da etiologia de
alguns tipos tumorais (NOGUCHI 2000), como por exemplo, a translocacéo
cromossOmica t(2;3)(ql3;p25), que resulta na fusdo dos genes PAX8 e
PPARG. Outros exemplos sdo os genes LGALS3, TPO, TP53, hTERT e
HMBE-1, cujo aumento da expressao parece estar relacionada aos canceres
de tireoide. No entanto, a utilizacdo destes genes como marcadores
moleculares ndo se mostrou Util no diagndstico destes tumores (CERUTTI et
al. 2004). Também sdo conhecidos alguns fatores ambientais, como a
exposicao a radiacao ionizante, principalmente na infancia e adolescéncia,
gue aumenta o risco do desenvolvimento tanto de nédulos benignos quanto
de carcinomas (MACKENZIE e MORTIMER 2004). Também, a deficiéncia
ou excesso de iodo na dieta podem aumentar a incidéncia de cancer de

tireoide (KANNO et al. 1992).

1.2 CLASSIFICACAO

O cancer da tireoide pode ser classificado histologicamente em:
carcinoma papilifero, carcinoma folicular, carcinoma indiferenciado (ou
anaplasico), carcinoma medular e linfoma originado na tireoide.

O carcinoma papilifero € o mais comum (50-80% dos casos de cancer

de tireoide), exceto em populagbes com dieta pobre em iodo. Embora



ocorram frequentemente em associagdo com micrometastases, o0
prognoéstico € excelente em cerca de 80% dos casos, sendo variavel nos
20% restantes (NOGUCHI 2000).

O carcinoma folicular (10-40% dos casos) € um tumor epitelial que
apresenta evidéncias de diferenciacdo de células foliculares, porém sem os
elementos diagndsticos observados no carcinoma papilifero. Podem ser
classificados em minimamente invasivos e muito invasivos. Embora o
carcinoma folicular minimamente invasivo tenha um progndéstico muito bom,
nao apresenta elementos tipicos de malignidade e, por este motivo, a
distincao entre este tipo de tumor e um tumor folicular benigno é complicada
(NOGUCHI 2000).

Os carcinomas indiferenciados ou anaplasicos (5-10% dos casos) é
provavelmente o tumor sélido mais agressivo com taxa de mortalidade
proxima a 100% (MARTINS et al. 2004). E um tumor raro, mais frequente em
areas de bocio endémico, com incidéncia acentuadamente decrescente nos
altimos anos (NOGUCHI 2000).

O carcinoma medular (3-12% dos casos) é originado das células C ou
parafoliculares, produtoras de calcitonina. Podem ser esporadicos ou
familiares (NOGUCHI 2000).

O linfoma maligno originado na tireoide (2% dos casos) desenvolve-
se na glandula acometida por longos periodos de tireoidite de Hashimoto e

geralmente é do tipo célula T (NOGUCHI 2000).



1.3 DIAGNOSTICO POR PUNCAO ASPIRATIVA POR AGULHA

FINA (PAAF)

Atualmente, diversos métodos podem ser empregados na analise
de nddulos tireoideanos, como a ultra-sonografia, cintilografia e puncéo
aspirativa por agulha fina (PAAF), entre outros (INOHARA et al. 1999).

Nos ultimos 20 anos, a PAAF de nodulos tireoideanos tem se mostrado
muito mais vantajosa que qualquer outro procedimento diagndstico, com
taxas de sensibilidade e especificidade de 80% a maiores que 90%
(HAMBURGER 1994; KEBEBEW et al. 2005). E um método de coleta de
células do interior do nodulo para a realizacdo de estudo citolégico
(SANTOS 1999). O procedimento consiste em remover uma pequena
amostra de células ou fluido por aspiracdo através de uma agulha inserida
no nédulo. Com o material aspirado € feito uma espécie de esfregaco, que é
entdo corado e examinado ao microscopio. Desta forma, os tipos celulares
gque compbe a amostra podem ser avaliados. Trata-se de uma técnica
minimamente invasiva, bem tolerada pelo paciente e que nao requer
anestesia. Complicagbes séo raras e os efeitos colaterais sao geralmente
limitados a um pequeno desconforto ao deglutir por algumas horas
(CHAPLIN 2005). Tal seguranga, no entanto, ndo exclui a importancia da
experiéncia do profissional que realiza a pungdo, uma vez que este fator
contribui muito para a qualidade do procedimento.

A PAAF de nddulos tireoideanos tem sido proposta como método de

triagem pré-operatoria, reduzindo o numero de pacientes encaminhados



desnecessariamente para a cirurgia. Também € utlizada para o
acompanhamento da evolucdo de nodulos benignos e de pacientes
operados (SANTOS 1999).

Este método apresenta excelente precisdo no diagnéstico da maior
parte das malignidades da tireoide (GREBE e HAY 1999). O estudo
citolégico do material colhido por PAAF levou a uma importante diminuicéo
do numero de tireoidectomias realizadas para a remocao tumores benignos
e um aumento concomitante do nimero de casos de cancer encontrados em
amostras excisadas cirurgicamente. No entanto, o diagndéstico do carcinoma
folicular através da PAAF é muito complicado devido a semelhanca

citolégica deste tumor com o adenoma folicular (BARTOLAZZI et al. 2001).

1.4 CARCINOMA FOLICULAR X ADENOMA

Uma das distincdes mais dificeis na citologia da tireoide é entre
carcinomas foliculares minimamente invasivos e adenomas foliculares.
Adenomas foliculares sdo tumores tireoideanos benignos, mais frequentes
que os carcinomas e que geralmente acometem individuos de menor faixa
etaria (LEMOINE et al. 1989). Ambos séo encapsulados por definicdo e o
principal elemento que os distingue € a invasdo capsular nos casos de
carcinoma folicular (Figura 1). Para a invasao capsular ser considerada
inequivoca, o tumor deve penetrar toda a espessura da capsula, sendo que
irregularidades no contorno da borda interna da capsula ou grupos de

células foliculares situadas dentro da céapsula ndo sao suficientes. Até hoje,



o diagnostico de carcinoma folicular da tireoide ndo pode ser feito apenas
com base na citologia, pois neste caso tanto atipias nucleares, celulares e
mitoses nao sdo significantes (YAMASHITA 2000). Assim, o diagnostico
definitivo s6 pode ser dado apos o exame minuncioso de cortes histologicos

de todo o tumor para avaliacdo da integridade capsular.

Fonte: FCM-UNICAMP Faculdade de Ciéncias Médicas (2010)
Figura 1 - Cortes histologicos de adenoma e carcinoma foliculares. 1A: corte
histolégico de um adenoma folicular, evidenciando a integridade da capsula; 1B:

carcinoma folicular, em porg&o da capsula invadida por células tumorais.

Quando, na andlise pré-operatéria, ha divida quanto ao diagnéstico
de carcinoma folicular ou adenoma, o paciente é geralmente submetido a
tireoidectomia total, sendo que apenas 30% dos pacientes submetidos a
cirurgia apresentam tumor maligno, conforme atestado em andlises poés-
cirirgicas de fragmentos tumorais incluidos em parafina. Como resultado
desta imprecisdo no diagnéstico, muitos pacientes diagnosticados com leséo
folicular pela citologia passam pela excisdo cirargica da tireoide e, apés a
avaliacdo do ndédulo retirado, recebem o diagnéstico de tumor benigno.

Noédulos benignos da tireoide geralmente ndo implicam na realizacao



de tireoidectomia total, sendo necessaria apenas a retirada da lesdo. Em
alguns casos, 0 nodulo benigno sequer exigiria procedimento cirdrgico. No
entanto, apos a remocdo total da glandula, todos os pacientes séo
submetidos a reposicdo de hormoénios tireoideanos exdgenos por toda a
vida.

Atualmente, diversos estudos tém como objetivo minimizar o numero
de intervencdes cirdrgicas nao-terapéuticas. Por exemplo: a padronizacéo
da terminologia patolédgica e estabelecimento de critérios para o diagnostico
de les@es foliculares; a avaliacdo de parametros clinicos e sua associacao
com o risco de malignidade; a andlise de aspectos radiologicos, etc.
Finalmente, a identificacdo de novos marcadores moleculares promete
aumentar a acuracia da citologia de amostras colhidas por PAAF. Alguns
estudos sugeriram que a expressdo da proteina galectina 3 em aspirados
poderia ser utilizada como método diagndstico de lesao folicular maligna,
porém alguns trabalhos, através de ensaios imunocitoquimicos de células
obtidas por PAAF (MEHROTRA et al. 2004) e imunohistoquimica de
fragmentos emblocados em parafina (MILLS et al. 2005) demonstraram que
a galectina 3 ndo é um marcador confiavel para distinguir o carcinoma
folicular do adenoma. Alem disso, muitos aspirados apresentam celularidade
muito baixa, ndo sendo apropriados para este tipo de ensaio (MILLS et al.
2005). CERUTTI et al. (2004) propds a combinacdo dos marcadores DDIT3,
ARG2 e ITM1 para a distingdo molecular destes dois tumores. No entanto, a
acuracia do meétodo foi estimada em 83%, sendo que as amostras

classificadas erroneamente como adenoma incluiram um caso de carcinoma



folicular com invasdo capsular e vascular, mostrando que a combinacao
destes marcadores néo é adequada para a utilizacdo na rotina clinica. Neste
sentido, estudos sobre a expressdo génica podem contribuir para a
identificacdo de novos marcadores, permitindo o desenvolvimento de novas

ferramentas para o diagnostico pré-operatorio correto destes tumores.

1.5 ABORDAGEM METODOLOGICA: MICROARRANJOS DE

cDNA

1.5.1 Informacdes gerais

Uma das técnicas mais utilizadas atualmente no estudo da expresséao
génica diferencial é a técnica de microarranjos de cDNA. A técnica foi
primeiramente descrita em 1995 por SCHENA et al. e é utilizada
principalmente para a andlise da expressdo génica diferencial entre duas
amostras distintas (ex: células normais versus células tumorais; diferencas
de expressao génica entre dois tipos tumorais, etc.). Uma nova classificacédo
dos tumores, baseada na expresséo génica e ndo no perfil histologico, esta
sendo desenvolvida a partir de dados resultantes das pesquisas com
microarranjos. Esta classificacdo promete trazer grande progresso no
desenvolvimento de novos tratamentos para o cancer, uma vez que tumores
de aparéncia histolégica semelhante podem ter comportamento clinico
diferente e mostrar diferencas na resposta a quimioterapia (GOLUB et al.

1999; RAMASWAMY e GOLUB 2002).



O sistema de arranjos € composto de um substrato, que pode ser
uma lamina de vidro (convencionalmente chamada de microarranjo ou, em
inglés, microarray) ou membrana de nitrocelulose (chamada de macroarranjo
ou macroarray), no qual milhares de clones de cDNAs ou oligonucleotideos
sdo depositados mecanicamente em forma de pontos (“spots”). A este
substrato séo adicionadas as sondas de cDNAs marcados com fluorocromos
(para uso em laminas de vidro) ou is6topos radioativos (para uso em
membranas de nitrocelulose) sintetizadas por transcricdo reversa a partir do
MRNA extraido das células que se deseja estudar. Apos a hibridizacédo da
sonda ao substrato (aqui, os termos sao colocados de acordo com a
denominacdo utilizada no primeiro trabalho sobre microarranjos, de
SCHENA et al. (1995). No entanto, em muitos trabalhos denomina-se
“sonda” o material fixado na lamina ou membrana e “substrato” o material
marcado com fluorocromos ou is6topo radioativo), a imagem dos arranjos é
digitalizada e passa por uma andlise computacional para a quantificacdo da
expressdo de cada uma das sequéncias impressas.

Estes ensaios fornecem uma quantidade muito grande de dados.
Transformar estes dados em informacgdes relevantes € um grande desafio,
em grande parte porque 0os métodos matematicos e estatisticos utilizados
ndo sao padronizados ou entdo inadequados a certos desenhos
experimentais.

Embora a técnica de microarranjos se embase em conceitos simples,
ela oculta uma série de problemas. E uma tecnologia ainda sob

desenvolvimento e padronizagao.
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1.5.2 Variabilidade nos experimentos de microarranjos

A maior parte dos laboratorios utiliza diferentes plataformas e
parametros de analise na realizacdo dos experimentos, o que torna dificil a
comparacao entre os trabalhos. Muitos problemas envolvendo o desenho e
variabilidade experimentais devem ainda ser estudados e resolvidos, uma
vez que cada etapa do processo é uma potencial fonte de erro (MURPHY
2002).

Assim, a andlise dos dados passa por diversas etapas que visam
corrigir os erros que possam ter ocorrido. Uma limitacdo importante a
acuracia da analise dos microarranjos é o erro causado por diferencas na
incorporacao e emissao de fluorescéncia entre os corantes utilizados. Muitos
estudos mostram que diferentes corantes se ligam de forma diferente a
amostra devido as suas caracteristicas quimicas. Além disso, a configuracéo
do leitor (scanner) também pode afetar a mensuracdo da intensidade dos
sinais de cada fluorocromo (LYNG et al. 2004), dificultando a distingéo entre
efeitos bioldgicos verdadeiros e artefatos. Este viés pode introduzir um
grande numero de sinais falso-positivos e falso-negativos, caso esta
diferenca ndo seja corrigida (ROSENZWEIG et al. 2004). Dentre as
estratégias utilizadas para obter esta corregdo (chamada de “normalizagao”),
a mais comum é a replicata com inversao de corantes (“dye-swap”). Embora
este recurso seja, na maioria das vezes, suficiente para corrigir o erro
induzido pela incorporagdo dos fluoréforos, existem criticas ao seu uso,
embasadas no aumento no custo do experimento e na quantidade de RNA

necessaria (ROSENZWEIG et al. 2004). Outra alternativa, também cara, € a
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repeticdo de hibridizacbes (replicatas) de um mesmo conjunto de amostras,
gue pode aumentar a confiangca na mensuracao da expressao de cada gene
(ROSENZWEIG et al. 2004).

Multiplos niveis de replicata sdo comuns em experimentos de
microarranjos que utilizam dois corantes. As replicatas biologicas consistem
de RNAs extraidos de multiplos individuos de uma populacdo e sé&o
importantes na reducdo da variancia da estimativa da diferenca média e no
aumento do poder de deteccdo de diferencas biologicamente importantes.
Em um estudo que busca diferencas entre um tratamento e um grupo-
controle nao tratado, as replicatas biolégicas sdo muito importantes, ja que a
estimativa da variancia dentro de cada grupo é essencial para determinar se
h& diferencas significantes entre os diferentes grupos. As replicatas técnicas,
que podem ser, por exemplo, replicatas de um mesmo gene dentro de um
array ou presenca de genes-controle, aumentam a precisao e a confianca da
medida de intensidade da fluorescéncia (WEI et al. 2004). A normalizacéo
baseada em genes-controle considera que as duas amostras hibridizadas
contém a mesma quantidade de moléculas do gene controle. Assim, a razéo
das intensidades dos dois canais pode ser ajustada para um e entdo séo
calculados limites de confianga para a identificagdo de genes
diferencialmente expressos (QUACKENBUSH 2001).

Muitos estudos realizam a normalizagéo intra-lamina de forma global,
assumindo que os efeitos dos erros sdo os mesmos ao longo de toda a
plataforma. Porém, a deposicdo robotica das sequéncias de cDNA nas

laminas exerce influéncia na qualidade do sinal fluorescente, que pode variar
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nos diferentes subarranjos devido a diferencas na deposicdo realizada por
agulhas distintas (MARY-HUARD et al. 2004). Este efeito pode ser explicado
de diversas formas: pelo tempo em que a agulha fica mergulhada na placa
contendo as amostras de cDNA, o tempo em que as agulhas ficam em
contato com a lamina, a velocidade com que as agulhas se movem,
concentracdo e salinidade das solucées de cDNA, temperatura e umidade
relativa na cabine do robd, caracteristicas fisico-quimicas das agulhas e da
lamina. Assim, por provocar alteracfes estatisticamente significantes, este
fator deve ser considerado nos processos de normalizacdo (MARY-HUARD
et al. 2004). O processo de determinacédo dos valores do fator de calibracéo
que é utilizado na calibracdo da razdo de expressdo para cada gene
depende das caracteristicas dos dados para cada agulha. Por exemplo,
algumas agulhas apresentam efeitos ndo-lineares, enquanto outras agulhas
do mesmo experimento se comportam de maneira diferente. Assim, para
corrigir estes efeitos, pode ser feita uma normalizacdo que considera as
diferentes subregifes das laminas. Geralmente € utilizado um método de
regressao local (ex: LOWESS ou LOESS) que partem de um grafico de
dispersédo (scatter-plot) das intensidades dos sinais dos dois corantes para
obter um fator de calibracdo. Comparada com outras técnicas, a

normalizagcdo baseada no scatterplot € mais robusta (BERGER et al. 2004).

1.5.3 Analise estatistica dos dados de microarranjos
Apoés a normalizacdo dos dados, € feita a analise estatistica, que €,

provavelmente, o problema mais dificl do uso da tecnologia de
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microarranjos, uma vez que estes ensaios, ao invés de envolver poucas
variaveis e muitas amostras, envolvem muitas variaveis e geralmente
poucas amostras. Para extrair informacdes biologicas relevantes de um
apanhado de variabilidade e “ruido” podem ser utilizados diversos métodos
como “fold change”, estatistica univariada (ex: teste-t), analise de variancia

(ANOVA), entre outros (BERGER et al. 2004).

1.5.4 A técnica de microarranjos de cDNA e a distincdo molecular
entre carcinoma folicular e adenoma

Diversos estudos mostram que € possivel a distingcdo molecular entre
adenoma e carcinoma folicular com base no perfil de expressao génica e/ou
proteica destas lesdes (BARDEN et al. 2003; CERUTTI et al. 2004; WEBER
et al. 2005). No entanto, estes trabalhos ainda necessitam de validacao e,
além disso, utilizam amostras de fragmentos tumorais pés cirdrgicos, o que
inviabiliza sua utilizacdo para fins diagndsticos pré-operatorios. A aplicacao
de um teste molecular em amostras pré-cirdrgicas tem como principal fator
limitante a pequena quantidade de material obtido por puncéo da leséo.

O RNA necesséario para os ensaios de microarranjos pode ser
extraido de células prontamente isoladas de tecidos frescos (cirurgias,
biopsias), puncdo por agulha fina ou de culturas de linhagens celulares de
interesse. Ha4 vantagens e desvantagens para cada uma destas fontes
celulares. A analise de tumores excisados, embora teoricamente permita
uma comparacao fiel em relacdo as caracteristicas deste tumor in vivo, pode

estar sujeita a erros devido a contaminagao da amostra com tipos celulares
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diferentes, dificultando o estudo do perfil de expressao génica de um tipo
celular especifico. A técnica de aspiracdo por agulha fina, além de ser
minimamente invasiva, possibilita também o estudo do curso natural da
doenca ja que o mesmo tumor de um mesmo individuo pode ser analisado
diversas vezes em diferentes espacos de tempo. Esta técnica tem a
desvantagem de fornecer uma quantidade muito limitada de material, sendo
necesséaria a amplificacdo do RNA in vitro (WANG et al. 2000), ja que os
experimentos de microarranjos requerem guantidades relativamente grandes
de RNA total, geralmente maiores que 20 pg (PETALIDIS et al. 2003) e o
rendimento de RNA extraido de amostras de PAAF é da ordem de
nanogramas. O ideal é comparar resultados de ensaios realizados com
células obtidas por diferentes métodos, estabelecendo assim as

semelhancas e diferencas entre estas abordagens.

1.6 DADOS PRELIMINARES

A partir do RNA extraido de fragmentos de pecas cirargicas e
utilizando a técnica de microarranjos de cDNA, nosso grupo determinou o
perfil de expressdo de 4600 genes em amostras de carcinoma folicular de
adenoma da tireoide (trabalho de doutorado da aluna Beatriz Simonsen
Stolf, processo Fapesp n° 99/05299-5) no intuito de identificar as diferencas
na expressao génica das duas patologias.

Devido a grande similaridade entre os perfis de expressédo dos dois

grupos de amostras e do numero de genes da plataforma utilizada, nao foi
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possivel classificar as amostras por grupamento hierarquico, tanto com base
na expressao global quanto no perfil de expressao de genes selecionados
em funcdo de sua expressdao diferencial. Entdo, foi utilizado um
procedimento de aprendizagem supervisionado para identificar assinaturas
moleculares de amostras individuais e, com base nestas assinaturas,
realizar a classificacdo das amostras. Talvez a maior vantagem do uso de
algoritmos de aprendizado supervisionado seja a possibilidade de criagdo de
um banco de dados contra 0 qual a amostra-teste poderia ser classificada,
conforme demonstrado por RAMASWAMY et al. (2001). Um grupo
conhecido de amostra € utilizado para o treinamento e com o classificador
resultante é entdo feita a predicdo de classe de uma amostra desconhecida,
conforme descrito por GOLUB et al. (1999). Assim, foi utilizada a analise
discriminante de Fisher e, por busca sequencial, foi possivel identificar mais
de 100 trios de genes capazes de separar as amostras de carcinoma
folicular e adenoma. Destes, 14 trios foram capazes de distinguir 100% das
amostras. O Quadro 1 mostra os trios de classificadores identificados neste
trabalho realizado previamente por nosso grupo.

Outra vantagem do uso de classificadores baseados em assinaturas
de expressdo € que estes, ao contrario daqueles baseados na analise
comparativa, ndo variam em sua composi¢cao caso as amostras em analise
sejam alteradas, embora possam ter sua habilidade de predicdo afetada
gquando a amostra difere na expressdo coordenada dos genes. Este
problema pode ser contornado através da utilizacdo de um nimero maior de

classificadores compostos por genes diferentes, reduzindo assim a
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probabilidade de uma amostra escapar de todos os testes. E importante
salientar que apenas uma fracdo dos genes que compdem os trios fazem
parte do conjunto de genes identificados como diferencialmente expressos
(dado ndo mostrado), apoiando a idéia de que, especialmente para amostras
biologicamente semelhantes, a busca por diferencas no perfil de expresséo
pode néo ser a estratégia adequada.

A significancia dos achados aqui descritos foi avaliada através de
diversos métodos matematicos, uma vez que nao foi possivel obter um
namero de amostras satisfatorio para a validacéo bioldgica.

Primeiramente, todos os 14 trios testados obtiveram 100% de
eficiéncia na analise do tipo “leave-one-out”, tanto para encontrar o mesmo
trio classificador quando n-1 amostras foram utilizadas quanto para
classificar corretamente a amostra deixada de fora. Conforme ja
mencionado, este tipo de classificador pode ter sua performance
comprometida pela variacdo na expressao génica observada em diferentes
amostras. Entdo, foi feita a combinacdo dos trios de modo a construir
classificadores com dois ou mais trios e a eficiéncia em classificar
corretamente as amostras foi maior que 90% quando combinados 11 ou
mais trios. Finalmente, a identificacdo destes trios foi também validada por
bootstrap, indicando um p-valor igual a 0,04, sugerindo que estes achados
nao ocorreram ao acaso e realmente refletem informacdes significantes de

diferencas na assinatura de expressao génica.



Quadro 1 - Trios classificadores e seus respectivos genes.
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Trios Genel Gene2 Gene3

1 FLJ10305% AXL JPH3

2 GRCC9 BBS2 RBM9

3 DUSP22 SLC5A6 H41

4 UBE1C SMCR8 HERC4

5 AXL ZFYVE21 KIAA1244
6 MYH10 GRCC9 KIAA1463
7 SLC5A6 ZFYVE21 HKS3

8 OLFML3 DUSP22 CLDN2

9 LZTS1 SLC5A6 DUSP22
10 RIT2 DUSP22 CLDN2
11 SYCP1 MEP50 INSIG2
12 SNAP25 SNAI2 NDRG2
13 PPP3CA SLC5A6 DUSP22
14 FSTL1 COL15A1 FLJ12572

%) Genes em negrito sdo aqueles que fazem parte do conjunto de genes identificados como
diferencialmente expressos e tem p-valor <0.01 para a expressao diferencial em adenomas
e carcinomas foliculares.

Os classificadores identificados, se validados biologicamente, podem

ser utilizados para a discriminacao dos dois tipos tumorais utilizando o RNA

extraido de células colhidas por PAAF, evitando que pacientes com

diagnéstico citologico inconclusivo sejam submetidos a tireoidectomia para a

obtencdo do diagndstico anatomo-patolégico definitivo. Deste modo, a

cirurgia seria realizada apenas quando a presenca do tumor maligno

estivesse confirmada, ou seja, apenas na minoria dos casos. A Figura 2
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mostra dois trios que separam perfeitamente as amostras de adenoma e

carcinoma folicular.

cF = CF
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°
=

o
s
.

" )
05

05| . L)

05

Hs. 194408

05 3 K
Hs.334576 1 Hs.154320 9 ~/ Hs.321497

Hs.83341

Figura 2 - Representacdo tridimensional de trios classificadores. Nas
figuras 1A e 1B estdo representados dois trios classificadores baseados na
assinatura de expressdo génica de amostras individuais. Adenomas estao
representados por circulos verdes e carcinomas foliculares por quadrados
vermelhos.
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2 JUSTIFICATIVA

O carcinoma folicular de tireoide é um tumor enddcrino com
prognéstico favoravel se o tratamento for realizado em uma fase ndo muito
avancada da doenca. No entanto a distincdo clinica entre o carcinoma
folicular da tireoide e o adenoma ainda € um desafio. Embora a excisdo
cirdrgica seja atualmente recomendada em todos os casos onde ha duvida
guanto ao diagnéstico de adenoma e carcinoma folicular, apenas 30% dos
pacientes submetidos a cirurgia apresenta o tumor maligno, indicando que
esta abordagem pode ser desnecessaria em grande parte dos casos, ja que
a maior parte dos adenomas nao requer tratamento cirargico, salvo em
casos em que causam compressédo, ocasionando problemas respiratorios e
de degluticdo. Mais importante, os resultados citolégicos falso-negativos
podem levar a um atraso no tratamento do carcinoma folicular, com
consequéncias potencialmente graves ao paciente (WEBER et al. 2005).

Atualmente, o principal método de avaliacdo dos nodulos tireoideanos
€ a PAAF. Conforme mencionado, embora este método apresente excelente
precisao no diagndstico de carcinomas anaplasicos, medulares e papiliferos,
nao é capaz de distinguir entre o carcinoma folicular e o adenoma folicular.
Assim, o valor preditivo da analise citologica de amostras colhidas por PAAF
nao é alto o bastante para determinar se um paciente deve ou ndo ser
submetido a cirurgia (SMITH et al. 2005). A alta prevaléncia de nodulos, a

baixa frequéncia de malignidade nos mesmos, a consideravel morbidade
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pos-operatoria e 0 custo significativo da cirurgia demonstram a urgente
necessidade da identificacdo pré-cirdrgica precisa dos tumores malignos
(WEISS et al. 1996), o que justifica o presente projeto, que tem como
objetivo principal o desenvolvimento de um método eficaz de distincédo
molecular destes dois tumores que possa ser realizado a partir de células
colhidas por PAAF, diminuindo o nimero de tireoidectomias diagndésticas,
com a enorme vantagem de ser minimamente invasivo, nao oferecendo
riscos ao paciente e podendo ser implementado sem maiores problemas na

rotina clinica.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

A partir do RNA de células colhidas por PAAF de nddulos com
suspeita de adenoma ou carcinoma folicular, validar trios de genes
selecionados em estudo prévio capazes de distinguir os dois tumores
através da andlise da expressao destes genes nestas amostras, utilizando a
técnica de microarranjos de cDNA, no intuito de desenvolver uma ferramenta

diagndstica pré-operatéria eficaz e minimamente invasiva.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

a. Aperfeicoar o protocolo de amplificacdo de RNA de modo a
amplificar quantidades iniciais de 300ng e 30 ng de RNA total extraido de
pequenas amostras aspiradas de nddulos tireoideanos com suspeita
diagnéstica de adenoma ou carcinoma folicular, coletadas antes ou apds a

cirurgia.

b. Estabelecer a metodologia para utilizagdo de laminas espelhadas,

aparentemente mais sensiveis quando a massa de aRNA disponivel é baixa.
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c. Validar os trios de genes identificados no trabalho de doutorado da
aluna Beatriz Stolf (proc FAPESP no. 99/05299-5) que foram capazes de
separar molecularmente amostras de carcinoma folicular de amostras de
adenoma. Esta validacdo sera realizada com amostras independentes
através da hibridizacdo do RNA extraido (a) de células obtidas por puncao
de pecas cirargicas com diagndstico anatomo-patolégico de adenoma ou
carcinoma folicular e (b) de amostras de carcinoma folicular e adenomas
colhidas por PAAF pré-operatoria, também através da técnica de

microarranjos de cDNA.
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3 DESENHO EXPERIMENTAL

Através de analises de microarranjos de cDNA, STOLF et al. (2006)
identificaram 65 trios de genes que separaram precisamente amostras de
adenoma e carcinoma folicular. Para validar de trios de genes que possam
ser usados no diagnéstico molecular destes tumores, foi utilizado um
microarranjo de cDNA contendo os trios de interesse, além de sequéncias
necessarias para normalizacédo dos dados.

Na primeira etapa deste trabalho, foram testadas amostras de RNA
extraidas de fragmentos de pecas cirargicas de pacientes submetidos a
tireoidectomia com diagnostico histopatolégico de adenoma ou carcinoma
folicular. No entanto, para a elaboracédo de um teste molecular que possa ser
usado na rotina, seria necessario o uso de RNA extraido das células obtidas
por PAAF. Neste caso, a maior limitacdo consiste no baixo numero de
células obtido por esta técnica, implicando em quantidade insuficiente de
RNA para a realizacdo dos testes. Uma alternativa é o uso da metodologia
de amplificacdo de RNA, que permite a obtencdo de massa satisfatéria de
MRNA a partir de quantidades minimas de RNA total. No entanto, a massa
de RNA total comumente utilizada no protocolo de amplificacéo (3ug) néo é
obtida em amostras colhidas por PAAF devido ao baixo numero de células
presentes no aspirado. Para permitir a utilizacdo do RNA extraido das
células colhidas por PAAF, o protocolo de amplificacdo de RNA utilizado em

nosso laboratorio foi otimizado de forma a partir de quantidades iniciais
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iguais a 300ng e 30ng de RNA total. Esta padronizacdo possibilitou entdo a
realizacdo de testes com o material obtido por aspiracao.

As amostras foram obtidas de duas formas: apOds a cirurgia,
puncionando-se 0 nodulo presente na peca cirdrgica, mimetizando a PAAF
diagnéstica pré-operatéria; e através da puncdo aspirativa diagnostica
propriamente dita, realizada quando o paciente é atendido no Departamento
de Imagem desta instituicdo. Apds a extracdo do RNA total de cada amostra,
este foi amplificado, marcado com fluorocromos e hibridizado em uma
lamina de microarranjos de cDNA. Apés a hibridizacdo das amostras, foi
realizada captura das imagens e quantificacdo do sinal fluorescente. Com
estes dados, foi feita a analise matemética e estatistica dos dados, de modo
a verificar se os trios de genes classificadores selecionados eram capazes
de classificar corretamente cada amostra em adenoma ou carcinoma
folicular.

A Figura 3 ilustra o fluxograma do desenho experimental.
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| Coleta de amostras |

| Padronizagdo da extragdo e amplificagdo |

| Cultivode linhagens celulares do RNA referéncia |

| Extragdo de RNA total | m

I Amplificagdo de mRNA |

| Marcagdo do cDNA e Hibridizagdo |

=
2
-
=
=
=

| Captura dos dados |

| Analise estatistica |

Figura 3 - Fluxograma representando o desenho experimental do presente
trabalho.
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4 CASUISTICA

Neste trabalho foram analisadas 14 amostras, das quais nove
amostras tiveram diagnostico anatomo-patolégico de adenoma folicular e
cinco amostras de carcinoma folicular. Destas amostras, duas foram
coletadas no Hospital A.C. Camargo, dez no Hospital Brasil (Santo André) e
duas no Instituto de Enfermedades Neoplasicas (Lima-Peru).

Dados clinicos foram obtidos através de informacg@es fornecidas pela
equipe meédica responsavel pelos pacientes e pela revisdo dos respectivos
prontuéarios, assim como dados do laudo anatomo-patolégico. No caso de
amostras colhidas por PAAF, o diagnostico final s6 foi estabelecido apos
remocao cirargica do nédulo.

O Quadro 2 mostra as amostras de adenoma e carcinoma foliculares

utilizadas neste projeto.
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Quadro 2 - Amostras de adenoma e carcinoma foliculares a utilizadas na

validagéo dos trios e quartetos classificadores.
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AHF012 Hospital Brasil | F Pés-cirargica | PicoPure | Adenoma folicular
AHF020 Hospital Brasil | F Pés-cirargica | PicoPure | Adenoma folicular
AH02947706 | A.C.Camargo | M Pés-cirargica | Trizol Adenoma folicular
AHF004 Hospital Brasil | M Pés-cirargica | PicoPure | Adenoma folicular

Adenoma folicular
AHF21 Hospital Brasil | F Pés-cirargica | PicoPure | com células de
Hurtle

AHF28 Hospital Brasil | M Pés-cirargica | PicoPure | Adenoma folicular
AH162234007 | A.C. Camargo | F Pés-cirargica | PicoPure | Adenoma folicular
JP20 INEN M Pés-cirargica | PicoPure | Adenoma folicular
JP10 INEN F Pré-cirargica | Trizol Adenoma folicular
AHF16 Hospital Brasil | F Pés-cirargica | PicoPure | Carcinoma folicular
AHF19 Hospital Brasil | F Pés-cirargica | PicoPure | Carcinoma folicular
AHF30 Hospital Brasil | M Pés-cirargica | PicoPure | Carcinoma folicular
AHF31 Hospital Brasil | F Pés-cirargica | PicoPure | Carcinoma folicular
AHF32 Hospital Brasil | F Pés-cirargica | PicoPure | Carcinoma folicular

Uma vez que a amostra deve ser coletada antes do exame anatomo-

patologico confirmativo, foi necesséaria a coleta de um grande numero de

amostras de diagnostico indeterminado para a obtencdo dos casos de

interesse,

ja que a grande maioria das

lesbes encontradas nao

correspondeu a casos de adenoma ou carcinoma folicular, embora ambas as

enfermidades fossem consideradas como suspeita diagnostica prévia a

cirurgia. Tal fato seréa discutido com maiores detalhes adiante.



5 MATERIAIS E METODOS

5.1 REAGENTES E EQUIPAMENTOS ESPECIFICOS

Coleta de amostras e extracdo do RNA total:

RNA later® (Ambion® Inc)

PicoPure® RNA Extraction kit (Arcturus®)
TRIzol® reagent (Gibco®)

DEPC (Invitrogen®)

Cloroférmio (Merck®)

Etanol (Merck®)

Isopropanol (Merck®)

Seringa 1ml (BD Becton Dickinson®)

Agulha 20G (BD Becton Dickinson®)

Amplificacao:

RNAsin (Promega®)

dNTP (Eppendorf®)

Ribomax® Large Scale RNA Production (Promega®)
Transcriptase reversa IMPROM Il RT (Promega®)

Tampao da enzima Improm Il a 5x (Promega®)

28
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RNAse H (USB®),

E. coli DNA ligase (Invitrogen®)

E. Coli DNA Polimerase | (Promega®)

T4 DNA polimerase (Invitrogen®)

T7 RNA polimerase (Promega®)

Fenol (Merck®)

Alcool isoamilico (Merck®)

Glicogénio (EMD Chemicals®)

Acrilamida (Ambion®)

Oligo comercial: oligo pd(N)6 (Amersham®)

Oligo sintetizado: oligo dT (24)-T7: (5-GGC CAG TGA ATT GTA ATACGA

CTC ACT ATAGGGAGGCGGTTTTTITTTITTTITTTITTTITTTIT TTT-3).

Marcacéao e hibridizagéo:

Alexa 555 (Invitrogen)

Alexa 647 (Invitrogen)

Cy3-dCTP (GE Healthcare)

Formamida deionizada (Applied Biosystems)
DNA de esperma de salméo a 5 pg/ul (Invitrogen)
Cot 1 DNA(Gibco®)

Poli(A) DNA (Amersham®)

QIAQuick® PCR Purification kit (Qiagen®)

DMSO (Invitrogen®)
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RNeasy® Midi Kit (Qiagen®)

Membrana Filtrante GD/X Nylon 0.45um (Whatman®)
Laminas HiSens® A Nexterion (Schott®)

Estacéo de hibridizacdo Gene Tac® (Genomic Solutions®)
leitor confocal a laser ScanArray® (Packard Bioscience®)

Software ScanArray Express® (Packard BioScience®).

Quantificacdo e analise de qualidade do RNA:

Espectrofotdmetro NanoDrop ND1000 (NanoDrop®)

Software ND-1000 V3.3.0 (NanoDrop®)

Marcador de peso molecular 100 pb — 100bp DNA ladder (Invitrogen®)
Marcador de peso molecular A Hind DNA Ladder (Biolabs®)

Polaroid® GelCam® camera system (Polaroid®)

Agarose (Life Technologies®)

Brometo de etideo (Sigma®)

5.2 A LAMINA DE MICROARRANJOS UTILIZADA

5.2.1 Substrato

As laminas de microarranjos foram previamente confeccionadas pela
Microarray Facility do Instituto Ludwig de Pesquisa sobre o Céancer e sao
constituidas de vidro silanizado com uma camada dielétrica reflexiva (HiSens

A, Schott-Nextherion®).
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A escolha por uma lamina reflexiva (espelhada) ao invés das
tradicionais laminas de vidro silanizado transparentes deve-se ao fato que,
considerando as condicdes experimentais padronizadas em nosso
laboratorio, € necessaria uma massa inicial de RNA menor do que aquela
necessaria para a utilizacdo da lamina de vidro transparente. A celularidade
do material colhido por PAAF é muito baixa e, ndo raro, o rendimento de
RNA, mesmo apds dois ciclos de amplificacao, € insuficiente.

A deteccdo da expressdo génica é prejudicada quando uma massa
inferior a 3 pg de RNA ¢é utilizada porque o sinal de fluorescéncia torna-se
muito baixo. Infelizmente, os scanners utilizados n&o operam em sua
maxima eficiéncia, pois os detectores captam apenas uma pequena fracédo
da fluorescéncia emitida. Isto acontece porque grande parte da luz utilizada
na excitacdo ndo é absorvida pelos spots, passando através da lamina de
vidro. Além disso, a luz emitida pelos corantes fluor6foros ligados as
moléculas de cDNA nado é direcionada e parte é perdida pelo verso da
lamina transparente. Recentemente, novas tecnologias tornaram possivel
aumentar a sensibilidade do ensaio de fluorescéncia, aumentando o nimero
de fétons detectados, sem aumentar a massa de RNA utilizada. Neste
projeto, optamos por empregar uma nova lamina para microarranjos que
contém finas camadas dielétricas (isolantes) imediatamente abaixo da
cobertura de aminosilano onde sé&o imobilizados os spots. Estas camadas
reflexivas fazem com que a fluorescéncia que seria perdida seja refletida de
volta aos spots (Figura 4), aumentando a excitagdo luminosa em mais de 6

vezes, preservando ainda a razao entre os corantes fluoroforos.
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- Luz de excitagdo = Luz de excitagdo
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g _— Cobertura de

/ ammosnlano

Lamina convencional I Lamina espelhada

-
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¥ Cobertura dielétrica
(reflexiva)

Fonte: Adaptado de SCHOTT North América (2010)
Figura 4 - Representacdo grafica da reflexdo provocada pela lamina

espelhada e pela lamina comum.

CHOUMANE et al. (2005) comparou uma lamina comercial comum de
microarranjos com a versao espelhada. Em ambas, foi depositado o0 mesmo
namero de spots, em condi¢des idénticas de marcacdo de DNA, hibridizacéo
e lavagem das laminas. Na Figura 5 € mostrada a mesma area de duas
laminas, contendo 0s mesmos spots e um grafico ilustrando a fluorescéncia
emitida por cada spot e captada pelo leitor a laser. Observa-se que a
fluorescéncia emitida pelos spots na lamina espelhada é sempre maior do

gque a emitida pelo spot correspondente na lamina comum.
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FIG. 3. Hlustration of Cy 3™ flucrescence enhancement for a DMA hybrid-
ization assay on a mirror coated microarmy (Amplislide™ thick line), com-
pared to a commercial glass slide (dotted line). The inset gives two grey-
level (in logarithmic scale) Auorescence mapa of the spots and of the band-
shaped ameas used to produce the curves. A Scanarmy® reader was used o
obiain these data.

Fonte: CHOUMANE et al. (2005)
Figura 5 - Comparacao entre fluorescéncia emitida com a utilizacdo lamina
convencional e lamina espelhada. A figura representa os sinais emitidos por 11

spots da lamina convencional (linha inferior) e lamina espelhada (linha superior).

5.2.2 Conjunto de sondas depositadas nas laminas

A lamina aqui utilizada carrega 4800 sondas de cDNA, depositadas
em sua superficie com o auxilio do robd Flexys® (Genomic Solutions®). As
sequéncias génicas representadas nesta lamina foram escolhidas a partir de
sequéncias ORESTES, geradas pelo Projeto Genoma do Cancer

(http://www.compbio.ludwig.org.br/ORESTES). Estas sequéncias foram

selecionadas de acordo com o0s seguintes critérios: tamanho entre 300 e 800
pares de bases; auséncia de sequéncia repetitiva; homologia com um unico
gene no genoma humano; ndo mais do que 85% de homologia com
nenhuma sequéncia do genoma humano em qualquer segmento de 100

pares de base; o mais 3’ possivel mas sempre 5° em relagdo ao primeiro


http://www.compbio.ludwig.org.br/ORESTES
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sitio de poliadenilacdo; e 100% de homologia com um gene humano de
sequéncia conhecida (BRENTANI et al. 2005).

As sequéncias imobilizadas na lamina sdo as mesmas utilizadas no
projeto da aluna Beatriz Stolf (proc. FAPESP 99/05299-5), que identificou os
trios classificadores que separam as amostras de adenoma das de
carcinoma folicular que séo utilizados neste trabalho de validacdo. Devido a
problemas técnicos na deposi¢cao das sequéncia nas laminas, alguns clones
ndo puderam ser empregados na analise matematica, fato que sera

discutido adiante.

5.3 COLETA E PRESERVACAO DAS AMOSTRAS

Conforme mencionado, foram obtidas amostras por dois procedimentos
distintos: puncdo aspirativa da peca cirirgica e puncdo aspirativa
propriamente dita, realizada no paciente durante os procedimentos iniciais

de diagnostico (amostra pré-cirargica).

5.3.1 Coleta e preservacdo das amostras coletadas por puncao de
peca cirurgica (puncéo pos-operatoria)

Nos casos de pecas cirurgicas, foi realizada uma puncéao dos nodulos
suspeitos na peca cirargica, quando esta era encaminhada a sala de
congelacdo do centro cirdrgico. Logo apos a tireoidectomia, o patologista
realizava a puncéo dos nodulos tireoideanos, de modo a mimetizar a PAAF

realizada nos exames pré-operatorios. Cada amostra aspirada
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(aproximadamente 50ul) foi preservada em tubos contendo 400 pl de
RNAlater®, incubada a temperatura ambiente por 24 horas e depois
armazenada em freezer a -20°C. Para cada amostra, o patologista
responsavel pela puncédo preencheu uma folha de trabalho (Apéndice 1)
com as informac¢des sobre o nddulo puncionado. O restante da peca foi
submetida a congelacéo e exame anatomo-patologico. Apds a confirmacao
do diagnostico de adenoma ou carcinoma folicular, as amostras
armazenadas em RNAlater® foram utilizadas para a extracdo do RNA com o
kit PicoPure®. Também foi extraido o RNA total de amostras sem o
diagnéstico de interesse, para ser utilizado nas etapas de padronizacao,

poupando as raras amostras de adenoma ou carcinoma folicular.

5.3.2 Coleta e preservacdo das amostras coletadas por PAAF
diagnédstica (puncdo pré-operatoria)

Nas amostras colhidas por PAAF guiada por ultrassom, a coleta foi
realizada por médicos do Departamento de Imagem do Hospital A.C.
Camargo e todo o aspirado foi encaminhado para exame citolégico de modo
a nao comprometer o diagnéstico do paciente. O material utilizado no projeto
foi aquele obtido pela a lavagem das agulhas utilizadas na puncéo apoés a
obtencdo do material para diagnostico. Somente foi utilizado o material que
seria descartado pelo médico durante o procedimento normal da PAAF
diagnéstica. A lavagem das agulhas foi feita com TRIZOL® e o RNA destas
amostras foi imediatamente extraido pelo método deste reagente, uma vez

que a preservacdo em RNAlater® e extracdo com o kit PicoPure® ndo
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mostrou-se eficiente neste tipo de amostra pela presenca de grande volume
relativo de sangue. A padronizacdo dos métodos de preservacéo e extracao

€ mostrada ao final deste trabalho, em secéo especifica.

5.3.3 Aspectos éticos envolvidos na coleta e preservacdo das
amostras

O presente projeto conta com um termo de consentimento livre e
esclarecido dos sujeitos da pesquisa (Apéndice 2) aprovado pela CONEP. A
identidade destes € mantida em sigilo através de codificacéo.

A escolha dos métodos para a obtencdo de material foi feita de modo
a nao interferir nos procedimentos diagndsticos e de tratamento, sendo
utilizado apenas material que, na rotina, seria descartado. Portanto, a coleta
de amostras utilizando os procedimentos descritos no item anterior néo
oferece riscos aos pacientes.

As amostras coletadas foram utilizadas exclusivamente neste
trabalho. E previsto que nenhuma amostra ou produto desta sera
armazenado em periodo posterior ao término do estudo. Os resultados da

pesquisa serdo tornados publicos, sejam eles favoraveis ou nao.

5.4 EXTRACAO DO RNA TOTAL

A utilizacdo de amostras coletadas por PAAF implicou no uso de

meétodos distintos de extracdo do RNA total. Isto porque, em amostras

coletadas por PAAF pés-cirlrgica, foi possivel utilizar o kit PicoPure®, que
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garante maior rendimento e melhor qualidade do RNA obtido. Em amostras
pré-cirargicas, devido a grande presenca de sangue e consequente
incompatibilidade com o kit PicoPure®, foi utilizado o método do TRIzol®, o
mesmo empregado no estudo original, porém com algumas alteracoes, ja
gue as amostras coletadas neste estudo sdo predominantemente liquidas,
enquanto no trabalho de Stolf eram constituidas de fragmentos tumorais

sélidos.

5.4.1 Extracdo do RNA total de amostras pés-cirurgicas

[N

Foi utilizado o kit de extracdo de RNA total PicoPure®. Este kit

D

recomendado na extracdo de RNA quando a celularidade da amostra
muito baixa. De acordo com o fabricante, permite a extracdo de RNA total de
boa qualidade de uma quantidade inferior a 10 células. Considerando que as
amostras de lesdes foliculares conttm um numero muito pequeno de
células, um método eficiente de obtencdo de RNA destas células é muito
importante neste projeto.

O protocolo utilizado foi adaptado do protocolo de isolamento de RNA
de pellet de células descrito no manual do produto. Este protocolo refere-se
a células em cultura e sugere o pellet de células seja lavado com 1 ml de
meio de cultura e centrifugadas. Neste projeto, as células estdo preservadas
em RNAlater®. Foi verificado que, ao centrifugar as células para formar o
pellet, a amostra ndo apresentava uma sedimentacdo completa e algumas
células permaneciam aderidas a parede do tubo ou em suspenséo. Assim,

foi adicionado 1 ml de PBS a amostra, que proporcionou maior
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sedimentacdo da amostra por diminuir a densidade do meio, além de
dissolver cristais de RNAlater® que formavam-se eventualmente.

Apoés a adicdo do PBS, a amostra foi homogeneizada delicadamente
por inversdo e centrifugada a 3000x g por 5 minutos. O sobrenadante foi
descartado, as células foram adicionadas de 100 ul de Extraction Buffer (XB)
e homogeneizadas por pipetagem, com o cuidado de nao formar espuma.
Foi feita incubacdo a 42° C por 30 minutos e centrifugacdo a 3000x g por
dois minutos para sedimentar debris celulares. O sobrenadante foi entéo
transferido para um tubo limpo e foram pipetados 100ul de etanol 70%. O
extrato foi entdo pipetado sobre a coluna do kit, acoplada a um tubo de
coleta e pré-condicionada com 250 pl de Conditioning Buffer (CB). Para que
0 RNA se ligasse na coluna, esta foi a centrifugada por dois minutos a 100x
g e, imediatamente em seguida, centrifugada a 16000x g por 30 segundos
para remover o restante da solu¢do. Foram pipetados 100 pl de Wash Buffer
1 (WB1) na coluna de purificacdo seguido de centrifugacdo a 8000x g por
um minuto. Em seguida foram feitas mais duas lavagens com 100 pl de
Wash Buffer 2 (WB2) cada, sendo a primeira centrifugacdo a 8000x g por um
minuto e a segunda a 16000x g por um minuto para remover qualquer
residuo do tampéo de lavagem. Para eluir o RNA, a coluna foi acoplada em
um tubo limpo e foram pipetados 11pul de Elution Buffer (EB). Este € 0 menor
volume recomendado pelo fabricante e foi escolhido porque a concentragcao
de RNA esperada é baixa. A coluna foi incubada por um minuto a

temperatura ambiente, centrifugada por um minuto a 1000xg para distribuir o
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tampéao de eluicdo pela coluna e depois por um minuto a 16000x g para eluir
0 RNA.

Dos 11 microlitros eluidos, um foi utilizado para quantificacdo no
espectrofotdmetro NanoDrop®, lembrando que a amostra de referéncia
(“branco”) utilizado na calibracdo deve ser a solugéo de eluicdo pura (Elution

Buffer).

5.4.2 RNA total de amostras coletadas por puncdo aspirativa pré-
cirdrgica

A extracdo do RNA total das amostras pré-cirdrgicas foi realizada
imediatamente apos a coleta, uma vez que o uso de solucdo conservante
(RNAlater®) ndo mostrou-se benéfico. Foi utilizado o método do TRIzol®,
seguindo o protocolo do fabricante, com uma pequena modificacdo, que
consistiu na homogeneizagdo da amostra com uma seringa e agulha de

calibre 20.

55 PREPARACAO DO RNA REFERENCIA

O RNA referéncia € uma mistura de moléculas utilizada como
amostra-controle para gerar medidas de razdo para diferentes amostras
testes, permitindo a subsequente analise das informacdes obtidas nas
hibridizacdes.

Neste projeto, o RNA referéncia a ser utilizado nas hibridiza¢des foi

um pool de RNA extraido de tecido tumoral de pecas cirdrgicas de tireoide.
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Segundo JEFFREY e POLLACK (2003), a referéncia ideal € aquela que
produz um sinal minimo em todos os elementos do arranjo, além de ser
facilmente produzida e reprodutivel, ndo s6 no tempo mas também em
diferentes laboratorios. Dessa forma, o que mais se aproxima da referéncia
ideal seria um conjunto de linhagens celulares como o utilizado na
Universidade de Stanford (PEROU et al. 1999 e 2000, ROSS et al. 2000).
Entretanto, as 11 linhagens citadas nestes trabalhos ndo estao disponiveis
no Instituto Ludwig e, portanto, um novo conjunto, composto por 15
linhagens celulares, foi escolhido, tomando o cuidado de selecionar tipos
celulares equivalentes. As linhagens escolhidas foram: Daudi (linfoma de
Burkitt), DLD-1 (adenocarcinoma de célon), DU 145 (carcinoma de préstata),
FaDU (carcinoma epidermoide de faringe), GM 637 (fibroblasto), H 1080
(fiborossarcoma), H 146 (carcinoma de pulméo), HB4a (célula luminal de
mama), HEK 293 (linhagem epitelial de rim embrionario humano), Jurkat
(Leucemia Aguda de Células T), Saos-2 (Osteossarcoma), SK-BR-3
(Adenocarcinoma de Mama), SK-MEL-28 (Melanoma), T24 (Carcinoma de
Bexiga), T98G (Glioblastoma).

Foi feito o cultivo e extragdo de RNA de 13 das 15 linhagens citadas.
O RNA das 2 linhagens restantes foi gentilmente cedido pela Dra Dirce
Carraro, do Laboratério de Andlise da Expressdo Génica do Hospital do
Cancer- A.C. Camargo.

Uma aliquota de cada linhagem foi descongelada e transferida para
um tubo plastico conico contendo 15 ml de meio de cultura. Os tubos foram

centrifugados por 5 minutos a 3000 rpm (centrifuga CELM®, modelo LS II). O
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meio de cultura foi removido, o pellet ressuspendido em 10 ml de novo meio
de cultura e cada amostra foi transferida para frascos de cultura pequenos
(25 cm? e incubada em estufa a 37°C e 5% CO,. As células foram
examinadas diariamente ao microscopio para verificagdo da confluéncia,
aparéncia morfolégica e qualquer sinal de contaminacao microbiologica até
que a cultura atingisse 90% de confluéncia, momento em que era feita a
primeira passagem. A passagem foi feita da seguinte maneira: 0 meio de
cultura foi removido com pipeta Pasteur e bomba de vacuo e as células
aderidas ao fundo do frasco foram lavadas com PBS previamente aquecido
a 37°C. O PBS foi removido e foi adicionada tripsina. A tripsina foi espalhada
sobre a superficie da monocamada celular e imediatamente removida por
aspiracdo. Os frascos foram incubados em estufa a 37°C por um minuto,
tempo suficiente para que houvesse o descolamento das células do fundo do
frasco. Ap6s o descolamento, foi adicionado meio de cultura previamente
aguecido a 37°C, o suficiente para preencher o fundo de 2 frascos de cultura
maiores. Apos a distribuicdo da suspenséo de células entre os frascos, estes
foram incubados em estufa até que a cultura novamente atingisse 90% de
confluéncia, momento no qual era feita nova passagem. No periodo de
incubagéo das células, o meio de cultura foi renovado em dias alternados.

O RNA foi extraido das culturas celulares (4 frascos de 162 cm? de
cada linhagem, com 90% de confluéncia) utilizando-se o método do TRIzol®
de acordo com as instrucdes do fabricante e ressuspendido em H,O tratada
com DEPC. Os RNAs extraidos foram quantificados e depois avaliados

através de fracionamento eletroforético em gel de agarose a 1% em
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condi¢ces desnaturantes. Nos casos onde o RNA néo apresentou qualidade

satisfatoria, a respectiva linhagem celular foi cultivada novamente e 0 RNA

total foi extraido com o RNeasy® Midi Kit, j& que o tampé&o de lise do kit tem

a guanidina em concentracdo duas vezes maior em relacdo ao TRIzol®,

podendo degradar RNAses enddégenas com maior eficiéncia. O Quadro 3

mostra as linhagens celulares e 0 método de extracdo de RNA empregado

para cada uma.

Quadro 3 - Linhagens celulares

selecionadas para compor o RNA

referéncia.
. Numero ATCC . Método de
Linhagem ) Descricéo
ou outra referéncia extracdo de RNA
Daudi CCL-213 Linfoma de Burkitt TRIzol®
Adenocarcinoma ®
DLD-1 CCL-221 i TRIzol
de Célon
DU 145 HTB-81 Carcinoma de Prostata TRIzol®
Ca. Epidermoide ®
FabU HTB-43 . TRIzol
de Faringe
GM 637 Kucherlapati et al. (1978) Fibroblasto RNeasy® Midi kit
H 1080 CCL-121 Fibrossarcoma TRIzol®
Carcinoma s
H 146 HTB-173 de PUImG RNeasy™ Midi kit
e Pulméo
Célula Luminal o
HB4a Stamps et al. 1994 de M Cloreto de Césio
e Mama
Célula epitelial de rim ®
HEK 293 CRL-1573 ) ) RNeasy™ Midi kit
embrionario humano
Leucemia Aguda de ®
Jurkat TIB-152 TRIzol
Células T
Saos-2 HTB-85 Osteossarcoma TRIzol®
Adenocarcinoma ®
SK-BR-3 HTB-30 TRIzol
de Mama
SK-MEL-28 HTB-72 Melanoma TRIzol®
Carcinoma de ®
T24 HTB-4 ) TRIzol
Bexiga
T98G CRL-1690 Glioblastoma TRIzol®
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Para montar o pool, foram misturados 45 pg de cada RNA. Essa
guantidade foi baseada na massa obtida na linhagem com menor
rendimento (linhagem H146). Foram feitas aliquotas do pool de referéncia e
o0 RNA armazenado em etanol 100% a -60°C. Este pool passou a ser usado
na maioria dos projetos de analise expressao diferencial por microarranjos

de nossa instituicao.

5.6 AMPLIFICACAO DO RNA TOTAL

A amplificagdo das amostras de RNA deste projeto seria
originalmente feita com base no protocolo descrito por GOMES et al. (2003).
Este protocolo utiliza a técnica de “template-switch” e amplificacdo guiada
pela T7 RNA polimerase. No entanto, neste projeto, o protocolo de GOMES
et al. (2003) foi substituido pelo protocolo descrito por VAN GELDER et al.
(1990), com algumas modificacdes. O protocolo descrito por VAN GELDER
et al. (1990) ndo baseia-se na técnica de “template-switch” e realiza uma
sintese convencional de segunda fita de cDNA. WANG et al. (2003)
realizaram uma comparacgao entre o protocolo baseado em “template-switch”
e a sintese convencional da segunda fita de cDNA, concluindo que, embora
ambos o0s protocolos produzam resultados confiaveis e reprodutiveis, o
segundo resulta em maior massa de RNA, sendo recomendado quando a
amplificagéo parte de uma massa muito pequena de RNA. Embora a massa
inicial de RNA referéncia utilizada neste experimento ndo seja um fator

critico, as amostras colhidas por PAAF apresentam celularidade muito baixa
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e, consequentemente, massa insuficiente de RNA total, necessitando de um
protocolo mais eficiente. Para evitar a insercdo de vieses experimentais,
sera utilizado o mesmo protocolo e o mesmo numero de ciclos de
amplificacdo tanto para as amostras quanto para a referéncia. Foram
realizados dois ciclos de amplificacéo.

E importante salientar que, antes da amplificacdo das amostras de
interesse, o protocolo foi testado e padronizado utilizando as amostras
correspondentes a outras patologias, também coletadas por PAAF e com

baixa celularidade.

5.6.1 Amplificacdo do RNA referéncia

O RNA utilizado como referéncia nos experimentos de microarranjos
€ um conjunto de RNAs totais de 15 linhagens celulares. Foram feitas
aliqguotas do RNA referéncia na concentracdo de 450ng/ul armazenadas a -

60°C em 3 volumes de etanol 100%.

A Primeiro ciclo de amplificacao

Foi amplificada massa inicial de 18 pug de RNA total. Inicialmente, o
RNA em etanol foi precipitado através da adicdo de 1ul de NaOAc (3 M, pH
5,4) e resfriamento a -20°C por 12 horas. Apoés a centrifugagéo e lavagem do
pellet de RNA com etanol a 70%, o pellet foi ressuspendido em 12 ul de
agua tratada com DEPC e este volume foi entdo dividido igualmente entre
seis tubos, para que cada tubo contivesse aproximadamente 3ug de RNA

total, quantidade ideal para realizacdo do protocolo de amplificacéo.
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Foi realizada a transcricédo reversa do RNA utilizando-se oligo dT (24)-
T7, um iniciador que contém a sequéncia do promotor da T7-RNA

polimerase na extremidade 5 (5"-GGC CAG TGA ATT GTA ATA CGA CTC

ACT ATAGGGAGGCGGTTTTTTTTITTITTITTTTTTT TTT-3"). O RNA
total (3ug) foi misturado com 0,5 pg de oligo d(T)24-T7 em um volume final
de 11 ul e o RNA foi denaturado a 70°C por 10 minutos e em seguida
colocado no gelo. A transcricdo reversa foi feita com a adicdo de 6,65 pl de
agua tratada com DEPC, 6,4ul de MgCl, a 25mM, 5,35ul do tampao da
enzima Improm a 5x, 2,6l de dNTPs a 10mM, 0,6pl de RNAseln® e 1,3pl da
transcriptase reversa IMPROM NI®RT e a reacao ocorreu a 42°C por duas
horas. A sintese da segunda fita de cDNA foi feita com a adi¢cdo de 10 pl de
Second Strand Buffer (ver composicdo no final deste item) a 5x, 1 ul de
dNTPs a 10mM, 0,12 pl de RNaseH a 5U/ pl, 0,5 ul de E. coli DNA ligase a
10 U/ ul, 1,3 ul de E. coli DNA Polimerase | a 10 U/ pl, seguida de incubacédo
a 16°C por duas horas. Em seguida, foi adicionado 1 pl da enzima T4 DNA
polimerase a 5U/ pl e a amostra incubada a 16° C por mais 10 minutos. O
cDNA dupla-fita foi entdo purificado pelo método fenol-cloroférmio e a
precipitacéo foi realizada na presenca de 1 pl de acrilamida (5 mg/ml), 10%
de NaOAc (3M, pH 5,2) e trés volumes de etanol absoluto gelado, por , no
minimo , 12 horas a -20° C. Apés a centrifugacdo e duas lavagens do pellet
com etanol a 70%, o cDNA foi ressuspendido em 10 pl de agua tratada com
DEPC. Foi feita entdo a transcricdo in vitro utilizando o kit RiboMAX® Large
Scale RNA Production e seguindo as recomendacbes do fabricante. O

tempo de incubacao utilizado foi de oito horas a 37° C. O RNA amplificado
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foi purificado através do método do TRIzol® e ressuspendido em 20 pl de
agua tratada com DEPC. Deste volume, 2 pl foram utilizados para a
quantificacdo no espectrofotdmetro NanoDrop®.

Composicédo do Second Strand Buffer (5x): 100 mM Tris pH 6,9, 23

mM MgCl, 450 mM KCI, 0,75 mM B-NAD, 50 mM (NH.) SO,

B Segundo ciclo de amplificacéao:

Apesar da massa de RNA referéncia obtida no primeiro ciclo de
amplificacéo ser suficiente para a realizacdo das hibridizacdes, € necessaria
a realizacdo de um segundo ciclo de amplificacdo para limitar a introducéo
de viéses em relacdo as amostras utilizadas, que obrigatoriamente terdo que
passar por dois ciclos de amplificacdo em vista da baixa celularidade das
mesmas.

Apenas parte do material obtido apds o primeiro ciclo de amplificacdo
foi utilizado para a realizacdo do segundo ciclo, pois esta massa de RNA é
suficiente para a obtencdo da massa de RNA desejada ao final do segundo
ciclo. Foram feitas nove reacbes. Em cada uma delas, a massa inicial de
RNA amplificado (um ciclo) foi igual a 800 ng.

Em cada tubo, foi adicionado 1,3 pl de dN6 random hexamer (2 pg/ul)
e agua tratada com DEPC q.s.p. 9 pl. O RNA foi denaturado a 70°C por 10
minutos e em seguida colocado no gelo por dois minutos. A transcricdo
reversa foi feita com a adicéo de 6,4l de MgCl, a 25mM, 5,35ul do tampéo

da enzima IMPROM® a 5x, 2,6ul de dNTP a 10mM, 0,6ul de RNAseln® e
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1,3ul da transcriptase reversa IMPROM® Il RT e a reac&o ocorreu a 42°C por
90 minutos.

A sintese da segunda fita de cDNA foi feita da seguinte forma:
inicialmente, foi utilizado 0,2 pl de RNase H (5U/ul), incubacéo a 37°C por
10 minutos, desnaturacdo a 95°C por dois minutos e resfriamento em gelo.
Em seguida, foi adicionado 0,3 pl de Oligo dT24-T7 (0,5 pg/ul), 42°C por 10
minutos. Foram entdo adicionados 10 pl de Second Strand Buffer a 5x, 1 pl
de dNTP a 10mM, 0,5 pl de E. coli DNA ligase a 10 U/ pl, 1,3 ul de E. coli
DNA Polimerase | a 10 U/ pl, seguida de incubacdo a 16°C por 2 horas.
Imediatamente foi pipetado 1 pl da enzima T4 DNA polimerase a 5U/ pl e a
amostra novamente incubada a 16° C por 10 minutos. As etapas de
purificagdo do cDNA e transcrigdo in vitro e purificacdo do aRNA foram feitas
conforme descrito no protocolo do primeiro ciclo de amplificacdo. No entanto,
a amostra foi ressuspendida em 30 pl de 4gua tratada com DEPC e 2 pl

foram utilizados para a quantificacdo no espectrofotémetro NanoDrop®.

5.6.2 Amplificacdo das amostras (pré e pos-cirurgicas)

A amplificacdo das amostras coletadas por puncéo de peca cirtrgica
e preservadas em RNAlater® foi realizada seguindo o mesmo protocolo
descrito anteriormente, porém partindo de quantidades menores de RNA
total.

A massa de RNA total minima foi igual a 20ng para amostras pos-

cirdrgicas e 40ng para amostras pré-cirargicas.
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5.7 MARCACAO INDIRETA DAS AMOSTRAS E REFERENCIA

A marcacao do cDNA pode ser direta ou indireta. Na marcacéo direta,
sdo utilizados desoxinucleotideos modificados com fluoréforos, como por
exemplo, dCTP marcado com Cy3 ou Cy5. Estes nucleotideos modificados
sdo incorporados ao cDNA durante a sintese da primeira fita, a partir da
transcricdo reversa de uma fita-molde de RNA.

Na marcacdo indireta do cDNA, sao utilizados nucleotideos
modificados com aminoalil, como 5-(3-aminoalil)-dUTP (aa-A-dUTP),
incorporados ao cDNA na reacdo de transcricdo reversa do RNA. Somente
entdo as amostras marcadas com aminoalil s&o acopladas ao fluor6foro (ex:
Cy3, Cy5, Alexa 555, Alexa 647 etc.). Por ser menor, a molécula de aa-
dUTP é incorporada muito mais facilmente do que os nucleotideos que ja
sdo associados ao fluoroforo, tornando a marcacdo mais uniforme,
maximizando a intensidade de sinal.

Embora ligeiramente mais complexa, a marcacdo indireta com
aminoalil tem apresentado maior eficiéncia e consisténcia, a custos menores
('HOEN et al. 2003), sendo o0 método aqui empregado.

A primeira etapa no processo de marcacado do cDNA é a transcricéo
reversa do RNA amplificado. Para isso, foi utilizada massa de 11,5 ug de
RNA poli-A amplificado de cada amostra e 9 pg de RNA-referéncia. Como
cada amostra foi posteriormente hibridizada com o RNA-referéncia, em
duplicata com inversdo de corantes (dye-swap), para cada amostra foram

feitas duas laminas, main e swap. Na lamina main, a amostra foi marcada
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com o fluor6foro Alexa 555 e a referéncia com o Alexa 647. Na lamina swap
ocorre 0 inverso.

Devido a duplicata, cada lamina recebe metade do material transcrito,
ou seja, cada lamina sera hibridizada com o produto da transcricdo de 5,75
Hg de RNA poli-A de uma amostra (metade da massa inicial de 11,5ug) e
com 4,5 ug do produto da transcricdo do RNA poli-A referéncia. Desta forma,
através de uma mesma reacdo de transcricao reversa, é obtido material para
as duas laminas, reduzindo os viéses que poderiam ser introduzidos entre as
duplicatas, caso as amostras fossem transcritas separadamente. A massa
de RNA das amostras foi escolhida baseada no rendimento total da amostra
de menor rendimento.

Inicialmente, foi prevista a utilizacdo de massa de RNA amplificado
em torno de 1 a 3 pg. No entanto, apds uma série de testes, foi constatado
que estas amostras nao apresentam qualidade satisfatéria para uso em
quantidade tdo pequena em experimentos de  microarranjos.
Adicionalmente,devido a problemas relacionados a logistica da Microarray
Facility do Instituto Ludwig de Pesquisa sobre o Cancer, foi impossivel a
confeccdo das laminas em periodo préximo a etapa de hibridizagao,
diminuindo a eficiéncia das laminas, havendo a necessidade do emprego de
maior massa de cDNA, visando a hibridizacdo no maior nUmero de spots
possivel. A transcricdo reversa foi feita da seguinte forma: o RNA (11,5 ug
para amostras ou 9 ug para referéncia) foi misturado com 0,5 pg de oligo
pd(N)6 a 5 pg/ pl em um volume final de 15,4 pl, o RNA foi denaturado a

70°C por 10 minutos e em seguida colocado no gelo. A transcricdo reversa
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foi feita com a adicdo de 9,6 ul de MgCl, a 25mM (concentracéo final: 6mM),
8ul do tampao da enzima IMPROM® Il a 5x, 4 pl de uma mistura de dNTPs
contendo aminoalil-dUTP e de baixa concentracdo de timina (concentracéo
dos nucleotideos mostrada na Quadro 4), 1 pl de RNasin® e 2 pl da
transcriptase reversa IMPROM® Il RT e a reacdo ocorreu a 42°C por duas

horas.

Quadro 4 - Concentracdo dos nucleotideos na mistura utilizada para
marcacao indireta do cDNA.

Nucleotideo Concentracéo final
dATP 5mM
dCTP 5mM
dGTP 5mM
dTTP 2 mM
Aminoallyl dUTP 3mM

ApoGs a sintese do cDNA, a amostra foi incubada a 70° C por 20
minutos na presenca de 20 pl de solucdo de NaOH 1M e EDTA 0,25M para
a degradacdo do RNA-molde. A reacao foi neutralizada com 20 pl de HCI
1M. Foi feita precipitacdo do cDNA na presenca de 300 ul de isopropanol, 2
pl de glicogénio a 20 ng/ul, 2 pl de acrilamida a 100 ng/ul e 40 pl de NH4AC a
7,5 M por 20 minutos a temperatura ambiente. A amostra foi centrifugada a
12000x g por 30 minutos para a formacdo do pellet e o sobrenadante foi
descartado. O pellet foi lavado duas vezes em etanol a 70% e uma vez em
etanol absoluto para facilitar a secagem do pellet, que foi ressuspendido em
16 pl de tampéo de bicarbonato de sodio a 0,0625 M, pH 9,0, diluido no

momento do uso. A amostra foi entdo dividida em duas aliquotas de 8 pl
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cada uma (main e swap). O Alexa 555 e Alexa 647 foram entdo preparados
com a adicdo de 5 pul de DMSO a cada tubo de fluorocromo (tomando o
cuidado para protegé-los da luz), seguido de forte agitacdo (vortex) durante
15 segundos. Os 5 ul de corante foram imediatamente adicionados as
amostras (uma aliquota de amostra foi marcada com Alexa 555 e a outra
com o Alexa 647) e feita incubacdo em temperatura ambiente por duas
horas no escuro. De modo a remover fluorocromos nédo incorporados e
fragmentos muito pequenos de cDNA, a reacdo foi purificada com o
QIAQuick® PCR Purification kit, podendo ser substituido pelo PureLink® PCR
Purification Kit (Invitrogen). Na purificacdo, a amostra foi adicionada de 40 pl
de NaOAc a 100 mM e pH 5,2 e 500 ul de Binding Buffer (PBI), misturando-
se delicadamente. O cDNA marcado foi aplicado no centro da coluna de
purificacdo do kit, seguido de centrifugacédo a 10000x g por um minuto. O
filtrado foi descartado e foram adicionados 750 pl de etanol 80% a coluna.
Apos nova centrifugacdo a 10000x g por um minuto, o filtrado foi descartado
e foi feita mais uma lavagem com 750 pl de etanol 80%. Apds descartar o
filtrado, a coluna foi centrifugada novamente para remover qualquer residuo
de etanol e transferida para um tubo limpo de 2 ml. Foram adicionados 50 pl
de Elution Buffer (EB) aquecido a 70° C ao centro da coluna e ap6s dois
minutos foi feita a centrifugacdo a 10000x g por um minuto para eluir o
cDNA. A eluicéo foi repetida com mais 50 ul de EB e a amostra final (100 ul)
marcada com Alexa 555 foi misturada com a referéncia marcada com Alexa
647, assim como a amostra marcada com Alexa 647 foi misturada com a

referéncia marcada com Alexa 555. ApdOs a mistura, foram adicionados 2 pl
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de poly A DNA (2 pg/ul), 2 pl de Cot 1 DNA(1 pg/ul) e o volume da amostra
foi reduzido por centrifugacdo a vacuo até o volume de 12,5 pl. Foram
adicionados 40 pl de solucédo de hibridizacdo a 2X (SSC 1X, SDS 0,2%,
solucédo de Denhardt 10X) aquecida a 70°C, 50 pl de formamida deionizada
e 2 pl de DNA de esperma de salméo a 5 pg/ul e a amostra foi incubada a

45°C até o momento do uso.

5.8 HIBRIDIZACAO EM LAMINA ESPELHADA

Com os cDNAs ja sintetizados, iniciou-se a etapa de hibridizacdo das
amostras. Quatro horas antes da hibridizacdo, a lamina de microarranjos foi
incubada em solugéo contendo SSC 5x, SDS 2%, BSA 1% e solugao de
Denhardt a 10% (tudo filtrado em membrana de 0,45 um e pré aquecido a
42°C). A solucdo de pré-hibridizacdo contém uma grande quantidade de
albumina sérica bovina, que se liga fisicamente a grupos reativos presentes
na superficie da lamina, promovendo o bloqueio fisico destes componentes.
Do contrario, haveria background elevado e/ou manchas em forma de cauda
de cometa. Antes de realizar a pré-hibridizacdo das amostras, a etiqueta
com o codigo de barras de cada lamina foi parcialmente removida com o
auxilio de um bisturi, deixando-se apenas a identificacdo numérica, que se
encontra na extremidade da lamina. Este procedimento foi imprescindivel
para evitar vazamentos na hibridizacéo, ja que a etigueta impedia a vedacéo
da camara. ApoOs o periodo de pré-hibridizacdo, as laminas foram lavadas

com auxilio de pinca, mergulhando-as dez vezes em agua deionizada
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aguecida a 42°C. Apés a lavagem, cada lamina foi colocada em um tubo
conico de 50 ml limpo e seco e centrifugada a 1000x g por trés minutos para
secagem e evitar marcas de agua na lamina.

A lamina foi entdo colocada na estacdo de hibridizacdo, aquecida a
70°C por dois minutos e esta temperatura foi mantida até a aplicacado da
amostra de cDNA marcado.

Antes de ser colocado na camara de hibridizacdo da estacdo, o cDNA
marcado foi aquecido a 95°C por cinco minutos, centrifugado brevemente e
mantido a 70°C. A mistura de cDNA foi entdo aplicada sobre a lamina na
camara de hibridizacdo e mantida a 42°C por 20 horas sob agitacdo e ao
abrigo da luz. Apoés este periodo o cassete de hibridizacéo foi desmontado e
foi constatado que houve vazamento em dois deles. Ap6s desmontar o0s
cassetes, as laminas foram imediatamente imersas em solu¢cdo SSC 2x a
42°C.

As laminas foram entdo encaixadas em estante de vidro proprias para
a lavagem, submersas em solucdo SSC 2x sob agitacdo por cinco minutos.
Em seguida foram feitas duas lavagens de 10 minutos cada em solucdo
contendo SSC 0,1x e SDS 0,1% e mais uma lavagem em SSC 0,1x, tudo a
42°C. Os recipientes utilizados para lavagens com SDS ndo podem ser
usados para a ultima lavagem com SSC, pois residuos de SDS podem
interferir na qualidade da imagem captada pelo scanner.

Apos estas lavagens, a lamina foi colocada em tubo conico de 50 ml e
centrifugada por dois minutos a 1000x g. A lamina foi retirada imediatamente

do tubo conico apdés a centrifugacdo. Este detalhe é especialmente
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importante para evitar manchas causadas pelo vapor que se forma quando o
tubo permanece fechado, ainda que por alguns instantes. Outro detalhe que
minimiza as manchas de vapor, muito comuns em laminas espelhadas, € a
centrifugacdo em centrifuga refrigerada a 4°C, pois a baixa temperatura
implica em menor formacédo de manchas causadas pelo vapor na superficie
da lamina imediatamente apos a centrifugacao.

As laminas foram mantidas ao abrigo da luz até o momento da

captura das imagens.

5.9 CAPTURA DAS IMAGENS

Depois de secas, as laminas passaram pelo processo de captacdo de
imagens. Foi utilizado o leitor confocal a laser ScanArray® para captar os
sinais de intensidade de fluorescéncia emitidos pelas amostras hibridizadas
em cada spot. Sdo usados filtros especificos para captar separadamente o
sinal de cada corante (550 nm para Alexa 555 e 650 nm para Alexa 645).
Para efeito de visualizagdo, os sinais de intensidade sdo convertidos em
uma escala de cor representados por verde para o canal 1 (555) e vermelho
para o canal 2 (645). As duas imagens (uma correspondente ao canal 1 e a
outra ao canal 2) sdo sobrepostas, tornando possivel a observacdo da
expressao diferencial entre elas. A quantificacdo da intensidade do sinal de
luz emitido de cada spot foi feita utilizando-se o software ScanArray

Express® .
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As quantificagbes das marcacdes de spot e background foram obtidas
pelo método histograma, utilizando a mediana dos valores dos pixels e
percentis de 80 a 95 para o sinal e 5 a 20 para o background. Este método é
simples, estavel e exclui pixels de caracteristicas extremas do calculo das

intensidades do spot e do background.

5.10 ANALISE DA QUALIDADE DAS LAMINAS

As tabelas de quantificacdo foram enviadas para o Laboratério de
Bioinformética do Hospital do Cancer (http://bioinfo.lbhc.hcancer.org.br), sob
coordenacao da Dra Helena Brentani, que utiliza a ferramenta ArrayManager
(desenvolvida no préprio laboratério) para analise da qualidade das laminas.

Primeiramente foi realizada a correcdo dos valores de intensidade dos
spots, através da subtracdo do valor do background de cada spot do
respectivo sinal de intensidade deste. Em seguida, foram excluidos da
analise os genes utilizados como controle e também os spots que néo
emitiram sinal, resultando em um conjunto de 4600 genes para o
prosseguimento da analise. Foi entdo calculada a razao entre os dois canais
(Alexa 555 / Alexa 647) para todos os genes em todas as laminas e
realizada a transformacao destes valores aplicando-se o logaritmo na base 2
(logz ) e seguinte normalizagdo das replicatas que, neste caso, constitui da
meédia aritmética (para todos os genes) entre os valores os valores das
razdes supracitadas ((lamina principal + replicata com inversdo de

corantes)/2). A grande vantagem do uso do logaritmo da razédo de expresséo
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pode ser exemplificada da seguinte forma: genes que s&8o superexpressos
por um fator igual a 2, possuem uma razéo de expressao igual a 2, enquanto
agueles subexpressos pelo mesmo fator possuirdo a razdo de expressao
igual a 0,5. Utilizando os logaritmos destes valores, um gene superexpresso
por um fator igual a 2 possui log, da razdo igual a 1, enquanto um gene
subexpresso pelo mesmo fator possui log, da razéo igual a -1. Ja os genes
gue nao sao diferencialmente expressos (razao igual a 1) possuem log2 da
razdo igual a zero (QUACKENBUSH 2001).

De forma geral, na avaliacdo da qualidade das laminas, € feito
primeiramente um gréafico do tipo MA plot, no qual cada ponto representa um
spot. O eixo x corresponde a intensidade do sinal e o0 eixo y corresponde a
razao entre os sinais do canal 1 e 2. Em seguida, é feita a normalizacéo dos
dados por LOWESS, um método de regressdo nao-linear localmente
ponderado, utilizando-se o parametro de suavizacdo (span) igual a 0,4 e
grau 2. Na andlise, foram considerados apenas spots com relacédo
sinal/background >1,05.

As diferentes propriedades de incorporacdo dos corantes e suas
diferentes caracteristicas fisicas produzem viéses de marcacdo, que é a
fonte de erro sistematico mais importante em microarranjos de duas cores. A
normalizacdo visa igualar esta intensidade relativa dos dois corantes.
Adicionalmente, as replicatas do tipo “dye-swap”, nas quais as condi¢des de
hibridizagdo sao repetidas, com a inversdo dos corantes na segunda
hibridizacdo, sdo muito importantes na reducdo destes viéses

(QUACKENBUSH 2001; YANG et al. 2002).
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Para verificar se houve algum viés introduzido por diferencas na
deposicdo das sondas durante a confeccdo da lamina, € avaliada a
uniformidade dos spots feitos por cada agulha do robd que imprime os
microarranjos nas laminas. Ao total, sdo 48 agulhas. Os dados sao
representados em boxplots, sendo que cada boxplot representa as amostras
depositadas por cada agulha.

Para avaliar a reprodutibilidade das hibridizaces, foi calculado o
coeficiente de correlacdo de Pearson entre cada lamina e sua replicata. Este
coeficiente é uma medida do grau de relacdo linear entre duas variaveis
guantitativas. Este coeficiente varia entre os valores -1 e 1. O valor 0 (zero)
significa que ndo ha relacdo linear, o valor 1 indica uma relacdo linear
perfeita e o valor -1 também indica uma relacdo linear perfeita mas inversa,
ou seja quando uma das variaveis aumenta a outra diminui. Quanto mais
proximo estiver de 1 ou -1, mais forte é a associacéo linear entre as duas
variaveis. Quando este coeficiente é alto e positivo, significa que duas
laminas produzem perfis de expressdao génica similares, o que ¢é
extremamente importante para a utilizacao de replicatas, especialmente em
trabalhos onde o numero de amostras € limitado. Foram gerados graficos do
tipo MM plot, nos quais séo calculadas as correlacdes entre os spots do par
de laminas (main e swap). Apés o calculo do coeficiente, os dados sé&o
normalizados para corrigir as diferengcas inerentes aos dois fluoréforos.

Também foi feito o grupamento hierarquico das amostras pela
correlacdo de distancia euclidiana. Nesta analise, foram incluidas trés

amostras de carcinoma papilifero e duas de bocio, visando determinar se as
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patologias malignas eram classificadas de forma proxima umas das outras e

Se 0 mesmo aconteceria com as amostras benignas.

5.11 ANALISE MATEMATICA E ESTATISTICA DOS DADOS

As tabelas com os dados de quantificacdo foram analisadas pelo
laboratério Biolnfo do IME-USP para a busca dos trios classificadores de
interesse para validacao.

A andlise dos dados foi realizada através do pacote MaigesPack

(ESTEVES 2007), do projeto Bioconductor (http://www.bioconductor.org),

que utilizam o ambiente computacional R (http://www.r-project.orqg). Para a

normalizacdo dos dados, foi empregado o método de LOESS, utilizando o
parametro de suavizacdo (span) igual a 0,4 e grau 2, conforme
implementado nos pacotes do R e Bioconductor.

Para a utilizacdo dos dados obtidos no trabalho de identificacdo dos
classificadores (STOLF et al. 2006) e o presente trabalho de validacéo, foi
realizada a centralizacdo dos dados de expresséo génica obtidos em ambos
os estudos. Esta centralizagdo € necessaria devido a diferenca entre o0 RNA-
referéncia utilizado no trabalho de identificacdo e o utilizado no projeto de
validacdo dos classificadores. Enquanto neste trabalho foi utilizada uma
referéncia composta de um conjunto de RNAs provenientes de linhagens
celulares de diferentes tipos tumorais, a referéncia do trabalho original era
composta por um conjunto de RNAs provenientes de tecido tireoideano

normal de uma série independente de cinco pacientes. A utilizacdo de


http://www.bioconductor.org/
http://www.r-project.org/
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referéncias distintas impede a sobreposicdo das amostras. Assim, torna-se
necessario centralizar os niveis de expressao pela média ndo-ponderada, de
modo que as nuvens das amostras antigas e novas fiquem centralizadas a
partir de seus centros de massa. ApoOs esta etapa, as amostras podem ser
sobrepostas e entdo comparadas.

Na construcéo dos classificadores moleculares a serem validados, foi
empregado o Discriminante Linear de Fisher, que apresenta boa relacéo
entre facilidade e desempenho. Este método possibilita a criagdo de um
banco de dados, contra o qual é possivel testar uma amostra desconhecida
e entdo classifica-la. Os classificadores se baseiam no perfil de expresséo
génica combinada de cada trio de genes para classificar dada amostra. Uma
vez conhecida a regra de classificacdo, esta foi aplicada aos dados de
microarranjos das amostras do grupo de validacdo independente, ou seja, a
mesma regra de classificacdo utilizada na identificacdo dos trios
classificadores (STOLF et al. 2006) foi aplicada as amostras independentes
coletadas neste projeto. ApGs a selecdo dos melhores trios classificadores
validados, foram montadas arvores de decisdo para aumentar a taxa de
acerto do teste. Em geral, esta estratégia consiste em ordenar 0s
classificadores e seus possiveis resultados, dando origem a uma
representacdo grafica em forma de arvore, na qual cada né interno
representa um classificador e cada galho representa um dos possiveis
resultados do teste. Em cada diviséo, séo testados novos classificadores no

intuito de aumentar a eficiéncia do teste (GE e WONG 2008).
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Neste trabalho, a regra de decisdo estabelecida para a arvore de
deciséo foi a seguinte:
- Dada uma amostra, ela é classificada como resultado que pode ser A
(adenoma folicular) ou C (carcinoma folicular).
1) aplica-se trio 1
1.1) se classificado como A -> entdo RESULTADO = A
caso contrario:
2) aplica-se trio 2
2.1) se classificado como A -> entdo RESULTADO = A
2.2) se classificado como C (carcinoma folicular) -> entdo RESULTADO =

C
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6 RESULTADOS

6.1 COLETA E PRESERVACAO DE AMOSTRAS

NUumero de amostras coletadas: 136, representando tecido normal,
adenomas, carcinomas foliculares, carcinomas papiliferos, bdcio, bdcio
adenomatoso e um caso de carcinoma medular. A coleta foi realizada em
colaboracdo com o Departamento de Imagem do Hospital A.C. Camargo
(coleta de amostras pré-cirdrgicas); Departamento de Cirurgia e Pescoc¢o do
Hospital A.C. Camargo, INEN (Lima, Peru) e Hospital Brasil (puncdes poés-
cirargicas). Entre todas estas amostras, foram encontrados apenas dez
casos de adenoma e seis casos de carcinoma folicular. Destas dez
amostras, somente duas foram provenientes de puncédo pré-cirdrgica, uma
de adenoma e uma de carcinoma folicular. Devido a problemas durante a
hibridizacdo, algumas amostras foram perdidas, restando para analise nove
amostras de adenoma e cinco amostras de carcinoma folicular. O Quadro 2
(secédo 5, Casuistica) mostra as amostras analisadas.

Para exemplificar a dificuldade na obtencdo de material para este
estudo, o Quadro 5 mostra as amostras coletadas com suspeita pre-
operatoria de leséo folicular, no periodo de um semestre no Hospital A.C.
Camargo, cujos pacientes foram encaminhados para a cirurgia. Em seguida,
€ mostrada a conclusdo do laudo anatomo-patolégico pds-operatorio. No

campo referente a suspeita pré-operatoria (resultado da PAAF), foram
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colocadas as informacdes fornecidas pelo patologista responsavel através
do preenchimento da folha de trabalho descrita anteriormente (informacdes
transcritas ipsis litteris). Estes dados evidenciam a dificuldade do diagnostico
pré-operatorio das lesdes foliculares e justificam o desenvolvimento de um

meétodo de classificacdo mais eficaz.

Quadro 5 - Amostras poés cirlrgicas coletadas no primeiro semestre deste

trabalho.

Amostra PAAF Congelacéao
AHO01786006 Folicular Bdcio coldide
AH02477706 Folicular Bdcio coldide
AH02754706 Leséao folicular Ca papilifero
AH02733406 Leséao folicular Microcarcinoma papilifero
AH02656706 Padréo folicular, adenoma Bdcio coloide
AH14728007 Células foliculares Bdécio adenomatoso
AH03031906 Leséo folicular Bécio multinodular
AH03062906 Padréo folicular Bécio coloide
AH11906007 Leséao folicular Ca papilifero
AH05420496 Lesé&o folicular Bdécio adenomatoso
AH02925606 Leséao folicular com aspecto Bécio nodular
oncocitico
AH01786006 Folicular Bécio coloide
AH02477706 Folicular Bdcio coloide
AH02754706 Lesdo folicular Ca papilifero
AH02733406 Leséo folicular Microcarcinoma papilifero
AH02656706 Padréo folicular, adenoma Bécio coloide
AH14728007 Células foliculares Bécio adenomatoso
AH03031906 Leséo folicular Bécio multinodular
AH03062906 Padréo folicular Bécio coloide
AH11906007 Lesdo folicular Ca papilifero
AH05420496 Lesé&o folicular Bdécio adenomatoso
AH02925606 Leséo folicular com aspecto Bécio nodular

oncocitico
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6.2 EXTRACAO DO RNA TOTAL

6.2.1 Rendimento do RNA referéncia

Apos a extracdo dos RNAs, foi feita a quantificacdo das amostras em
espectrofotdbmetro NanoDrop® ND1000. O rendimento para cada linhagem
(extracdo do conteldo de quatro frascos de cultura de 162 cm? com

aproximadamente 90% de confluéncia) € mostrado no Quadro 6.

Quadro 6 - Massa de RNA total das linhagens do RNA referéncia apoés
extracao.

Linhagem Massa de RNA total | Linhagem Massa de RNA total
Daudi 314,4 ug HEK?293 200,97 ug

DLD-1 413,28 ug Jurkat 772,8 ug

DU145 1128 ug Saos2 124,8 ug

FaDu 526,8 g SK BR3 377,6 g

GM637 485,79 ug SK MEL28 340,76 ug

H1080 288 ug T24 234,85 ug

H146 45 ug T98G 631,85 ug

HB4a 201,64 ug

Apés a quantificacdo, uma amostra de RNA total de cada linhagem
celular foi analisada através de fracionamento em gel de agarose a 1%
corado com brometo de etideo. Foram aplicados 2 ug de cada amostra,
diluidas em 5 pl de tampé&o desnaturante (2x TAE, 30% glicerol e uréia 7M)
2x e H,0 tratada com DEPC (q.s.p. 10 ul). Os resultados sdo mostrados na
Figura 6. A intensidade da banda 28S esta sempre maior do que a banda

18S, indicio de que os RNAs estdo com boa qualidade.
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SEENECH

Figura 6 - Qualidade dos RNAs totais que compdem o pool de referéncia.
Andlise por fracionamento em gel de agarose a 1% corado com brometo de
etideo. Foram aplicados 2 ug de cada amostra, diluidas em 5 pl de tampéao
desnaturante (2x TAE, 30% glicerol e uréia 7M) 2x e H,0 tratada com DEPC (g.s.p.
10 ul). A: marcador de peso molecular. B: qualidade dos RNAs das 11 linhagens
extraidos em nosso laboratério; C: qualidade do RNA da linhagem HEK 293 e D:
HB4a, cedidos pela Dra. Dirce Carraro (LGEA — Hospital A.C. Camargo).

6.2.2 Rendimento do RNA total das amostras de adenoma e
carcinomas foliculares
O Quadro 7 abaixo mostra o rendimento da extracdo do RNA total

das amostras de carcinoma e adenoma foliculares.
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Quadro 7 - Rendimento da extracdo do RNA total das amostras de
carcinoma e adenoma foliculares.

Amostra Diagnostico RNA total 260/280 260/230
final (ng)
AHF004 Adenoma Folicular 1292 1,93 2,15
AHF006* Adenoma Folicular 10 0,024 0,03
AHFO012 Adenoma Folicular 1096 2,03 2,09
AHF020 Adenoma Folicular 575 1,87 0,56
AHF021 Adenoma Folicular 287,5 2,08 1,84
AHFO028 Adenoma Folicular 900 2,23 2,12
JP10 Adenoma Folicular 560 1,92 1,33
JP20 Adenoma Folicular 1288 2,03 1,47
AHFO016 Carcinoma Folicular 239 1,43 0,64
AHFO019 Carcinoma Folicular 708 1,74 1,37
AHFO030 Carcinoma Folicular 211 2,18 1,97
AHF031 Carcinoma Folicular 2320 1,89 1,84
AHF32 Carcinoma Folicular 1710 2,07 2,21
JP14* Carcinoma Folicular 1784 2,23 0,53

* Amostras ndo utilizadas na validacdo dos classificadores devido a problemas na
hibridizacdo, com massa insuficiente para reibridizagao.

A Figura 7 mostra o gréfico de leitura da amostra AH18713007 no

espectrofotdmetro NanoDrop®, exemplificando o padréo observado em uma

amostra de RNA total sem evidéncias de contaminacdo por DNA genémico

ou excesso de sais resultantes dos processos de preservacao e extracao.
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Figura 7 - Interface do software ND-1000® V3.3.0, do espectrofotdmetro
NanoDrop®, representando o resultado de leitura da amostra AH18713007

6.3 AMPLIFICACAO DO RNA TOTAL

6.3.1 Rendimento do RNA referéncia
No primeiro ciclo de amplificagdo, a massa inicial e RNA-referéncia foi
igual a 18ug de RNA total. O rendimento do primeiro ciclo de amplificacéo do

RNA-referéncia € mostrado na Quadro 8.
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Quadro 8 - Rendimento do primeiro ciclo de amplificacdo do RNA referéncia.

Concentracédo de

Massa total de

Tubo Razdo 260/280 | Razéo 260/230 RNA RNA (18 ):
1 2,21 2,79 400 ng/pl 7,2 ug
2 2,27 2,66 1650 ng/pl 29,7 ug
3 2,23 2,69 1373 ng/pl 24,7 ug
4 2,27 2,72 1258 ng/ul 22,6 ug
5 2,23 2,73 1234 ng/ul 22,2 ug

No segundo ciclo de amplificacdo, foram feitas nove reacdes. Em

cada uma delas, a massa inicial de RNA amplificado resultante do primeiro

ciclo foi igual a 800 ng. O Quadro 9 mostra o rendimento destas reagoes.

Quadro 9 - Rendimento do segundo ciclo de amplificacdo do RNA

referéncia.

Tubo Razéo Razéo Concentracéo Total
260/280 260/230 de RNA (28 )

1 2,18 2,67 2678 ng/pl 75 g

2 2,13 2,66 3082 ng/ul 86 ug

3 2,19 2,71 3005 ng/ul 84 ug

4 2,14 2,69 3100 ng/ul 87 ug

5 2,17 2,67 3032 ng/ul 85 ug

6 2,15 2,71 3015 ng/pl 84 ug

7 2,14 2,68 3050 ng/pl 85 ug

8 2,13 2,69 3005 ng/pl 84 ug

9 2,14 2,67 3250 ng/pl 91 pg

Para a utilizacdo do RNA referéncia amplificado, foi feito um pool de

todo o material obtido apos os dois ciclos de amplificagao.
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6.3.2 Rendimento da amplificacdo do RNA total de amostras colhidas
por PAAF

A Figura 8 mostra o espectro de absorbancia de quatro amostras. A
maior parte das amostras apresentou RNA total com alto grau de pureza,
como exemplificado na Figura 8A e 8B. Algumas amostras, no entanto,
apresentaram baixa concentracdo de RNA, assim como a presenca de
contaminantes. Proteinas apresentam um pico de absorbancia no
comprimento de onda de 280 nm e outros contaminantes tais como sais e
compostos organicos apresentam pico de absorbancia em torno de 230 nm.

Amostras de baixa pureza sdo mostradas nas Figuras 8C e 8D.
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Figura 8 - espectro de absorbancia do RNA total de amostras de puncao de
peca cirGrgica extraido com o kit PicoPure®. A) amostra AHF001; B) amostra
AHF004; C) amostra AHF006, D) amostra AHF007. A e B apresentam alto grau de
pureza, conforme pode ser observado pelas raz6es 260/280 e 260/230 altas. Ja C e

D representam amostras com contaminantes.
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E observado que, de acordo com as razes 260/280 e 260/230, o
RNA amplificado tem maior qualidade em relacdo ao RNA total inicial. A
Figura 9 mostra o perfil do RNA da amostra AHO02 em trés momentos: a)
extracdo; b) ap6s um ciclo de amplificacdo; c) apos dois ciclos de
amplificacdo. Entre as amostras do amplificadas nesta série, esta foi a que
apresentou menor rendimento. A amplificacdo partiu de 333 ng de RNA total.
Apods o primeiro ciclo de amplificacdo, a massa gerada foi de 189 ng de RNA
mensageiro. Considerando que cerca de 3% do RNA total é composto por
RNA poli A, houve amplificacdo na ordem de 18 vezes em relagdo & massa
original. Apos o segundo ciclo, o rendimento foi de 121 vezes em relacéo ao
primeiro ciclo e 2300 vezes em relacdo ao RNA mensageiro inicial. Nota-se
que, no caso apresentado, houve um aumento de 1,47 vezes na razdo
260/280 e de 2,08 vezes na razdo 260/230 entre o RNA total e o RNA

amplificado.
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Figura 9 - Perfil do RNA da amostra AHF002. A) apds extracdo; B) apos um
ciclo de amplificacao; C) ap6s dois ciclos de amplificacéo.

A qualidade do RNA amplificado das amostras AHF001 a AHF005
pode ser observada na Figura 10, onde 1 ug de cada amostra foi fracionada
em gel de agarose em condi¢cdes desnaturantes e coradas pelo brometo de

etideo.
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Figura 10 - Analise da qualidade do RNA amplificado através de
fracionamento em gel de agarose. Fracionamento dos aRNAs das amostras
AHFO001 a AHFOO05 apds dois ciclos de amplificacdo em gel de agarose a 1,5 % em
condi¢bes desnaturantes e corados pelo brometo de etideo. Foi utilizado 1 pg de

aRNA de cada amostra.

O Quadro 10 mostra o rendimento de RNA das amostras de

adenoma e carcinoma foliculares ap6s dois ciclos de amplificacao.
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Quadro 10 - Rendimento de RNA das amostras apods dois ciclos de

amplificagéo.
Amostra Diagnostico | RNA total | aRNA apés Razéo Razéo
final (ng) 2 ciclos (ug) 260/280 260/230
AHF004 Adenoma 1292 63,8 2,05 2,47
AHF006* Adenoma 10 15,558 2,45 2,91
AHF012 Adenoma 1096 81,544 2,33 2,88
AHF020 Adenoma 575 129,28 2,31 2,77
AHF021 Adenoma 287,5 86,56 2,33 2,76
AHFO028 Adenoma 900 179 2,17 2,67
AH02947706 Adenoma 931 65,73 1,98 1,66
AH162234007 Adenoma 710 21,24 1,82 1,46
JP10 Adenoma 560 93,12 2,06 2,54
JP20 Adenoma 1288 71,11 2,24 2,77
AHF030 Ca. Folicular 1600 36,25 2,16 2,88
AHF031 Ca. Folicular 2320 81,44 2,19 2,77
AHF32 Ca. Folicular 1710 85,74 2,16 2,76
AHF016 Ca. Folicular 239 89,85 2,29 2,83
AHF019 Ca. Folicular 708 101,65 2,29 2,79
JP14* Ca. Folicular 1784 72,25 2,33 3,2

* Amostras ndo utilizadas na analise final por apresentarem problemas na

hibridizacéo.

marcacao ou

A qualidade do RNA amplificado pode ser observada na Figura 11,

onde 1 pg de cada amostra foi fracionada em gel de agarose em condicdes

desnaturantes e coradas pelo brometo de etideo.
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Figura 11 - Andlise da qualidade do RNA amplificado de amostras poés
cirdrgicas de interesse, através de fracionamento em gel de agarose.
Fracionamento dos aRNAs das amostras pds-cirargicas (RNA total extraido com o
kit PicoPure) ap6s dois ciclos de amplificacdo em gel de agarose a 1,5 % em
condi¢cdes desnaturantes e corados pelo brometo de etideo. Foi utilizado 1 pg de
aRNA de cada amostra. O marcador de peso molecular utilizado é de 100 pares de

bases.

6.4 MARCACAO E HIBRIDIZACAO DAS AMOSTRAS

Devido a problemas na estacao de hibridizagcédo, algumas laminas néo
apresentaram qualidade satisfatoria e foram refeitas. No entanto, ndo houve
RNA suficiente da amostra AHF006, que teve que ser descartada. Foi
necessario o descarte de mais uma amostra, jpl4, pois esta apresentou
baixissima eficiéncia na marcacdo, em diversas tentativas. Apesar de 0s

experimentos na maioria das vezes terem ocorridos de forma satisfatoria,
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enfrentamos alguns problemas, como falha na manutencdo do vacuo dois
dos modulos da estacédo de hibridizacdo que levaram a perda de algumas
laminas, que tiveram que ser refeitas. Algumas laminas também quebraram
dentro do cassete de hibridizacdo no momento do aquecimento e, para
evitar este problema, o cassete de hibridizacao foi fixado na estacdo com um
pouco menos de pressdo de modo a evitar as rachaduras. Para compensar
a menor pressdo exercida sobre a lamina e evitar o comprometimento da
vedacdo da mesma, parte da etiqueta de identificacdo da lamina foi
removida, na regido onde a etiqueta entrava em contato com a borracha de
vedacdo. A remocao desta parte da etiqueta permitiu que a borracha de
vedacdo mantivesse contato direto com o vidro da lamina em toda a sua
extenséo.

ApoOs as hibridizac6es, foi feita a captura e determinacdo dos valores
dos sinais de fluorescéncia dos spots de cada lamina, através do leitor
confocal a laser ScanArray Express® Microarray Scanner e do software
ScanArray Express®. A Figura 12 mostra um exemplo de lamina hibridizada,

apos captura dos sinais fluorescentes e digitalizacdo da imagem.



75

Figura 12 - Imagem da por¢do de uma lamina apés digitalizacédo. Porgdo de
uma lamina de microarranjos apos hibridizacdo e digitalizacdo da imagem,

mostrando cada canal isoladamente e, por ultimo, a sobreposicdo das imagens.

Apos quantificacdo dos spots de uma lamina, o programa fornece
uma tabela contendo todos os valores de sinais fluorescentes gerados pela
lamina. Com estes dados € realizada as etapas posteriores de andlise de

qualidade das hibridizacbes e analises matematicas e estatisticas de

validacéo dos classificadores.

6.5 ANALISE DA QUALIDADE DAS LAMINAS

Na pré-andlise realizada pelo Laboratorio de Bioinformatica do
Hospital do Céancer, foi feito um MM plot para cada par de laminas (cada
amostra com seu swap). A Figura 13 mostra um MM plot gerado para a
amostra G12 mostrando o indice de correlacdo de Pearson para este par de

[aminas.
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MM Graph —~ Pearson Correlation: 0.6888 ph - - Fearson 2078

912647767
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912647767

912885708 912585768

Figura 13 - MM plot da amostra g12, antes e apds a normalizacdo, com 0
respectivo coeficiente de Pearson

Também foi feito um MA plot (Figura 14), onde cada ponto € um spot.
O eixo x corresponde a intensidade do sinal e eixo y corresponde a razao

entre o sinal do canal 1 e do canal 2 (valores em log,).

-10

Figura 14 - MA plot da amostra g12.
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Para avaliar se houve algum viés induzido na deposi¢cao das sondas
durante a confeccdo da lamina, foi feita uma analise da uniformidade dos
spots depositados por cada agulha. Ao total sédo 48 agulhas. Na Figura 15
sdo mostrados os 48 boxplots correspondentes as agulhas. Cada boxplot

representa as amostras depositadas por cada agulha.
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Figura 15 - Anélise da uniformidade dos spots depositados por cada agulha

Boxplot representando a andlise de variagdo de intensidade de sinal segundo a

deposicéo dos clones da lamina por cada agulha. Amostra g12, lamina main.
Conforme mostrado na Figura 16, o grupamento hierarquico ndo €

capaz de separar as amostras de adenoma e carcinoma folicular. Em muitos

casos, o grupamento hierarquico pode permitir a distincdo das amostras,
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mas neste caso parece ndo ser a abordagem adequada. Este dado esta de
acordo com a publicacdo original de STOLF et al. (2006), confirmando que
dados baseados somente na expressdo diferencial ndo sdo capazes de

permitir a distincdo dos tumores, ao menos na plataforma utilizada.

CORRELATION/EUCLIDEAN DISTANCE - COMPLETE

Figura 16 - Dendrograma mostrando o agrupamento das amostras testadas.
Em azul, os adenomas foliculares; vermelho: carcinomas foliculares; verde-claro:

carcinomas papiliferos; amarelo: bocios.
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6.6 ANALISE MATEMATICA E ESTATISTICA DOS DADOS

No trabalho original de STOLF et al. (2006), foram escolhidos 100
trios de genes classificadores, sendo que 14 foram publicados devido a sua
maior capacidade de discriminacdo. Dos 14 trios publicados, dez néo
puderam ser analisados devido a problemas na impressdo dos genes na
nova plataforma. Devido a este problema, foi realizada uma etapa de busca
pelos 100 melhores trios classificadores obtidos no primeiro trabalho na
lamina utilizada neste trabalho. Dos 100 melhores trios do trabalho original,
31 estdo presentes também na lamina confeccionada para este trabalho.
Destes 31 trios, apenas quatro fazem parte do conjunto de trios publicados.

Utilizando os 31 trios encontrados na nova lamina, foi feita a analise
de quais trios possibilitam a melhor distingdo entre as duas patologias em
questéao.

Os genes que compdem cada trio sdo apresentados no Apéndice 3.

Baseado na sensibilidade de cada trio € possivel estabelecer um
ranking dos melhores trios classificadores aqui encontrados (Quadro 11). A
sensibilidade é a fracdo dos que obtiveram resposta positiva no teste entre
agueles que possuem a doenca, medindo a capacidade do teste em
identificar corretamente a doenca entre aqueles que a possuem. A particular
importancia da sensibilidade do teste neste trabalho sera discutida mais

adiante.
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Quadro 11 - Melhores trios classificadores, erros e acertos de cada
classificador.

Trio Total de mostras de Carcinoma |JAmostras de Adenoma
acertos Folicular classificadas |Folicular classificadas
corretamente erroneamente
18 12 5/5 2/9
7 11 5/5 3/9
24 11 5/5 3/9
15 10 5/5 4/9
9 9 5/5 5/9

Quadro 12 — Sensibilidade, especificidade , acuracia e SVD dos melhores
trios classificadores.

Trio |Sensibilidade| Especificidade Acurécia SVD
18 1 0,777778 0,857143 8,127
7 1 0,666667 0,785714 9,9142
24 1 0,666667 0,785714 7,8567
15 1 0,555556 0,714286 8,3951
9 1 0,444444 0,785714 9,1399

A analise ROC (Receiver Operating Characteristic) € uma ferramenta
poderosa para medir e especificar problemas no desempenho do diagnéstico
em medicina. Esta andlise, por meio de um método grafico simples e
robusto, permite estudar a variacdo da sensibilidade e especificidade, para
diferentes valores de corte.

A area abaixo da curva ROC esta associada ao poder discriminante
de um teste diagnéstico.

Geometricamente, a curva ROC é um grafico de pares "X’ e "y”, que

correspondem a (1-especificidade) e a sensibilidade, respectivamente, em

um plano designado por plano ROC unitario. A designacédo de plano ROC
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unitario se deve ao fato de as coordenadas deste grafico representarem

medidas de probabilidade e, por conseguinte, variarem entre zero e um

(BRAGA 2000).
ROC Curve
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Figura 17 - Curva ROC para o Trio 18.

Number of Cases: 14
Number Correct: 12
Accuracy: 85.7%
Sensitivity: 100.0%
Specificity: 77.8%
Pos Cases Missed: 0
Neg Cases Missed: 2

Empiric ROC Area:
0.889

O Quadro 13 contém a comparacdo entre o SVD obtido no trabalho

de Stolf e apdés a validacdo, mostrando que os resultados foram

reprodutiveis, ndo havendo variacao significante do SVD.
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Quadro 13 - Comparacéao entre os resultados obtidos no trabalho de Stolf e

apos a validagao

Trio |Genel [Gene?2 |Gene3 |[SVD SVD acertos |erros
[ldentificacdo [Validacao

18 FUBP1 |GRCC9 |UBE1C [8.2693 8,127 12 2

U SNAI2 |UBE1C |[|SMCR8 [9.6997 09,9142 11 3

24 TRIM2 |POLD3 |[TSHR 7.8567 7,8567 11 3

15 SNAIZ INDRG2 |[|SNAP25 [8.3951 38,3951 10 4

9 PLVAP |MCSP |POMT1 [9.1399 9,1399 9 5

Podemos combinar estes trios de forma a re-classificar as amostras
de carcinoma folicular classificadas como adenoma por outro classificador e
fazer o mesmo com as amostras de adenoma que foram classificadas como
carcinoma folicular.

Com estes dados, é possivel utilizar a estratégia de arvore de
decisdo, que consiste em utilizar sucessivamente mais de uma regra de
discriminacdo (mais de um classificador), aumentando a taxa de acerto do
teste (DUDOIT et al. 2003). A Figura 18 mostra as arvores de decisao

estabelecidas com os melhores trios classificadores:
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Arvore 1

trio 1 =7 (genes SNAI2 / UBE1C / SMCR8)
trio 2 =18 (genes FUBP1/ GRCC9 / UBE1C)

Erra uma amostra: jp20 — Adenoma folicular

Arvore 2

trio 1 =9 (genes PLVAP/ MCSP/ POMT1)
trio 2 =18 (genes FUBP1 / GRCC9 / UBE1C)

Erra uma amostra: AHF12— Adenoma folicular

Figura 18: Arvores de decisio estabelecidas com os melhores

trios classificadores
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7 DISCUSSAO

Entre os tumores de tireoide, o diagnoéstico dos carcinomas foliculares
através da PAAF pré-operatéria € um grande desafio. Para um diagnostico
preciso deste tumor, é necessaria a inspecdo anatomo-patologica de toda a
capsula uma vez que o diagnéstico diferencial para os adenomas foliculares
€ a invasdo capsular. Desta forma, um grande numero de pacientes é
submetido a tireoidectomias desnecessarias.

Através de dados da expressdo génica, nosso grupo utilizou a Analise
Discriminante Linear de Fisher para identificar assinaturas génicas,
construindo trios de genes (chamados de preditores ou classificadores) para
a distincdo entre as lesdes malignas e benignas (trabalho publicado por
STOLF et al. 2006). Na plataforma de 4600 sequéncias expressas utilizada
por Nnosso grupo, as duas patologias ndo séo distinguiveis molecularmente
pela andlise da expressdo global de genes seguida por abordagens de
grupamento (clustering).

Ainda que a distingado baseada no perfil de expressdao de um conjunto
de genes diferencialmente expressos fosse possivel, esta abordagem
pressupde, para cada amostra a ser estudada, a obtengéo dos dados dos
dois grupos de amostras. Este passo é necessario para que se possa

determinar a correlagdo entre cada uma das amostras, 0 que, na rotina

diagnéstica, poderia ser uma impossibilidade (MEIRELES et al. 2004).
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Um dos primeiros estudos relacionados a selecdo de classificadores
com base no perfil de expressdo de um dado conjunto de genes foi o
trabalho de VAN'T VEER et al. (2002). Este grupo identificou uma assinatura
génica, composta de 70 genes que, segundo os dados, indicam a
necessidade de adjuvancia em cancer de mama.

Uma das maiores vantagens da utilizacdo da classificacdo baseada
em assinaturas génicas ao invés do perfil de expressdo comparativa € a
possibilidade de criar um banco de dados contra o qual uma amostra-teste
possa ser classificada (RAMASWAMY et al. 2001). Em outras palavras, uma
vez que a identificacdo de classificadores € a identificacdo de uma regra de
classificacdo, o que torna possivel sua aplicacdo em outro banco de dados,
guando se desejar analisar o comportamento do classificador prévio em
conjunto diferente de dados. Outra vantagem do método utilizado,
(Discriminante Linear de Fisher), € que o mesmo permite a utilizacdo de
normalizadores distintos, porém, permanecendo a capacidade de classificar
(BARRETO 2009). A respeito do problema da determinacdo do numero
suficiente de genes para uma classificacdo acurada, trabalhos mostram que
isto depende da acuracia desejada (ANCONA et al. 2006; ZENG et al. 2008).
ANCONA et al. (2006) apresenta que, na classificacdo de cancer de coélon, a
taxa de erro de um classificador com 16384 genes € de 11% (p= 0,025),
enquanto para um classificador composto por apenas dois genes, esta taxa
é de 16% (p= 0,05), mostrando que € possivel realizar a classificagdo com

base na expressao de um pequeno numero de genes.
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O valor destas assinaturas obtidas de forma experimental
frequentemente se extendem além de sua publicacdo original. Em cancer de
mama, por exemplo, diversas assinaturas génicas, incluindo a Mammaprint e
Oncotype DX vém sendo investigadas para testes diagndosticos comerciais
(ROSS 2009) e sendo entéo validadas em ensaios clinicos em larga escala
(SPARANO e PAIK 2008; CARDOSO et al. 2008).

Um dos mais importantes requisitos para uma maior aceitacdo de um
classificador € a validacdo do desempenho do mesmo em amostras
independentes (FOEKENS et al. 2006).

O problema de um classificador estar adaptado de forma muito
estreita ao conjunto de amostras utilizadas no treinamento (“overfitting”) n&o
€ algo restrito aos dados gerados pela técnica de microarranjos, porém pode
ser especialmente importante devido a alta dimensionalidade deste tipo de
estudo: com um enorme numero de variaveis para grupos de observacdes
muito reduzidos, é possivel obter apenas uma fracdo muito pequena de
elementos de predigdo. Limitar o ndmero de caracteristicas analisadas
diminui a ocorréncia de “overfitting” nas regras de predicdo. A inclusao de
elementos irrelevantes pode também prejudicar substancialmente o
desempenho de alguns classificadores (SONTROP et al. 2009).

Em diversos trabalhos, € possivel encontrar uma regra de predicao tal
gue todas ou quase todas as observacdes a partir dos dados de treinamento
possam ser classificadas corretamente. Entretanto, isto ndo significa que a

regra de predicdo que esteja altamente adaptada aos dados de treinamento
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sera capaz de predizer corretamente novas observacfes independentes.
(BOULESTEIX et al. 2008).

Por este motivo, é de suma importancia que classificadores
moleculares sejam validados em um conjunto de amostras independentes,
que é o proposito deste trabalho. Em outras palavras: a predicdo pode ser
feita de forma confidvel em novos pacientes? Tal pergunta s6 pode ser
respondida com seguranca através de muitos (ou um grande) conjuntos de
validacdo. O restrito nUmero de amostras, especialmente de carcinomas
foliculares, somado a dificuldade de obtencdo de RNA destas amostras,
constituem os principais obstaculos a realizacdo de um estudo em larga
escala em um curto espaco de tempo. No entanto, diante destas dificuldades
e da forma com que foram propostas alternativas, é possivel obter
informacdes importantes para reforcar a validade deste estudo e ajudar no
delineamento de futuros trabalhos de validacdo nos quais a obtencdo de
amostras seja um fator limitante. Um exemplo disto foi o estabelecimento de
colaboracbes para a coleta de amostras em diferentes hospitais, incluindo
um centro internacional. A importante consequéncia destas colaboragoes,
ndo previstas no projeto original, € de que o impacto da acuracia do
classificador na comunidade médica aumenta de acordo com as diferencas
entre o conjunto utilizado na obtencdo dos classificadores e o conjunto
independente utilizado na validagdo. Isto porque € muito mais dificlil
encontrar resultados similares em um conjunto de validacdo cujas amostras
foram coletadas em laboratorios diferentes, em épocas diferentes e

utilizando pacientes de diferentes etnias, condi¢cdes sociais e localizacéo
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geografica, do que em um conjunto de validagcdo mais homogéneo ou entdo
um subconjunto daquele empregado na analise original (FOEKENS et al.
2006).

Outra diferenca importante entre as amostras do trabalho de STOLF
et al. (2006) e o presente trabalho é que aquele utilizou fragmentos dos
nodulos tireoideanos obtidos na peca cirdrgica. O inconveniente do uso
deste tipo de amostra é que ndo ha meios de obté-la antes da cirurgia.
Assim, embora este tipo de amostra seja uma importante fonte para
pesquisa, ndo apresenta aplicabilidade diagndstica pré-cirirgica e néao
promoveria a diminuicdo do numero de tireoidectomias desnecessarias.
Desta forma, &€ necesséario, além de validar os classificadores em um
conjunto de amostras independentes, verificar se estes classificadores
também séo capazes de distinguir amostras coletadas por puncéo aspirativa
por agulha fina (PAAF).

A PAAF é um dos principais métodos diagnosticos de nodulos
tireoideanos, porém a analise citol6gica do material coletado ndo permite a
distingdo entre adenomas e carcinomas foliculares. Fragmentos de tecido e
aspirados tireoideanos fornecem amostras de composicdo diferentes: a
coleta de fragmentos da peca cirargica pode ser direcionada para a por¢cao
de tecido suspeito no interior do nédulo, através de analise macro ou
microscopica; este tipo de amostra concentra um numero maior de células
patolégicas (sejam benignas ou malignas) e apresenta celularidade
satisfatoria. J4 a coleta por punc¢éo aspirativa do nodulo fornece amostras de

baixa celularidade, com presenca de coloide e sangue, dificultando ainda
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mais a obtencdo de RNA em quantidade e qualidade suficientes para
ensaios de microarranjos de cDNA.

Outra dificuldade relacionada a utilizacdo de amostras obtidas por
PAAF é a espera pelo diagnostico final. Na PAAF pré-cirdrgica, ha diversas
possibilidades diagnosticas, sendo que a maioria ndo é constituida de lesdes
foliculares (bocio, Ca papilifero, tireoidite de Hashimoto). Assim, é
necessaria a coleta de um grande niamero de amostras para a obtencéo de
algumas poucas amostras com suspeita de lesdo folicular, que so teréo o
diagnéstico confirmado apds a cirurgia. Na coleta por PAAF pds-cirlrgica, é
mais frequente a obtencdo de uma amostra de interesse, pois sO sao
coletadas amostras com indicacao cirargica por suspeita de carcinoma ou
adenoma foliculares. No entanto, foi constatado que, mesmo as amostras
com suspeita pré-operatoria de lesdo folicular podem tratar-se de outras
patologias, ap6s diagnéstico anatomo-patolégico da peca cirlrgica,
conforme constatado na etapa de coleta de amostras deste trabalho,
evidenciando a dificuldade do diagnéstico pré-operatério das lesbes
foliculares e justificando o desenvolvimento de um método de classificacéo
mais eficaz.

Voltando a analise dos classificadores aqui validados, a escolha do
melhor classificador envolve uma série de fatores. Um critério de deciséo
pelo melhor teste depende, em grande parte, dos beneficios associados aos
resultados corretos e dos “custos” associados aos incorretos. Por exemplo, a
previsdo de uma tempestade que acaba por nao ocorrer (falso positivo) tem

um custo menor em relacdo a falha na previsdo de uma tempestade que
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ocorre (falso negativo) (BRAGA 2000). No contexto do presente trabalho, os
“custos” nao se referem ao significado econbmico, e sim ao sentido de
consequéncia a saude do paciente.

Em um teste diagndstico, ha dois tipos de erro que podem ocorrer na
decisdo: a escolha de uma falha (no sentido de declarar um doente como
sdo) ou a escolha de um falso alarme (declarar uma pessoa sa como
doente). Nossos resultados contém trios classificadores com alta
porcentagem de acertos, porém foram considerados como melhores
classificadores ndo aqueles que classificaram corretamente o0 maior nimero
de amostras, mas aqueles que, também, classificaram as amostras da forma
mais adequada ao problema apresentado. Ao optar por um classificador
para adenomas e carcinomas foliculares, & preferivel optar por um falso
alarme a uma falha, ou seja, optar por "um mal menor’ em termos de
diagnéstico, considerando as consequéncias de cada opcdo. Aqui, é
considerado um “mal menor” diagnosticar um paciente com carcinoma
folicular, quando, na verdade, trata-se de um adenoma, do que classificar
um paciente como portador de uma patologia benigna, quando na verdade
trata-se de uma malignidade que deve abordada de forma mais radical. Em
relacdo as consequéncias de um falso positivo e um falso negativo,
primeiramente deve-se levar em consideracdo que, atualmente, diante de
uma suspeita de adenoma ou carcinoma folicular, o paciente & submetido a
tireoidectomia total para diagnostico pos-operatério. Considerando que a
prevaléncia do carcinoma folicular é relativamente baixa, cerca de 70%

destas tireoidectomias poderiam ser evitadas. Visando reduzir o nimero de
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cirurgias desnecessarias sem comprometer o diagndéstico correto daqueles
que realmente necessitam de tratamento cirargico, € de suma importancia
gue o teste apresente baixo numero de falso-negativos. Em outras palavras,
o teste deve, imprescindivelmente, ter alta sensibilidade.

Um bom teste possui um alto valor para a sensibilidade e para a
especificidade, pois ele identificara corretamente aqueles que tém a doenca
e aqueles que nao tém. No entanto, conforme mencionado anteriormente,
alguns aspectos devem ser levados em consideracdo para ressaltar a
especial importancia da sensibilidade do teste em relacdo a sua
especificidade neste trabalho em particular, no qual ndo foi possivel
encontrar valores ideais de sensibilidade e especificidade em um mesmo trio
classificador. Para nosso melhor trio classificador, a curva ROC mostra uma
sensibilidade de 100% e uma especificidade de 66,7%.

E importante ressaltar que a forma como as assinaturas génicas sio
desenvolvidas ndo prioriza mecanismos biolégicos e ligacBes causais entre
0S genes e a classificacdo do tumor. Enquanto o foco das assinaturas
génicas € a discriminacdo, os aspectos funcionais que resultam em
diferentes fendtipos ndo estdo diretamente acessiveis a partir das
informacgdes provenientes da assinatura génica (HUMMEL et al. 2008). Isto
significa que os genes selecionados como classificadores moleculares néao
estdo, necessariamente, envolvidos nos mecanismos da patogénese da
doenca (SIMON et al. 2003; RANSOHOFF 2005).

Desta forma, até mesmo uma assinatura génica validada de forma

extremamente criteriosa nao ira necessariamente revelar mecanismos da
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patogénese ou novos alvos moleculares. Uma ligacdo de causa entre os
genes dos classificadores e as diferencas na génese das duas patologias
seria muito Util, porém n&o é necessaria a classificacdo molecular (GONEN
2009).

E de suma importancia que os classificadores aqui validados sejam
testados em um conjunto maior de amostras. Devido a dificuldade na
obtencdo dos tipos de amostras necessarias, seria necessaria a realizacéo
de um estudo multicéntrico. Com base na heterogeneidade das amostras,
tanto do conjunto de treinamento como no conjunto de validagéo
independente, poderiam ser coletadas amostras de pacientes de ambos os
sexos, de todas as idades e de nodulos de diferentes tamanhos, ao exemplo
do estudo de FOEKENS et al. (2006). O mesmo trabalho sugere que, como
critérios de exclusdo, devam ser considerados: a realizacdo de terapia
sistémica adjuvante e neoadjuvante, histérico de outra malignidade priméaria
e baixa qualidade do RNA ou da hibridizagcdo. Uma vez que a variabilidade
de dados gerados por diferentes laboratérios € um obstaculo inerente a
técnica de microarranjos de cDNA, seria interessante realizar a andlise de
variancia nos dados de expressdo génica. Pelo mesmo motivo, €
imprescindivel que haja uma padronizacao das técnicas utilizadas e rigorosa
observacédo dos detalhes estabelecidos por tal. Assim é possivel assegurar a
reprodutibilidade requerida para um estudo multicéntrico e, potencialmente,

para a aplicacéo na rotina clinica.
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8 CONCLUSOES

O objetivo geral deste projeto foi atingido com a validagdo dos trios
classificadores capazes de realizar a distingdo entre carcinomas foliculares e
adenomas foliculares da tireoide, cujo diagnostico pré-cirargico ndo pode ser
realizado através das técnicas convencionais devido as semelhancas entre
estas duas patologias.

De acordo com os dados aqui obtidos, o melhor trio classificador foi o
trio numero 18, composto pelos genes FUBP1, GRCC9 e UBELC, seguido
dos trios 7 (SNAI2, UBE1C e SMCRS8) e 24 (TRIM2, POLD3 e TSHR). Com
estes dados, é possivel que, no futuro, possa haver um esfor¢co concentrado
em reunir amostras para avaliacdo destes classificadores em um maior
namero de amostras, visando o estabelecimento de um método diagnostico
gue possa ser implementado na rotina clinica, cuja pratica poderia diminuir
significativamente o niamero de tireoidectomias totais realizadas devido as
patologias aqui descritas.

O protocolo de amplificagédo foi otimizado de modo a amplificar
amostras partindo de massa de RNAtotal inferior a 30ng. Tal fato tem
especial importancia no presente estudo, que empregou amostras de
aspirados tireoideanos, sabidamente de baixa celularidade. O processo de
amplificagdo  proporcionou, inclusive, a utlizaggo de amostras
remanescentes de PAAFs diagndsticas pré-cirdrgicas, coletadas por

lavagem da agulha utilizada com TRIzol®, sem necessidade de puncdes
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extras e sem comprometimento do exame citolégico de rotina. Outra
vantagem da padronizacdo da extracdo e amplificacdo do RNA das
amostras aqui descritas, coletadas por diferentes técnicas, € que isto pode
proporcionar aos pesquisadores uma nova fonte de estudos, uma vez que
diferentes informacfes podem ser obtidas de acordo com a natureza da
amostra utilizada.

Foi estabelecida a metodologia para utilizacdo de laminas
espelhadas, mais sensiveis que as laminas de microarranjos nao-reflexivas.
No entanto, mesmo sendo melhores que as laminas usuais, ambas sofreram
a influéncia do periodo entre a impressao e a hibridizacdo, que foi maior do

gue especificados pelo fabricante.
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Apéndice 1 - Folha de trabalho na coleta por PAAF

Projeto de Extracdo de RNA
PAAF Tireoide

Dr. Luis Fernando Lima Reis
Ana Helena Pagotto
Identificacdo do Paciente:

RGH:

Procedimento:

( )Tireoidectomia Total ( ) Lobo Direito ( )Istmo

Nédulos puncionados:

Localizacéo:
Localizacéo:
Localizacéo:

Localizacéo:

o b~ w N

Localizacéo:

PAAF prévia:

Data:
Topografia:
Tamanho:

Diagnostico:

Data:
Topografia:
Tamanho:

Diagnoéstico

( )Lobo Esquerdo

Numero de Laminas:
Numero de Laminas:
Numero de Laminas:
Numero de Laminas:

NUmero de Laminas:

Contato: 3388-3236 — Laboratério de Gendmica Funcional



Apéndice 2 - Termo de Consentimento Livre e Informado

Vocé esta sendo admitido neste Servico para estabelecer diagndstico
e/ou tratamento de sua lesdo de tireoide. Para fins de diagndstico, fator
progndéstico e/ou como parte do tratamento, podera haver necessidade de
realizarmos remocao de material biolégico relacionado a sua doenca. Esta
remocao podera ser realizada por cirurgia ou por bidpsia da lesdo. Parte
deste material retirado é utilizado para os exames clinicos e/ou laboratoriais,
necessarios para um diagnéstico definitivo.

Para obter um maior conhecimento clinico e cientifico do céncer, o
corpo clinico do Hospital A.C. Camargo (médicos e pesquisadores)
desenvolve pesquisa clinica cientifica. Através desta pesquisa é possivel
conhecer melhor os mecanismos da doenca e, portanto, oferecer novas
possibilidades de diagnostico e tratamento. Grande parte desses trabalhos
de pesquisa requer a utilizacdo de fragmentos de tecidos, necessarios para
a busca de novos genes ou de alteragbes em genes ja conhecidos. Esses
fragmentos de tecidos correspondem ao excedente de material retirado de
pacientes para a realizacao do diagndstico, conforme mencionado acima.

Caso vocé concorde em ceder o excedente do seu material para as
atividades de pesquisa, o fragmento de tecido ou liquido aspirado por agulha
ndo utilizado sera identificado no laboratério por um cédigo formado por
nameros e letras e portanto sua privacidade e identidade serédo preservadas.
A eventual inclusdo dos dados em publicagéo cientifica sera feita de modo a
manter o anonimato do paciente.

E muito importante esclarecer que s6 sera considerado excesso, 0
material restante apds o estabelecimento final de seu diagnostico e que
nenhum fragmento de tecido sera utilizado para atividades de pesquisa
antes do seu diagnéstico definitivo. Concordando com a retirada e 0 uso
deste fragmento excedente, como descrito acima, é necessario esclarecer
que vocé nao terd quaisquer beneficios ou direitos financeiros sobre os

eventuais resultados decorrentes da pesquisa. Caso ndo concorde em doar



o fragmento de bidpsia para pesquisa, sua decisdo ndo influenciara, de
nenhum modo, o seu tratamento.

Vocé recebera uma coépia deste documento e o original sera
arquivado em seu prontuario. Caso vocé tenha questdes a fazer sobre este
acordo ou alguma duavida que nao tenha sido esclarecida pelo seu médico,
por gentileza, entre em contato com o coordenador do Comité de Etica do
Hospital A.C. Camargo, pelo telefone 2189-5083.

NOME DOS PESQUISADORES RESPONSAVEIS PELO PROJETO:
Ana Helena Pagotto, Pés-Graduacéo — Fundacao Antonio Prudente

Dr. Luiz Fernando Lima Reis — Fundacao Antonio Prudente

RG do prontuario médico:
Médico responsavel:
Data:

Nome do(a) paciente ou representante legal

Assinatura



Apéndice 3 - Trios utilizados na validacao independente

Trio 1:

ugc|Hs.334697.2|Hs.334697 GENE=GRCC9 PROTSIM=pir:T26185 likely ortholog
of mouse gene rich cluster, C9 gene

ugc|Hs.332633.3|Hs.332633 GENE=BBS2 PROTSIM=ref:NP_501325.1 Bardet-
Biedl syndrome 2

ugc|Hs.433574.5|Hs.433574 GENE= PROTSIM= Homo sapiens cDNA FLJ32493
fis, clone SKNSH2000051.

SVD: 11.5424

Numero de acertos: 7

Amostras 340 477 go4 gl12 g20 g21 g28 jpl0 jp20 gl6 gl19 g30 g3l g32
Patologista A A A A A A A A A CF CF CF CF CF
LDA 2 2 1 2 1 1 1 2 2 2 2 1 1 2
Teste FALSE FALSE TRUE FALSE TRUE TRUE TRUE FALSE FALSE TRUE TRUE FALSE FALSE TRUE

Trio 2:

ugc|Hs.154320.5|Hs.154320 GENE=UBE1C PROTSIM=ref:NP_568370.1 ubiquitin-
activating enzyme E1C (UBA3 homolog, yeast)

ugc|Hs.11123.1|Hs.11123 GENE=DKFZP564G092 PROTSIM=ref:NP_490834.1
DKFZP564G092 protein

ugc|Hs.334576.1|Hs.334576 GENE=SMCR8 PROTSIM= Smith-Magenis syndrome
chromosome region, candidate 8

SVD: 13.3317

Ndmero de acertos: 9

Amostras 340 477 go4 gl2 g20 g21 @28 jpl0 jp20 gl6 @19 930 g31 g32
Patologista A A A A A A A A A CF CF CF CF CF
LDA 1 2 2 1 1 1 1 1 2 2 1 1 2 2
Teste TRUE FALSE FALSE TRUE TRUE TRUE TRUE TRUE FALSE TRUE FALSE FALSE TRUE TRUE



Trio 3:

ugc|Hs.334697.2|Hs.334697 GENE=GRCC9 PROTSIM=pir:T26185 likely ortholog
of mouse gene rich cluster, C9 gene

ugc|Hs.21104.4|Hs.21104 GENE=KIAA1463 PROTSIM=pir:T34061 KIAA1463
protein

ugc|Hs.296842.7|Hs.296842 GENE=MYH10 PROTSIM=ref:NP_175858.1 myosin,
heavy polypeptide 10, non-muscle

SVD: 11.0657

NuUmero de acertos: 8

Amostras 340 477 904 gl2 g20 921 g28 jpl0 jp20  gl6 919 g30 g31 g32
Patologista A A A A A A A A A CF CF CF CF CF
LDA 1 1 1 1 1 2 1 2 2 1 2 2 1 1
Teste TRUE TRUE TRUE TRUE TRUE FALSE TRUE FALSE FALSE FALSE TRUE TRUE FALSE FALSE

Trio 4:

ugc|Hs.321497.1|Hs.321497 GENE= PROTSIM=ref:NP_060312.1 Homo sapiens
cDNA FLJ31347 fis, clone MESAN2000023.

ugc|Hs.321579.4|Hs.321579 GENE=SLC5A6 PROTSIM=pir:T28017 solute carrier
family 5 (sodium-dependent vitamin transporter), member 6

ugc|Hs.159237.2|Hs.159237 GENE=HK3 PROTSIM=ref:NP_175220.1 hexokinase
3 (white cell)

SVD: 11.0423

Ndmero de acertos: 8

Amostras 340 477 904 gl12 920 g21 g28 jpl0 jp20 gl6 gl9 g30 g31 g32
Patologista A A A A A A A A A CF CF CF CF CF
LDA 1 2 1 2 1 2 1 1 2 2 1 2 1 2
Teste TRUE FALSE TRUE FALSE TRUE FALSE TRUE TRUE FALSE TRUE FALSE TRUE FALSE TRUE



Trio 5:

ugc|Hs.334697.2|Hs.334697 GENE=GRCC9 PROTSIM=pir:T26185 likely ortholog
of mouse gene rich cluster, C9 gene

ugc|Hs.131180.3|Hs.131180 GENE=C11orf17 PROTSIM=ref:NP_065693.1
chromosome 11 open reading frame 17

ugc|Hs.332633.3|Hs.332633 GENE=BBS2 PROTSIM=ref:NP_501325.1 Bardet-
Biedl syndrome 2

SVD: 10.3439

NuUmero de acertos: 8

Amostras 340 477 g04 gl2 920 g21 g28 jpl0 jp20 gl6 g19 g30 @31 g32
Patologista A A A A A A A A A CF CF CF CF CF

LDA 2 2 1 1 1 2 1 2 2 2 2 2 1 2
Teste FALSE FALSE TRUE TRUE TRUE FALSE TRUE FALSE FALSE TRUE TRUE TRUE FALSE TRUE
Trio 6:

ugc|Hs.132136.2|Hs.132136 GENE=SLC4A8 PROTSIM=ref:NP_182238.1 solute
carrier family 4, sodium bicarbonate cotransporter, member 8

ugc|Hs.24879.1|Hs.24879 GENE=PPAP2C PROTSIM=ref:NP_565255.1
phosphatidic acid phosphatase type 2C

ugc|Hs.321579.4|Hs.321579 GENE=SLC5A6 PROTSIM=pir:T28017 solute carrier
family 5 (sodium-dependent vitamin transporter), member 6

SVvD: 9.7787

NuUmero de acertos: 5

Amostras 340 477 go4 gl2 920 921 g28 jpl0 jp20 gl6 919 g30 931 @32
Patologista A A A A A A A A A CF CF CF CF CF
LDA 2 2 1 1 2 2 1 2 2 1 1 1 2 2
Teste FALSE FALSE TRUE TRUE FALSE FALSE TRUE FALSE FALSE FALSE FALSE FALSE TRUE TRUE



Trio 7:

ugc|Hs.93005.1|Hs.93005 GENE=SNAI2 PROTSIM=ref:NP_492338.1 snail
homolog 2 (Drosophila)

ugc|Hs.154320.5|Hs.154320 GENE=UBE1C PROTSIM=ref:NP_568370.1 ubiquitin-
activating enzyme E1C (UBA3 homolog, yeast)

ugc|Hs.334576.1|Hs.334576 GENE=SMCR8 PROTSIM= Smith-Magenis syndrome
chromosome region, candidate 8

SVD: 9.9142

NuUmero de acertos: 11

Amostras 340 477 g04 gl2 g20 g21 g28 jpl0 jp20 gl6 g19 g30 g31 @32
Patologista A A A A A A A A A CF CF CF CF CF
LDA 2 2 1 1 1 1 1 1 2 2 2 2 2 2
Teste FALSE FALSE TRUE TRUE TRUE TRUE TRUE TRUE FALSE TRUE TRUE TRUE TRUE TRUE

Trio 8:

ugc|Hs.72660.4|Hs.72660 GENE=PTDSR PROTSIM=ref:NP_177951.1
phosphatidylserine receptor

ugc|Hs.24950.6|Hs.24950 GENE=RGS5 PROTSIM=sp:P34295 regulator of G-
protein signalling 5

ugc|Hs.321579.4|Hs.321579 GENE=SLC5A6 PROTSIM=pir:T28017 solute carrier
family 5 (sodium-dependent vitamin transporter), member 6

SVD: 9.4584

Ndmero de acertos: 6

Amostras 340 477 904 912 920 g21 g28 jpl0  jp20  gl6 g19 930 @31 @32
Patologista A A A A A A A A A CF CF CF CF CF
LDA 2 2 2 2 1 1 2 1 2 1 1 2 2 2
Teste FALSE FALSE FALSE FALSE TRUE TRUE FALSE TRUE FALSE FALSE FALSE TRUE TRUE TRUE



Trio 9:

ugc|Hs.107125.2|Hs.107125 GENE=PLVAP PROTSIM=pir:T31611 plasmalemma
vesicle associated protein

ugc|Hs.111850.2|Hs.111850 GENE=MCSP PROTSIM=ref:NP_508659.1
mitochondrial capsule selenoprotein

ugc|Hs.99654.10|Hs.99654 GENE=POMT1 PROTSIM=ref:NP_524025.1 protein-O-
mannosyltransferase 1

SVD: 9.1399

NuUmero de acertos: 9

Amostras 340 477 904 912 g20 g21 28 jpl0 jp20 gl6 g19 @30 g31 @g32
Patologista A A A A A A A A A CF CF CF CF CF

LDA 2 2 2 2 1 1 1 2 1 2 2 2 2 2
Teste FALSE FALSE FALSE FALSE TRUE TRUE TRUE FALSE TRUE TRUE TRUE TRUE TRUE TRUE
Trio 10:

ugc|Hs.243960.6|Hs.243960 GENE=NDRG2 PROTSIM=pir:T48538 NDRG family
member 2

ugc|Hs.154978.4|Hs.154978 GENE=FOE PROTSIM=pir:T29661 friend of EBNA2

ugc|Hs.24950.6|Hs.24950 GENE=RGS5 PROTSIM=sp:P34295 regulator of G-
protein signalling 5

SVvD: 8.9112

NuUmero de acertos: 8

Amostras 340 477 go4 gl2 920 g21 g28 jpl0 jp20 gl6 919 g30 g31 932
Patologista A A A A A A A A A CF CF CF CF CF
LDA 2 2 2 1 1 1 1 1 1 1 2 2 1 1
Teste FALSE FALSE FALSE TRUE TRUE TRUE TRUE TRUE TRUE FALSE TRUE TRUE FALSE FALSE



Trio 11:

ugc|Hs.33829.1|Hs.33829 GENE=BHLHB3 PROTSIM=pir:T22341 basic helix-
loop-helix domain containing, class B, 3

ugc|Hs.58382.1|Hs.58382 GENE=FLJ11101 PROTSIM=ref:NP_504829.1
hypothetical protein FLJ11101

ugc|Hs.182528.5|Hs.182528 GENE=ZNF263 PROTSIM=ref:NP_477243.1 zinc
finger protein 263

SVD: 8.7094

Numero de acertos: 7

Amostras 340 477 go4 gl2 g20 g21 g28 jpl0 jp20 gl6 g19 g30 g3l g32
Patologista A A A A A A A A A CF CF CF CF CF
LDA 1 2 2 2 1 1 1 2 2 2 2 2 1 1
Teste TRUE FALSE FALSE FALSE TRUE TRUE TRUE FALSE FALSE TRUE TRUE TRUE FALSE FALSE

Trio 12:

ugc|Hs.112743.1|Hs.112743 GENE=SYCP1 PROTSIM=ref:NP_198994.1
synaptonemal complex protein 1

ugc|Hs.11039.6|Hs.11039 GENE=MEP50 PROTSIM=pir:T06120 MEP50 protein

ugc|Hs.7089.4|Hs.7089 GENE=INSIG2 PROTSIM=ref:NP_005533.1 insulin
induced gene 2

SVD: 8.6048

NuUmero de acertos: 8

Amostras 340 477 g04 gl2 g20 g21 928 jpl0 jp20 gl6 gl9 g30 g31 @32
Patologista A A A A A A A A A CF CF CF CF CF
LDA 2 2 1 1 1 2 1 2 2 1 2 2 2 2
Teste FALSE FALSE TRUE TRUE TRUE FALSE TRUE FALSE FALSE FALSE TRUE TRUE TRUE TRUE



Trio 13:
ugc|Hs.70823.4|Hs.70823 GENE=SULF1 PROTSIM=ref:NP_508560.1 sulfatase 1

ugc|Hs.278507.1|Hs.278507 GENE=HARSL PROTSIM=ref:NP_186925.1 histidyl-
tRNA synthetase-like

ugc|Hs.433559.1|Hs.433559 GENE=PSMD10 PROTSIM=ref:NP_178442.1
proteasome (prosome, macropain) 26S subunit, non-ATPase, 10

SVD: 8.5759

NuUmero de acertos: 8

Amostras 340 477 904 gl2 g20 g21 928 jpl0  jp20 916 919 g30 931 @32
Patologista A A A A A A A A A CF CF CF CF CF
LDA 1 1 2 1 1 2 2 1 2 1 2 2 2 1
Teste TRUE TRUE FALSE TRUE TRUE FALSE FALSE TRUE FALSE FALSE TRUE TRUE TRUE FALSE

Trio 14:

ugc|Hs.194728.1|Hs.194728 GENE=H6PD PROTSIM=ref:NP_173838.1 hexose-6-
phosphate dehydrogenase (glucose 1-dehydrogenase)

ugc|Hs.215725.1|Hs.215725 GENE=FLJ25429 PROTSIM= hypothetical protein
FLJ25429

ugc|Hs.154978.4|Hs.154978 GENE=FOE PROTSIM=pir:T29661 friend of EBNA2
SVD: 8.5494

NuUmero de acertos: 9

Amostras 340 477 g04 gl2 g20 921 @g28 jpl0 jp20 gl6 gl9 g30 g31 g32
Patologista A A A A A A A A A CF CF CF CF CF
LDA 1 2 1 1 1 1 1 2 1 1 2 1 2 1
Teste TRUE FALSE TRUE TRUE TRUE TRUE TRUE FALSE TRUE FALSE TRUE FALSE TRUE FALSE

Trio 15:



ugc|Hs.93005.1|Hs.93005 GENE=SNAI2 PROTSIM=ref:NP_492338.1 snail
homolog 2 (Drosophila)

ugc|Hs.243960.6|Hs.243960 GENE=NDRG2 PROTSIM=pir:T48538 NDRG family
member 2

ugc|Hs.84389.10|Hs.84389 GENE=SNAP25 PROTSIM=ref:NP_172842.1
synaptosomal-associated protein, 25kDa

SVD: 8.3951

Numero de acertos: 10

Amostras 340 477 904  gl2 920 g21 g28 jpl0 jp20 gl6 919 g30 g31 @32
Patologista A A A A A A A A A CF CF CF CF CF
LDA 2 1 1 2 1 2 1 1 2 2 2 2 2 2
Teste FALSE TRUE TRUE FALSE TRUE FALSE TRUE TRUE FALSE TRUE TRUE TRUE TRUE TRUE

Trio 16:

ugc|Hs.5212.9|Hs.5212 GENE=SMUG1 PROTSIM=ref:NP_055126.1 single-strand
selective monofunctional uracil DNA glycosylase

ugc|Hs.2437.2|Hs.2437 GENE=EIF2B5 PROTSIM=pir:T00478 eukaryotic
translation initiation factor 2B, subunit 5 epsilon, 82kDa

ugc|Hs.332633.3|Hs.332633 GENE=BBS2 PROTSIM=ref:NP_501325.1 Bardet-
Biedl syndrome 2

SVD: 8.3841

Numero de acertos: 6

Amostras 340 477 go4 gl2 920 g21 g28 jpl0 jp20 gl6 g19 @30 g31 932
Patologista A A A A A A A A A CF CF CF CF CF
LDA 2 2 1 2 1 1 1 2 2 2 2 1 1 1
Teste FALSE FALSE TRUE FALSE TRUE TRUE TRUE FALSE FALSE TRUE TRUE FALSE FALSE FALSE

Trio 17:



ugc|Hs.14912.2|Hs.14912 GENE=KIAA0286 PROTSIM=pir:T16022 KIAA0286
protein

ugc|Hs.251383.1|Hs.251383 GENE=CHST4 PROTSIM=ref:NP_005760.1
carbohydrate (N-acetylglucosamine 6-O) sulfotransferase 4

ugc|Hs.335918.5|Hs.335918 GENE=FDPS PROTSIM=sp:Q43315 farnesyl
diphosphate synthase (farnesyl pyrophosphate synthetase,
dimethylallyltranstransferase, geranyltranstransferase)

SVD: 7.1195

NuUmero de acertos: 5

Amostras 340 477 go4 912 920 921 g28 jpl0  jp20 gl16 g19 g30 g31 932
Patologista A A A A A A A A A CF CF CF CF CF
LDA 1 2 2 2 2 1 2 2 1 2 1 2 1 1
Teste TRUE FALSE FALSE FALSE FALSE TRUE FALSE FALSE TRUE TRUE FALSE TRUE FALSE FALSE

Trio 18:

ugc|Hs.118962.7|Hs.118962 GENE=FUBP1 PROTSIM=ref:NP_180167.1 far
upstream element (FUSE) binding protein 1

ugc|Hs.334697.2|Hs.334697 GENE=GRCC9 PROTSIM=pir:T26185 likely ortholog
of mouse gene rich cluster, C9 gene

ugc|Hs.154320.5|Hs.154320 GENE=UBE1C PROTSIM=ref:NP_568370.1 ubiquitin-
activating enzyme E1C (UBA3 homolog, yeast)

SVvD: 8.127

NUmero de acertos: 12

Amostras 340 477 904 gl2 g20 g21 g28 jpl0 jp20 gl6 g19 @30 g31 @32
Patologista A A A A A A A A A CF CF CF CF CF
LDA 1 1 1 2 1 1 1 1 2 2 2 2 2 2
Teste TRUE TRUE TRUE FALSE TRUE TRUE TRUE TRUE FALSE TRUE TRUE TRUE TRUE TRUE

Trio 19:



ugc|Hs.13872.7|Hs.13872 GENE=C17 PROTSIM=ref:NP_061129.1 cytokine-like
protein C17

ugc|Hs.119129.8|Hs.119129 GENE=COL4A1 PROTSIM=ref:NP_510664.1
collagen, type 1V, alpha 1

ugc|Hs.334576.1|Hs.334576 GENE=SMCR8 PROTSIM= Smith-Magenis syndrome
chromosome region, candidate 8

SVD: 7.7746

NUmero de acertos: 7

Amostras 340 477 go4 gl2 g20 g21 g28 jpl0 jp20 gl6 919 g30 931 g32
Patologista A A A A A A A A A CF CF CF CF CF
LDA 2 2 2 1 2 1 1 1 2 1 2 2 1 2
Teste FALSE FALSE FALSE TRUE FALSE TRUE TRUE TRUE FALSE FALSE TRUE TRUE FALSE TRUE

Trio 20:

ugc|Hs.8361.2|Hs.8361 GENE=E21G4 PROTSIM=pir:T46070 hypothetical protein,
estradiol-induced

ugc|Hs.93605.3|Hs.93605 GENE=LZTS1 PROTSIM=pir:T47424 leucine zipper,
putative tumor suppressor 1

ugc|Hs.5894.5|Hs.5894 GENE=FLJ10305 PROTSIM=ref:NP_565275.1 hypothetical
protein FLJ10305

SVD: 8.0243

NuUmero de acertos: 9

Amostras 340 477 904 912 920 g21 g28 jpl0 jp20 gl6 gl9 @30 g31 g32
Patologista A A A A A A A A A CF CF CF CF CF
LDA 1 2 2 2 1 1 1 2 1 2 2 1 2 2
Teste TRUE FALSE FALSE FALSE TRUE TRUE TRUE FALSE TRUE TRUE TRUE FALSE TRUE TRUE

Trio 21:



ugc|Hs.343551.1|Hs.343551 GENE=FLJ22584 PROTSIM=ref:NP_195462.1
hypothetical protein FLJ22584

ugc|Hs.194728.1|Hs.194728 GENE=H6PD PROTSIM=ref:NP_173838.1 hexose-6-
phosphate dehydrogenase (glucose 1-dehydrogenase)

ugc|Hs.321579.4|Hs.321579 GENE=SLC5A6 PROTSIM=pir:T28017 solute carrier
family 5 (sodium-dependent vitamin transporter), member 6

SVD: 8.0055

NUmero de acertos: 7

Amostras 340 477 go4 912 920 g21 g28 jpl0 jp20 gl16 919 g30 g3l g32
Patologista A A A A A A A A A CF CF CF CF CF
LDA 1 2 2 2 1 2 1 1 2 1 1 2 2 2
Teste TRUE FALSE FALSE FALSE TRUE FALSE TRUE TRUE FALSE FALSE FALSE TRUE TRUE TRUE

Trio 22:

ugc|Hs.77929.5|Hs.77929 GENE=ERCC3 PROTSIM=ref:NP_568591.1 excision
repair cross-complementing rodent repair deficiency, complementation group 3
(xeroderma pigmentosum group B complementing)

ugc|Hs.251383.1|Hs.251383 GENE=CHST4 PROTSIM=ref:NP_005760.1
carbohydrate (N-acetylglucosamine 6-O) sulfotransferase 4

ugc|Hs.149957.4|Hs.149957 GENE=RPS6KA1 PROTSIM=ref:NP_187484.1
ribosomal protein S6 kinase, 90kDa, polypeptide 1

SVD: 6.5554

Ndmero de acertos: 9

Amostras 340 477 904 gl2 g20 g21 g28 jpl0 jp20 gl6 g19 930 g31 932
Patologista A A A A A A A A A CF CF CF CF CF
LDA 2 2 1 2 1 1 1 1 1 2 1 2 1 2
Teste FALSE FALSE TRUE FALSE TRUE TRUE TRUE TRUE TRUE TRUE FALSE TRUE FALSE TRUE

Trio 23:



ugc|Hs.18759.3|Hs.18759 GENE=C210rf108 PROTSIM=pir:T04824 chromosome
21 open reading frame 108

ugc|Hs.168073.1|Hs.168073 GENE=C200rf188 PROTSIM=ref:NP_056453.1
chromosome 20 open reading frame 188

ugc|Hs.9605.1|Hs.9605 GENE=CPSF5 PROTSIM=ref:NP_194285.1 cleavage and
polyadenylation specific factor 5, 25 kDa

SVD: 7.8572

NUmero de acertos: 8

Amostras 340 477 904 912 920 g21 928 jpl0 jp20 gl6 gl9 @30 g31 g32
Patologista A A A A A A A A A CF CF CF CF CF
LDA 1 1 2 2 1 1 2 1 2 2 2 1 1 2
Teste TRUE TRUE FALSE FALSE TRUE TRUE FALSE TRUE FALSE TRUE TRUE FALSE FALSE TRUE

Trio 24:

ugc|Hs.12372.3|Hs.12372 GENE=TRIM2 PROTSIM=pir:S44890 tripartite motif-
containing 2

ugc|Hs.82502.2|Hs.82502 GENE=POLD3 PROTSIM=pir:T34036 polymerase (DNA
directed), delta 3

ugc|Hs.123078.2|Hs.123078 GENE=TSHR PROTSIM=pir:T20123 thyroid
stimulating hormone receptor

SVD: 7.8567

NuUmero de acertos: 11

Amostras 340 477 go4 gl2 920 g21 g28 jpl0 jp20 gl6 gl9 930 @g31 @32
Patologista A A A A A A A A A CF CF CF CF CF
LDA 1 2 1 2 1 1 1 1 2 2 2 2 2 2
Teste TRUE FALSE TRUE FALSE TRUE TRUE TRUE TRUE FALSE TRUE TRUE TRUE TRUE TRUE

Trio 25:



ugc|Hs.379090.1|Hs.379090 GENE= PROTSIM=sp:Q13491 Homo sapiens cONA
FLJ38338 fis, clone FCBBF3027104, highly similar to Mus musculus proteolipid
M6B isoform alpha-beta-TMD-omega (M6B) mRNA.

ugc|Hs.11039.6|Hs.11039 GENE=MEP50 PROTSIM=pir:T06120 MEP50 protein

ugc|Hs.89472.1|Hs.89472 GENE=AGTR1 PROTSIM=pir:JC7319 angiotensin Il
receptor, type 1

SVD: 7.8165

NUmero de acertos: 9

Amostras 340 477 g04 gl2 920 921 g28 jpl0 jp20 gl6 919 g30 g31 g32
Patologista A A A A A A A A A CF CF CF CF CF
LDA 1 2 1 1 1 2 1 2 2 2 2 1 2 2
Teste TRUE FALSE TRUE TRUE TRUE FALSE TRUE FALSE FALSE TRUE TRUE FALSE TRUE TRUE

Trio 26:

ugc|Hs.94761.2|Hs.94761 GENE=KIAA1691 PROTSIM=ref:NP_174461.1
KIAA1691 protein

ugc|Hs.183105.1|Hs.183105 GENE=STRN3 PROTSIM=pir:T46032 striatin,
calmodulin binding protein 3

ugc|Hs.24879.1|Hs.24879 GENE=PPAP2C PROTSIM=ref:NP_565255.1
phosphatidic acid phosphatase type 2C

SVD: 7.4962

NuUmero de acertos: 4

Amostras 340 477 904 gl2 920 921 928 jpl0 jp20 gl6 919 @30 g31 932
Patologista A A A A A A A A A CF CF CF CF CF
LDA 2 1 1 2 2 2 1 2 2 1 2 1 1 1
Teste FALSE TRUE TRUE FALSE FALSE FALSE TRUE FALSE FALSE FALSE TRUE FALSE FALSE FALSE

Trio 27:



ugc|Hs.24879.1|Hs.24879 GENE=PPAP2C PROTSIM=ref:NP_565255.1
phosphatidic acid phosphatase type 2C

ugc|Hs.134342.1|Hs.134342 GENE=LANCL2 PROTSIM=ref:NP_175700.1 LanC
lantibiotic synthetase component C-like 2 (bacterial)

ugc|Hs.8663.1|Hs.8663 GENE=KIAA0321 PROTSIM=pir:T49237 KIAA0321
protein

SVD: 7.4273

NUmero de acertos: 6

Amostras 340 477 904 gl2 920 g21 g28 jpl0 jp20 gl6 g19 g30 931 g32
Patologista A A A A A A A A A CF CF CF CF CF
LDA 2 2 1 1 2 1 1 2 2 2 2 1 1 1
Teste FALSE FALSE TRUE TRUE FALSE TRUE TRUE FALSE FALSE TRUE TRUE FALSE FALSE FALSE

Trio 28:

ugc|Hs.13872.7|Hs.13872 GENE=C17 PROTSIM=ref:NP_061129.1 cytokine-like
protein C17

ugc|Hs.406790.2|Hs.406790 GENE= PROTSIM= Homo sapiens mRNA full length
insert cDNA clone EUROIMAGE 2005635.

ugc|Hs.193143.3|Hs.193143 GENE=KIAA1069 PROTSIM=ref:NP_568881.1
KIAA1069 protein

SVD: 7.1723

NuUmero de acertos: 9

Amostras 340 477 904 gl2 920 g21 g28 jpl0 jp20 gl6 919 @g30 g31 @32
Patologista A A A A A A A A A CF CF CF CF CF
LDA 1 2 2 1 1 1 1 2 2 1 2 2 2 2
Teste TRUE FALSE FALSE TRUE TRUE TRUE TRUE FALSE FALSE FALSE TRUE TRUE TRUE TRUE

Trio 29:



ugc|Hs.103915.1|Hs.103915 GENE=KIAA0346 PROTSIM=ref:NP_509450.1
KIAAQ0346 protein

ugc|Hs.268281.2|Hs.268281 GENE=CRNKL1 PROTSIM=ref:NP_199411.1 Crn,
crooked neck-like 1 (Drosophila)

ugc|Hs.335918.5|Hs.335918 GENE=FDPS PROTSIM=sp:Q43315 farnesyl
diphosphate synthase (farnesyl pyrophosphate synthetase,
dimethylallyltranstransferase, geranyltranstransferase)

SVD: 7.1054

NuUmero de acertos: 4

Amostras 340 477 go4 gl2 920 921 Q28 jpl0  jp20  g16 919 930 g31 932
Patologista A A A A A A A A A CF CF CF CF CF
LDA 1 2 1 2 2 1 2 2 2 1 1 2 1 1
Teste TRUE FALSE TRUE FALSE FALSE TRUE FALSE FALSE FALSE FALSE FALSE TRUE FALSE FALSE

Trio 30:

ugc|Hs.44208.2|Hs.44208 GENE=FLJ23153 PROTSIM=sp:Q9UHES likely ortholog
of mouse tumor necrosis-alpha-induced adipose-related protein

ugc|Hs.103291.5|Hs.103291 GENE=NRN1 PROTSIM=ref:NP_057672.1 neuritin 1

ugc|Hs.406790.2|Hs.406790 GENE= PROTSIM= Homo sapiens mRNA full length
insert cONA clone EUROIMAGE 2005635.

SVD: 7.0533

NuUmero de acertos: 9

Amostras 340 477 g04 gl2 g20 921 @g28 jpl0 jp20 gl6 gl9 930 @31 932
Patologista A A A A A A A A A CF CF CF CF CF
LDA 2 2 1 1 1 1 1 2 2 2 2 2 1 2
Teste FALSE FALSE TRUE TRUE TRUE TRUE TRUE FALSE FALSE TRUE TRUE TRUE FALSE TRUE

Trio 31:



ugc|Hs.99962.5|Hs.99962 GENE=PRG2 PROTSIM=ref:NP_501369.1 proteoglycan
2, bone marrow (natural killer cell activator, eosinophil granule major basic protein)

ugc|Hs.288658.2|Hs.288658 GENE=ZNF35 PROTSIM=ref:NP_477243.1 zinc
finger protein 35 (clone HF.10)

ugc|Hs.124969.1|Hs.124969 GENE= PROTSIM=pir:T45715 Homo sapiens clone
24707 mRNA sequence

SVD: 6.7023

NUmero de acertos: 7

Amostras 340 477 go4 gl2 g20 921 g28 jpl0 jp20 gl6 gl19 g30 g3l g32
Patologista A A A A A A A A A CF CF CF CF CF
LDA 2 2 2 1 1 2 1 1 2 2 1 2 1 2
Teste FALSE FALSE FALSE TRUE TRUE FALSE TRUE TRUE FALSE TRUE FALSE TRUE FALSE TRUE



