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Resumo: As neoplasias tireoidianas sao o principal tipo de malignidade enddcrina,
sendo atualmente consideradas um problema de saude publica com aumento
constante em sua incidéncia nos ultimos anos. A descoberta de marcadores
moleculares que possam ser aplicados na rotina clinica em conjunto com a biopsia
por aspiracao com agulha fina (PAAF) pode propiciar um diagndstico mais preciso e
consequentemente um tratamento mais eficiente para o paciente. O objetivo desse
estudo foi avaliar se o gene SERPINA1 pode ser considerado um marcador
diagnostico em carcinomas de tireoide. Foi realizada a analise de expresséo génica
pela RT-gPCR, em 32 amostras de tecido tireoidiano, sendo 13 bdcios, 11 carcinomas
papiliferos, quatro carcinomas foliculares e quatro tecidos ndao tumorais de tireoide. A
expressdo aumentada do gene SERPINA1 foi observada nas amostras de carcinoma
papilifero em comparagdo com amostras de bocio (P=0.0319) e com as amostras de
carcinoma folicular (P=0.0430). Nao foi observada expressao diferencial significativa
entre amostras de carcinoma folicular com as amostras de bocio (P= 0.5329). Os
resultados da analise de expressao génica sugerem que o gene SERPINA1 pode ser
considerado um marcador diagnéstico em carcinomas papiliferos de tireoide.

Palavras-chave: Carcinoma da tireoide. Diagnéstico. Marcador molecular. Expressao
génica. SERPINA1.

Abstract: Thyroid neoplasms are the main type of endocrine malignancy and are
currently considered a public health problem with a steady increase in their incidence
in recent years. The discovery of molecular markers that can be applied in the clinical
routine in conjunction with biopsy by fine needle aspiration (FNAP) can provide a more
accurate diagnosis and, consequently, a more efficient treatment for the patient. The
aim of this study was to evaluate whether the SERPINA1 gene can be considered a
diagnostic marker in thyroid carcinomas. Gene expression analysis by RT-gPCR was
performed on 32 samples of thyroid tissue, with 13 goiters, 11 papillary carcinomas,
four follicular carcinomas, and four non-tumor thyroid tissues. Increased expression of
the SERPINA1 gene was observed in papillary carcinoma samples compared with
goiter samples (P = 0.0319) and with follicular carcinoma samples (P = 0.0430). No
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significant differential expression was observed between follicular carcinoma samples
with goiter samples (P = 0.5329). The results of the gene expression analysis suggest
that the SERPINA1 gene can be considered a diagnostic marker in papillary thyroid
carcinomas.

Keywords: Thyroid carcinoma. Diagnosis. Molecular markers. Gene expression.
SERPINAA1.
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1 INTRODUGAO

A neuralgia, sintoma mais comum em pacientes acometidos por Herpes zoster
(HZ), O céancer de tireoide € a mais prevalente neoplasia enddcrina, acometendo
principalmente mulheres na faixa etaria de 20 a 60 anos. No Brasil, essa malignidade
€ atualmente a oitava mais incidente (GOMES et al., 2011; INCA, 2018, PANEBIANCO
et al., 2019), sendo o quinto mais frequente em mulheres (INCA, 2020).

O carcinoma papilifero de tireoide (CPT) é o tipo mais prevalente em
comparagao as outras lesbes (PARK; YOON, 2019), abrangendo de 80 a 90% de
todas as malignidades que acometem a glandula da tireoide (INCA, 2018). A clinica
do CPT é lenta e assintomatica, apresentando evolugao gradual e um bom progndstico
com alta taxa de sobrevida (COELI et al., 2005; LIN; HSUEH; HUANG, 2011).
Contudo, o CPT pode apresentar invasao capsular, o que pode favorecer a progressao
do tumor e metastase em linfonodos regionais (COELI et al., 2005; LIN; HSUEH;
HUANG, 2011; KATOH et al., 2015; PAN et al., 2017; KURE; WADA; NAITO, 2019).
Embora o cancer de tireoide tenha um bom prognéstico quando comparado a outras
patologias, ainda existem diagnosticos inconclusivos obtidos pelas analises
clinicopatoldgicas aplicadas na rotina.

Dentro os métodos utilizados para a detecgcdo e diagndstico tumoral das
neoplasias da tireoide, destaca-se a ultrassonografia (US) que detecta nédulos até
mesmo em estagios subclinicos. Esta técnica é acessivel e ndo invasiva, permitindo
a distingdo e monitoramento dos nodulos, além de contribuir na deteccéo das lesbes
com alto potencial de malignidade. Entretanto, a US nao é efetiva na diferenciagéao
dos diferentes tipos de carcinomas (BLANSFIELD; SACK; KUKORA, 2002;
RODRIGUES; PONTES; ADAN, 2012; MAROTTA et al., 2016). Atualmente,
juntamente com a US é utilizada na rotina clinica a pungéo por agulha fina (PAAF),
sendo considerada a técnica padrdo ouro no diagnostico dessas lesdes. Essa
metodologia se baseia na coleta, por meio de uma agulha fina, de células e fluidos a
serem analisados citopatologicamente (UGURLUOGLU et al., 2015).

No entanto, resultados indeterminados e inconclusivos pela PAAF ocorrem
ainda em frequéncia consideravel, podendo atingir cerca de 20% dos casos
investigados (EGSET et al., 2017), podendo inclusive direcionar para tratamento
cirurgico com tireoidectomia total. Deste modo, métodos diagnodsticos mais assertivos
sd0 necessarios para tornar o diagnostico destes tumores mais precisos e assim
contribuir para o progndstico e terapia mais efetivos para o paciente.
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A identificacdo de marcadores moleculares diagnosticos pela analise de
expressdo génica tem possibilitado a discriminacdo de nodulos benignos e tecidos
tumorais (SADOWSKI; TRIPONEZ, 2019), podendo complementar a analise citolégica
e histopatologica (FALLAHI et al., 2014). Esta abordagem tem o potencial de auxiliar
no diagnostico precoce, contribuir para o entendimento da progressao tumoral e levar
a um tratamento mais direcionado para o paciente (WEBER et al., 2005; PISHKARI et
al.,, 2018). A analise do perfil molecular dos tumores de tireoide como método
diagnostico tem sido implementada na rotina clinica. Em CPT, por exemplo, os
marcadores moleculares diagndsticos mais utilizados em rotina sdo a deteccao de
mutacdes nos genes BRAF e RAS, de alteragdes na expressao das proteinas Erk e
p53 e a presencga de rearranjos RET/PTC (XING, 2013; OIKONOMOU et al., 2015;
VUONG et al., 2017).

Alguns estudos na literatura evidenciaram, por meio da analise de expresséao
génica, o potencial diagnéstico do gene SERPINA1 em CPT (JARZAB et al., 2005;
ESZLINGER et al., 2007; ZHANG et al., 2019). SERPINA1, também conhecido como
alpha-1 antiproteinase, codifica a proteina alfa—1-antitripsina, inibidora de protease
serina (VIERLINGER et al., 2011; ZHANG et al., 2019), que estdo envolvidas em
varias vias, dentre elas, a cascata da coagulacdo, angiogénese, apoptose e
inflamagéo (LAW et al., 2006). Embora esta proteina tenha sido relacionada a diversas
patologias (ABDULLAH et al., 2016; VAJARIA, PATEL, 2017), o mecanismo molecular
de sua atuacgao ainda nao esta claro.

Considerado a funcao do gene SERPINA1 em diversas vias relacionadas a
carcinogénese e 0s estudos prévios que sugerem a sua a¢ao no desenvolvimento dos
carcinomas de tireoide, o objetivo deste estudo consistiu em avaliar se o gene
SERPINA1 possui potencial para ser utilizado como um marcador molecular no
diagndstico das lesdes de tireoide.

2 MATERIAL E METODOS

Esse estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Universidade do
Vale do Paraiba (n° 221.402/2013), que segue a resolugdo CNS/MS 196/96. Trinta e
duas amostras de tecido tireoidiano, sendo 13 amostras de bdcio, 11 amostras de
CPT, quatro amostras de CFT (carcinoma folicular de tireoide) e quatro amostras de
tecido nao tumoral de tireoide, constituindo o grupo normalizador da RTq-PCR, foram
obtidas por tireoidectomia total com cada amostra correspondendo a um paciente
cirurgiado, na Universidade de Sao Paulo, Instituto do Cancer do Estado de Sao Paulo
(ICESP), juntamente com o Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina de S&o
Paulo, Brasil.

Os tecidos utilizados foram analisados histopatologicamente, seguindo os
critérios de diagnodstico da Sociedade Brasileira de Patologia para cancer de tireoide
e foram utilizadas apenas as amostras com a presenca de no minimo 80% de células
tumorais no fragmento de tecido tireoidiano obtido.

2.1 EXTRACAO DE RNA E SINTESE DE cDNA

Esse estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Universidade do
Vale do Paraiba (n° 221.402/2013), que segue a resolugdo CNS/MS 196/96. Trinta e
duas amostras de tecido tireoidiano, sendo 13 amostras de bocio, 11 amostras de
CPT, quatro amostras de CFT (carcinoma folicular de tireoide) e quatro amostras de
tecido nao tumoral de tireoide, constituindo o grupo normalizador da RTq-PCR, foram
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obtidas por tireoidectomia total com cada amostra correspondendo a um paciente
cirurgiado, na Universidade de S&o Paulo, Instituto do Céncer do Estado de Sao Paulo
(ICESP), juntamente com o Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina de Sao
Paulo, Brasil.

Os tecidos utilizados foram analisados histopatologicamente, seguindo os
critérios de diagnostico da Sociedade Brasileira de Patologia para cancer de tireoide
e foram utilizadas apenas as amostras com a presenca de no minimo 80% de células
tumorais no fragmento de tecido tireoidiano obtido.

2.2 ANALISE QUANTITATIVA EM TEMPO REAL

A detecgao de analise de expresséo génica pela analise quantitativa em tempo
real (RT-qPCR) foi realizada no equipamento ABI PRISM 7500 Sequence Detection
System (Life Tchnologies, USA) usando o reagente Platinum SYBR Green Rt-gPCR
Super Mix UDG (Applied Biosystems, Life Tchnologies, Carlsbad, CA). Os iniciadores
para a amplificagao do gene alvo SERPINA1 e do gene enddgeno PPIA (peptidil prolil
isomerase A) determinados usando o software Primer Express (verséo3.0, PE Applied
Biosystems, Foster City, CA, USA) foram: 5’ -AAGGAGCTTGACAGAGACACAGTTT-
3’ (forward) e 5-GGTCTCTCCCATTTGCCTTTAA-3’ (reverse) para o SERPINA1 e 5'-
GCACTGGAGAGAAAGGATTTGG-3 (forward) e 5'-
TCACCACCCTGACACATAAACC-3’ (reverse) para o gene PPIA. Para evitar a
amplificagdo de uma possivel contaminagdo com DNA gendmico, os iniciadores foram
desenhados na jungao entre dois exons ou em exons diferentes.

Para ambos os genes SERPINA1 e PPIA foram realizadas as curvas padroes e
obtidos os valores de slope, que possibilitam o calculo de eficiéncia de amplificagao
dos iniciadores e a definicdo de diluicdo a ser utilizada (100, 20, 4, 0.8, e 0.16 ng/ul).
Ambos os conjuntos de iniciadores mostraram eficiéncia de amplificagdo superior a
90%. (Sequence Detection System software, versdo 2.1, PE Applied Biosystems). A
curva de dissociagdo também foi realizada para ambos os genes e mostraram
especificidade dos iniciadores utilizados e auséncia de formagao de primers dimers.
Os thresholds foram definidos em todas as analises de RT-gPCR.

A analise de expressao relativa do gene alvo SERPINA1 foi realizada pelo
método Delta-Delta Ct (AACt), onde o valor médio de Cts (cyclethreshold) obtido para
o gene alvo foi comparado com a média do Cts do gene enddgeno e, posteriormente,
normalizado pela média das amostras normais. Os valores de QR (quantificagédo
relativa) que consiste no valor obtido da expressdo do gene normalizado no grupo
experimental divido pela expressdo do gene normalizado no grupo controle, foi
calculado para cada gene analisado pela formula 2*(- Delta Delta Ct). Os valores de
QR menores ou iguais a 0.5 (QR <0.5) indicam diminuigéo de expressao do gene alvo
e os valores de QR superiores a 2.0 (QR>2.0) indicam aumento de expressao do gene
alvo.

A analise estatistica dos dados da RT-gPCR foi realizada utilizando o programa
GraphPad Prism In Stat (versdo 6.00, San Diego, CA, EUA), incluindo o teste nao
paramétrico de Mann-Whitney para a determinagédo significativa entre os grupos
analisados. Os resultados foram considerados significativamente estatisticos com
valores de p< 0.05.

3 RESULTADOS

Os valores de expressao do gene SERPINA1 nas 32 amostras de lesbes de
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tireoide comparadas com o grupo de amostras ndo tumorais (grupo normalizador)
estdo descritos na Tabela 1. No grupo de amostras de CPT, duas amostras
apresentaram diminuicdo de expressdo (QR = 0,00 e 0,09) e nove amostras
apresentaram aumento de expressao (QR= 3,83 a 4004,76) em relagdo as amostras
nao tumorais. Nas amostras de CFT, quatro amostras apresentaram diminuicdo de
expressao (QR= 0,03 a 0,35) e nenhuma amostra apresentou aumento de expressao
em comparagao as amostras de tecido nao tumoral (Tabela 1).

Tabela 1 - Valores de expresséo relativa do gene SERPINA1 nas amostras de lesbes de tireoide
comparadas com o grupo de amostras ndo tumorais (grupo normalizador).

AMOSTRA DIAGNOSTICO VALORES DE QR
1 Bécio 1073,05
2 Bécio 87,88
3 Bécio 2,49
4 Bécio 0,63
5 Bécio 0,09
6 Bécio 0,02
7 Bécio 0,09
8 Bécio 0,14
9 Bécio 0,13
10 Boécio 0,25
11 Bocio 0,17
12 Bécio 0,02
13 Bécio 0,45
14 CPT 29,29
15 CPT 830,31
16 CPT 3,83
17 CPT 500,59
18 CPT 561,25
19 CPT 17,42
20 CPT 4004,76
21 CPT 2473,78
22 CPT 4,83
23 CPT 0,00
24 CPT 0,09
25 CFT 0,06
26 CFT 0,03
27 CFT 0,27
28 CFT 0,35

Legenda: QR: quantificagao relativa. QR < 0,5: diminui¢éo de expressdo génica em relacdo ao tecido
nao tumoral. QR > 2,0: aumento de expressao génica em relagdo ao tecido ndo tumoral. CPT:
carcinoma papilifero de tireoide. CFT: carcinoma folicular de tireoide.

Fonte: Elaborado pelos autores (2020).

Trés comparacdes foram realizadas utilizando os valores de QR obtidos pela
analise de expressao génica: CPT versus bocio (Analise 1), CFT versus bécio (Analise
2) e CPT versus CFT (Analise 3). Na analise 1 foi observada diferenca
estatisticamente significativa, com aumento de expressao nas amostras de CPT em
relagcado as amostras de bocio (P= 0.0319) (Teste de Mann-Whitney). Na analise 2 nao
foi observada significancia estatistica para o gene SERPINA1 (P=0.5329). Na analise
3 foi observado diferenga estatisticamente significativa, com aumento de expressao
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nas amostras de CPT em relagao as amostras de CFT (P= 0.0430) (Figura 1).

Figura 1 - Comparacgao entre as medianas dos niveis de expressdo do gene SERPINA1. (A)
Analise 1: CPT versus bdcio, (B) Analise 2: CFT versus bécio e (C): Analise 3: CFT versus
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Legenda: QR: quantificagao relativa do gene. CPT: carcinoma papilifero de tireoide. CFT: carcinoma
folicular de tireoide.
Fonte: Elaborado pelos Autores (2020).

4 DISCUSSAO

No presente estudo, os niveis de expressao do gene SERPINA1 em amostras
de CPT foram significativos e concordantes com os resultados encontrados nas
analises de expressao deste gene realizados por estudos prévios da literatura. Estes
estudos o descobriram como um importante marcador diagnéstico em CPT e o
relacionaram com os processos de adeséo celular, matriz extracelular, angiogénese e
metastase (HUANG et al.,, 2001; JARZAB et al., 2005; ESZLINGER et al., 2007,
VIERLINGER et al., 2011, ZHANG et al., 2019). Além disso, este gene também foi
descrito como marcador diagnostico em outros tumores, tais como: carcinoma
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mamario (LAURSEN; LYKKESFELDT, 1992), hepatocelular (ORDONEZ; MANNING
JR, 1984), gastrico (NISHINO et al., 1988) e cancer de pulmao (HIGASHIYAMA et al.,
1995).

Estudos prévios ja indicam o potencial diagndstico do gene SERPINA1 em
amostras de CPT. Huang et al. (2001) observaram, pela técnica microarray, aumento
de expressao deste gene em oito amostras de CPT na populagdo da América do
Norte, sendo o resultado validado pela analise de RT-gPCR e por imuno-histoquimica
em amostras adicionais, sugerindo assim o potencial diagnodstico deste gene em CPT.
Jarzab et al. (2005), por meio da analise de microarray e validagao pela RT-qPCR,
mostraram que o gene SERPINA1 é um potente marcador para CPT na populagao
polonesa. Qu et al. (2016) detectaram, pela analise de microarray, 167 genes
diferencialmente expressos em amostras de CPT, sendo o gene SERPINA1
apresentando expressao aumentada em comparagao com os tecidos normais da
glandula da tireoide. Teng et al. (2018), com o objetivo de facilitar o progndstico e
estratégias terapéuticas, identificaram por meio de 242 perfis de expressao de CPT,
uma assinatura transcriptdmica associada a agressividade do CPT, onde o gene
SERPINA1 aparece dentre 10 potenciais biomarcadores. A expressao elevada deste
gene nos tecidos de CPT também foi observada por Vierlinger et al. (2011), que
utilizaram uma meta-analise que identificou o0 SERPINA1 como capaz de discriminar
com alta precisao os tecidos de CPT quando comparados com as lesdes benignas ou
com os tecidos ndo tumorais, possuindo 99% de acuracia na diferenciagdo desses
tumores em relagéo as lesdes benignas, como por exemplo, o bocio adenomatoso ou
coloide. Zhang et al. (2019) pela analise do gene SERPINA1 pela RT-gPCR em 24
tecidos de tireoide na populagdo chinesa também correlacionaram este gene com o
desenvolvimento de noédulos tireoidianos. Em nosso estudo, também podemos
observar o alto potencial do gene SERPINA1 na diferenciacdo das amostras de CPT
de bocio (P=0.0319) e de CFT (P=0.0430).

Em alguns estudos, a avaliagao proteica do produto do gene SERPINA1 também
tem sido realizada e o aumento da expressao desta proteina em CPT tem sido
observada (POBLETE et al. 1996; LAI et al. 1998), assim como o0 aumento da
expressao génica ja evidenciado. Poblete et al. (1996), utilizando a técnica de imuno-
histoquimica e Western Blot, concluiram que a proteina e o gene SERPINA1 sao
potenciais marcadores no diagnostico em CPT. Lai et al. (1998) relataram em CPT, a
elevada expresséo da proteina alfa—1-antitripsina, codificada pelo gene SERPINA1, e
a auséncia da expressao desta proteina nos tecidos tireoidianos nao tumorais,
sugerindo esta proteina como um marcador molecular para essa variagao histoldgica.

5 CONCLUSAO

Os resultados da analise de expressdo génica demonstraram que o gene
SERPINA1 apresentou alto poder de diferenciagcao entre CPT e bdcio, e entre os
tumores malignos CPT e CFT, sugerindo o potencial deste gene como marcador
diagnostico de CPT na populacédo brasileira. A identificacdo desse gene como
marcador diagndstico dessas lesdes pode auxiliar no diagndstico precoce, na triagem
de lesdes nao manifestadas clinicamente, além de colaborar com a selecao da melhor
conduta cirurgica e possivelmente no tratamento adjuvante de lesbes confirmadas
como malignas na populacéo brasileira. Estudos adicionais com um maior numero de
amostras sao necessarios para validar esses resultados e a pesquisa de outros
marcadores moleculares sao importantes para discriminar efetivamente o diagnéstico
dessas lesdes.
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