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Resumo: O cancer de tireoide é a neoplasia que mais cresce em incidéncia todos os
anos, sendo o carcinoma papilifero de tireoide (CPT) o subtipo mais comum. Em
muitos casos estes tumores podem se tornar agressivos, ocasionando metastases
linfonodais. A determinacdo de marcadores moleculares pela analise de expressao
génica é uma importante ferramenta para a determinacdo do progndstico destes
tumores. Considerando o papel dos genes NEDD9, B3GNT7, PHB, BAD, PAXIP1,
PPM1D e PIK3R5 na etiologia de diversos canceres, este estudo consistiu em verificar
pela técnica de RT-gPCR se os mesmos podem ser marcadores moleculares
preditivos do acometimento de linfonodos e se estao relacionados ao desenvolvimento
destes tumores. No presente estudo ndo foi observada expressido diferencial
significativa dos genes analisados entre os grupos amostrais de CPT versus MCPT
(microcarcinomas) e entre os grupos de CPT linfonodo positivo versus CPT linfonodo
negativo, indicando que estes genes nao estdo relacionados ao desenvolvimento
tumoral e ndo podem ser considerados marcadores preditivos de metastases em
linfonodos em CPT.

Palavras-chave: Céancer de tireoide. Linfonodo. Expressdo génica. Marcador
molecular.

Abstract: Thyroid cancer is the neoplasm with the fastest growing incidence every
year, with papillary thyroid carcinoma (PTC) being the most common subtype. In many
cases, these tumors can become aggressive, causing lymph node metastases. The
determination of molecular markers by gene expression analysis is an important tool
to determine the prognosis of these tumors. Considering the role of genes NEDDS,
B3GNT7, PHB, BAD, PAXIP1, PPM1D, and PIK3R5 in the etiology of several cancers,
this study consisted in verifying, by the RT-qPCR technique, whether they can be
molecular markers predictive of lymph node involvement, and if they are related to the
development of these tumors. In the present study, no significant differential expression
of the genes analyzed were observed between the sample groups of PTC versus
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PTMC (microcarcinoma) and between the groups of lymph node-positive PTC versus
lymph node-negative PTC, indicating that these genes are not related to tumor
development and cannot be considered predictive markers of lymph node metastasis
in PTC.
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1 INTRODUGAO

O cancer de tireoide € a nona malignidade mais incidente no mundo e desde as
ultimas décadas o numero de casos tem aumentado consideravelmente (Youssef et
al. 2022). Estima-se que para cada ano do triénio, sejam diagnosticados no Brasil,
13.780 novos casos de cancer de tireoide (Instituto Ncional do cancer [INCA], 2019).
Dentre os tipos histolégicos, o carcinoma papilifero de tireoide (CPT) é a forma mais
frequente, representando 80% de todas as malignidades da glandula (Xiang et al.,
2020). Em estagios iniciais de desenvolvimento, esta neoplasia pode ter menos que
1.0 cm de didmetro, e entdo ser definida como um microcarcinoma papilifero de
tireoide (MCPT) (Malik et al. 2022). Em ambos os casos, ha uma alta taxa de
metastases linfonodais, o que pode causar um maior risco de recidiva e diminuicao da
qualidade de vida do paciente (Medas et al., 2020).

O protocolo para diagndstico de nédulos tireoidianos inclui a avaliagao clinica do
paciente, ultrassonografia (US) e pungéao aspirativa por agulha fina (PAAF) (Borges et
al. 2022). Entretanto, mesmo que a PAAF seja considerada o método padrao ouro
para a caracterizagdo dos nodulos de tireoide, a técnica é subjetiva, apresentando de
5 a 10% de resultados falsos negativos (San Laureano et al., 2020) e 15 a 30% de
resultados indeterminados, fazendo com que na maioria das vezes seja necessaria a
realizacao da ressecc¢ao do nddulo (Oczko-Wojciechowska et al., 2020; Seneldir et al.,
2020; Hejaz et al. 2022). Tendo em vista as dificuldades no diagndstico preciso destes
tumores, uma melhor compreensdo dos mecanismos moleculares que contribuem
para a carcinogénese da tireoide podera auxiliar na conduta clinica dos pacientes com
nodudos citologicamente indeterminados pela PAAF e assim permitir um diagndstico
mais acurado e eficaz (Rodrigues et al., 2019; Xia et al. 2021; Chen et al. 2022),
evitando cirurgias desnecessarias de ressec¢ao, além de auxiliar em novas opg¢des
de prognostico e tratamento dos pacientes (Joo et al. 2022).

Os eventos de migragao e invasao celular sdo cruciais para o estabelecimento
de metastases em diversos tipos de canceres, e os genes NEDD9, B3GNT7, PHB,
BAD, PAXIP1, PPM1D e PIK3R5 sao descritos por estarem relacionados ao
desenvolvimento mais agressivo em inumeros tipos tumorais. Estes genes possuem
importantes funcgdes, tais como reguladores da proliferacdo celular, diferenciagao
celular, migracao, invasao, angiogénese, apoptose, quimiotaxia, contribuindo também
para a divisdo e sobrevivéncia celular (Paula et al., 2017; Fang et al., 2020; Dehghan
et al., 2021; Liu et al. 2021; Yue et al. 2021; Bemmerlein et al. 2022).

Considerando a existéncia da relacéo dos genes NEDD9, B3GNT7, PHB, BAD,
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PAXIP1, PPM1D e PIK3R5 com o desenvolvimento de varios tipos de canceres e ao
aparecimento de metastases, e a escassez de estudos centrados na busca de
marcadores moleculares preditivos de acometimento de linfonodos em CPT,
principalmente de analise de expressao génica, o presente trabalho possui o objetivo
de avaliar se estes genes estdo relacionados ao desenvolvimento do CPT e se
possuem potencial para serem considerados marcadores preditivos do envolvimento
de linfonodos nestes tumores.

2 MATERIAL E METODOS
2.1 EXTRAGCAO DE RNA E SINTESE DE cDNA

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa sob os nimeros
4.242.722/CEP/2020 e 4.535.266/CEP/2020. Um total de 48 amostras provenientes
de procedimentos cirurgicos de biopsia excisional foram obtidas do Biobanco do
Instituto do Cancer do Estado de Sdo Paulo — USP/ICESP, sendo 18 amostras de CPT
com acometimento de linfonodo (CPT+), 19 amostras de CPT sem acometimento de
linfonodo (CPT-), 04 amostras de MCPT e 07 amostras de tecido ndo tumoral de
tireoide, constituindo o grupo normalizador da RT-qPCR. Os tecidos utilizados foram
analisados histopatologicamente, seguindo os critérios de diagndéstico da Sociedade
Brasileira de Patologia para cancer de tireoide e foram utilizadas apenas as amostras
com a presenga de no minimo 80% de células tumorais no fragmento de tecido
tireoidiano obtido.

A extragao do RNA foi realizada utilizando os métodos Rneasy Mini Kit (Qiagen)
e SV Total RNA Isolation System (Promega). A purificagcdo do RNA e digestdo do DNA
foram realizadas de acordo com os protocolos RNeasy® MinElute TM Cleanup Kit
(Qiagen) e RNase-FreeDNase Set (Qiagen), respectivamente. A quantificagdo e
qualidade do RNA foram analisadas pela espectroscopia de absorgao ultravioleta no
equipamento NanoDrop (NanoDrop Inc., Thermo Scientific, Wilmington, DE, USA) e a
integridade avaliada pela eletroforese em gel de agarose a 2%. A sintese de cDNA foi
realizada de acordo com o protocolo de pré-amplificacdo ImProm-
IITMReverseTranscription System (Promega).

2.2 ANALISE QUANTITATIVA EM TEMPO REAL

Os iniciadores para amplificacdo dos genes selecionados NEDD9, B3GNT?7,
PHB, BAD, PAXIP1, PPM1D e PIK3R5, e do gene enddogeno MRPL19 foram
desenhados no software Primer Express (versao 3.0) (PE Applied Biosystems, Foster
City, CA, USA), conforme tabela 1, atendendo as condi¢gdes padrao para garantir
especificidade com a sequéncia alvo. A deteccéo de alteracbes de expressao génica
por RT-gPCR foi realizada no equipamento ABI PRISM 7500 Sequence Detection
Systems (Life Technologies, USA), utilizando o protocolo GoTaqg® qPCR Master Mix
(Promega). As condi¢cdes da RT-gPCR consistiram em: desnaturagao inicial a 95°C
por dois minutos, seguidos de quarenta ciclos com trés etapas: desnaturacédo a 95°C
por 4 quinze segundos, anelamento a 50°C por trinta segundos e extensao a 60°C por
um minuto; e por fim, uma fase final a 4°C.

A curva de amplificagao e de dissociagao foram realizadas para todos os genes,
e demostraram uma correta amplificagao dos genes alvo e também especificidade dos
iniciadores utilizados e auséncia de formacao de primers dimers. Os thresholds foram
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definidos em todas as analises de RT-gPCR.

A analise de expresséo relativa dos genes alvo 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 (quantificagao relativa) que
consiste no valor obtido da expressdo do gene normalizado no grupo experimental,
dividido 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 diminuicdo de expressao do gene alvo; os valores de
QR superiores a 2.0 (QR>2.0) indicam aumento de expressao do gene alvo, e valores
de QR entre 0.5 e 2.0 indicam expressédo normal.

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

Tabela 1 - Genes avaliados pela RT-gPCR, localizagao cromoss6mica, tamanho do amplicon e
sequéncia dos iniciadores.

Localizagao Tamanho do ) o
Gene L _ Sequéncia dos iniciadores
cromossOmica amplicon
5-AGGCCCCTGACTGTAGCAGC-3
NEDD9 6p25-24 81 pb
5-CCTTACCCTGTAGGTGGACGTAATC-3’
5-CCACGTCCCCTTCATTTTCA-3’
B3GNT7 2q37.1 81 pb
5-TGCCGGTCAGCCAGAAATT-3’
5-CCAGCATCGGAGAGGACTATGAT-3
PHB 17921-21 81 pb
5-CAAAGCGAGCCACCACTGAC-3
5- CTTTAAGAAGGGACTTCCTCGCC-3
BAD 11913.1 81 pb
5-AAGACTCGCGTCCAGCTGG-3
5-AATGGCTTATTTGGCAGGTGC-3
PAXIP1 7936.2 81 pb
5-CCAGTTGGTTCTTTACAGATGAGGACT-3’
5-TTGGAATATGATTCCACCACAAGA-3’
PPM1D 17923.2 81 pb
5-CCATGCTCACCCATCAGGTATTT-3’
5-ACGCTACGTGTTGTGGTCTTTG-3’
PIK3R5 17p13.1 79 pb
5-CCAGCCGCCGAAGGTT-3
5-CAGAGATCAGGAAGAGGACTTGGA-3
MRPL19 2p11.1-q11.1 70 pb

5-TCTCGACACCTTGTCCTTCGA-3

Fonte: Os autores, 2021.
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3 RESULTADOS

Todas as amostras de RNA extraidas apresentaram auséncia de contaminagao
por proteinas e reagentes, representados pelas razbes 260/280 e 260/230,
respectivamente. As amostras também demonstraram integridade, sendo possivel
realizar a visualizagdo das bandas 28S e 18S na eletroforese em gel de agarose,
evidenciando pureza e qualidade necessarias para a realizagdo das analises de
expressao génica pela RT-gPCR.

Duas analises foram realizadas para os valores de QR obtidos: a analise 1, que
comparou os valores de expressdo dos genes entre as amostras de CPT versus
MCPT com o objetivo de avaliar se estes genes estdo relacionados ao
desenvolvimento destes tumores; e a analise 2, que comparou os valores de
expressao entre as amostras de CPT+ versus CPT-, para verificar se estes genes
possuem potencial preditivo de acometimento de linfonodos. Para ambas analises nao
foi observada diferenga estatisticamente significativa (Teste de Mann-Whitney).

Tabela 2 - Valores de quantificagéo relativa (QR) para os genes NEDD9, B3GNT7, PHB, BAD,
PAXIP1, PIK3R5 e PPM1D e p-value obtidos pela comparagao entre amostras de CPT versus MCPT

(analise 1).
Tipo
Amostra . . Valores de QR para cada gene
histolégico
NEDD9 B3GNT7 PHB BAD PAXIP1 PIK3R5 PPM1D

1 CPT+ 0,61 14,06 0,21 1,24 106,9 5,55 0,26
2 CPT+ 0,09 19,57 0,33 0,12 0,15 228,7 4,32
3 CPT+ 0,021 6,52 0,64 0,11 0,22 2,56 2,56
4 CPT+ 0,97 17,49 0,35 1,39 0,13 1,37 2,77
5 CPT+ 0,07 271,6 0,21 0,81 0,33 0,32 2

6 CPT+ 1,82 453,5 37,98 1,61 3,97 7,5 0,15
7 CPT+ 2,67 634,9 8,79 1,92 8,61 35,32 4,11
8 CPT+ 0,14 146,3 2,6 0,08 1,64 5148,7 0,09
9 CPT+ 0,32 263,1 7,47 0,4 1,97 1,28 0,005
10 CPT+ 4,01 23,54 4,69 1,23 1,55 16,36 4,3
1" CPT+ 2,53 15,17 3,02 1,6 1,67 7,09 3,02
12 CPT+ 1,38 59,21 7.8 1,41 2,7 2,77 1,89
13 CPT+ 3,48 629,2 37,67 2,5 25,31 0,39 1,6
14 CPT+ 3,01 230,4 14 1,95 11,49 10,18 4,73
15 CPT+ 0,83 6,11 1,19 0,72 0,57 1,9 1,3
16 CPT+ 1,24 34,24 1,48 0,96 1,28 3,88 2,62
17 CPT+ 2,54 134,3 6,02 7,64 3,05 16,57 6,33
18 CPT+ 2,53 334,4 18,66 1,47 6,33 6,02 0,68
19 CPT- 2,2 5683,2 46,37 12,84 196,2 22211,2 7,75
20 CPT- 16,84 13,61 29,5 0,01 1,87 486 60,77
21 CPT- 0,17 35,32 0,17 0,31 1,06 30,65 4,41
22 CPT- 48,67 14955 42,82 8,41 33,56 259,5 7,73
23 CPT- 6,37 2238,7 33,2 2,37 18,55 95,14 0,009
24 CPT- 0,51 0,82 1,43 0,45 0,52 0,71 0,44
25 CPT- 0,41 12,11 0,3 1,07 0,003 4,52 0,32
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26
27
28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
41

CPT-
CPT-
CPT-
CPT-
CPT-
CPT-
CPT-
CPT-
CPT-
CPT-
CPT-
CPT-
MCPT
MCPT
MCPT
MCPT

Valor de P

0,9
1,73
3,28
0,34
1,19
0,79
0,97
3,42
6,26
1,45
0,09
2,89
8,77
0,53
2,13
1,84

0,5240

2,5
169,7
1400,2
92,18
26,9
190,6
0,08
74,25
23,76
0,002
68,98
0,83
1117,9
0,08
34,24
119

0,9825

0,18
5,06
36,4
2,95
3,38
11,34
0,76
5,562
0,11
0,02
0,08
12,08
25,08
0,03
2,68
6,67

0,8778 0,6445 0,9825

0,47
2,28
4,82
0,6
0,54
0,71
0,47
1,43
7,09
0,12
190,41
7,18
4,58
0,009
2,09
2,02

0,7
5,81
31,63
1,86
1,23
4,81
0,89
1,52
2,7
0,01
17,13
0,92
10,16
0,02
1,69
4,34

0,16
21,11
16349,4
0,28
1,05
4,23
1,02
26,87
NA
0,001
1,75
5278,8
9,11
0,37
44,46
5,4

0,9461

0,025
2,26
2
0,68
2,47
0,68
1,47
1,75
0,6
0,23
0,35
55,11
6,8
0,32
3,3
5,36

0,2719

Legenda — QR: quantificagdo relativa, onde QR < 0,5: diminui¢cdo de expresséo génica em relacdo ao
tecido ndo tumoral e QR > 2,0: aumento de expressao génica em relagéo ao tecido ndo tumoral; CPT+:
carcinoma papilifero de tireoide com acometimento de linfonodo; CPT-: carcinoma papilifero de
tireoide sem acometimento de linfonodo. MCPT: microcarcinoma papilifero de tireoide.

Fonte: Os autores, 2021.

Tabela 3 - Valores de quantificagéo relativa (QR) para os genes NEDD9, B3GNT7, PHB, BAD,
PAXIP1, PIK3R5 e PPM1D e p-value obtidos pela comparagao entre amostras de CPT+ versus CPT-

(analise 2).
Tipo
Amostra . o Valores de QR para cada gene
histolégico
NEDD9 B3GNT7 PHB BAD PAXIP1 PIK3R5 PPM1D

1 CPT+ 0,61 14,06 0,21 1,24 106,9 5,55 0,26
2 CPT+ 0,09 19,57 0,33 0,12 0,15 228,7 4,32
3 CPT+ 0,021 6,52 0,64 0,11 0,22 2,56 2,56
4 CPT+ 0,97 17,49 0,35 1,39 0,13 1,37 2,77
5 CPT+ 0,07 271,6 0,21 0,81 0,33 0,32 2
6 CPT+ 1,82 453,5 37,98 1,61 3,97 7,5 0,15
7 CPT+ 2,67 634,9 8,79 1,92 8,61 35,32 4,11
8 CPT+ 0,14 146,3 2,6 0,08 1,64 5148,7 0,09
9 CPT+ 0,32 263,1 7,47 04 1,97 1,28 0,005
10 CPT+ 4,01 23,54 4,69 1,23 1,55 16,36 4,3
1" CPT+ 2,53 15,17 3,02 1,6 1,67 7,09 3,02
12 CPT+ 1,38 59,21 7,8 1,41 2,7 2,77 1,89
13 CPT+ 3,48 629,2 37,67 2,5 25,31 0,39 1,6
14 CPT+ 3,01 230,4 14 1,95 11,49 10,18 4,73
15 CPT+ 0,83 6,11 1,19 0,72 0,57 1,9 1,3
16 CPT+ 1,24 34,24 1,48 0,96 1,28 3,88 2,62
17 CPT+ 2,54 134,3 6,02 7,64 3,05 16,57 6,33
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18 CPT+ 253 3344 1866 147 633 6,02 0,68
19 CPT- 2,2 56832 46,37 12,84 1962 222112 7,75
20 CPT- 16,84 1361 295 0,011 1,87 486 60,77
21 CPT- 017 3532 017 031 1,06 30,65 4,41
22 CPT- 48,67 14955 4282 841 3356 2595 7,73
23 CPT- 6,37 22387 332 237 1855 9514 0,009
24 CPT- 0,51 0,82 143 045 0,52 0,71 0,44
25 CPT- 0,41 12,11 03 107 0003 452 0,32
26 CPT- 0,9 2,5 018 047 07 0,16 0,025
27 CPT- 1,73 1697 506 228 581 2111 226
28 CPT- 328 14002 364 4,82 3163 163494 2
29 CPT- 034 9218 295 06 1,86 0,28 0,68
30 CPT- 1,19 26,9 338 054 1,23 1,05 2,47
31 CPT- 079 1906 11,34 071 481 4,23 0,68
32 CPT- 0,97 0,08 076 047 089 1,02 1,47
33 CPT- 342 7425 552 143 152 2687 175
34 CPT- 626 2376 011 7,09 2,7 NA 0,6
35 CPT- 145 0002 002 012 001 0001 023
36 CPT- 009 6898 008 19041 1713 1,75 0,35
37 CPT- 2,89 083 1208 7,8 092 52788 5511

Valor de P 0,3864 0,4752 0,7962 0,5228 0,9458 0,6925 0,6927

Legenda — QR: quantificagao relativa, onde QR < 0,5: diminuicdo de expressédo génica em relacdo
ao tecido ndo tumoral e QR > 2,0: aumento de expressdo génica em relacao ao tecido ndo tumoral;
CPT+: carcinoma papilifero de tireoide com acometimento de linfonodo; CPT-: carcinoma papilifero
de tireoide sem acometimento de linfonodo.

Fonte: Os autores, 2021.

Na analise 1, quando comparado o grupo de CPT versus MCPT, os genes
NEDD9 (P = 0,5240), B3GNT7 (P = 0,9825), PHB (P = 0,8778), BAD (P = 0,6445),
PAXIP1 (P = 0,9825), PPM1D (P = 0,2719) e PIK3R5 (P = 0,9461) nao apresentaram
expressao diferencial com relagdo aos grupos avaliados (figura 1). E com relacéo a
analise 2, quando comparado o grupo de CPT+ versus CPT-, os genes NEDD9 (P =
0,3864), B3GNT7 (P = 0,4752), PHB (P = 0,7962), BAD (P = 0,5228), PAXIP1 (P =
0,9458), PPM1D (P = 0,6927) e PIK3R5 (P = 0,6925) também nao apresentaram
expressao diferencial com relagéo aos grupos avaliados (figura 2).

A determinac¢do de um possivel potencial diagndstico de cada um desses genes
também pode ser obtido por meio da observagao dos valores de QR de cada gene
para cada amostra tumoral (CPT+ e CPT-) quando comparados com os valores de
QR considerados normais (0,5<QR<2,0). Para o gene NEDD9, sete amostras de
CPT+ apresentaram expressao aumentada (QR = 2,53 a 4,01); cinco amostras de
CPT+ expressao reduzida (QR = 0,021 a 0,32); seis amostras de CPT+ expressao
normal (QR = 0,61 a 1,82); oito amostras de CPT- expressdo aumentada (QR =2,2 a
48,67); quatro amostras de CPT- expressao reduzida (QR = 0,09 a 0,41); e sete
amostras de CPT- apresentaram expressao dentro dos valores normais (QR = 0,51 a
1,73). No grupo de amostras de MCPT duas amostras obtiveram expressao
aumentada (QR = 2,13 a 8,77), duas amostras tiveram expressao normal (QR = 0,53
a 1,84) e em nenhuma amostra foi observado reducao de expressao.

Para o gene B3GNT7, observou-se que todas as dezoito amostras de CPT+
apresentaram expressao aumentada (QR = 6,11 a 634,9); quinze amostras de CPT-
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expressdo aumentada (QR = 2,5 a 5683,2); duas amostras de CPT- expresséo
reduzida (QR = 0,002 e 0,08); e duas amostras de CPT- expresséo normal (QR = 0,82
e 0,83). No grupo de amostras de MCPT foi possivel observar que todas trés amostras
apresentaram valores de expressao aumentada (QR = 34,24 a 1117,9) e uma amostra
expressao reduzida (QR = 0,08).

Para o gene PHB, onze amostras de CPT+ apresentaram expressao aumentada
(QR = 2,6 a 37,98); quatro amostras de CPT+ expresséao reduzida (QR =0,21 a 0,35);
trés amostras de CPT+ expressao normal (QR =0,64 a 1,48); onze amostras de CPT-
expressdo aumentada (QR = 2,95 a 46,37); seis amostras de CPT- expresséo
reduzida (QR = 0,02 a 0,30); e duas amostras de CPT- expressao dentro dos valores
normais (QR = 0,76 e 1,43). No grupo amostral de MCPT foi observada expresséo
aumentada em trés amostras (QR = 2,68 a 25,08), duas amostras expressdo normal
(QR = 0,53 a 1,84) e uma amostra apresentou reducao de expressao (QR = 0,03).

Para o gene BAD, observou-se que duas amostras de CPT+ apresentaram
expressdao aumentada (QR = 2,5 a 7,64); quatro amostras de CPT+ expresséo
reduzida (QR = 0,08 a 0,40) e doze amostras de CPT+ expressao normal (QR = 0,72
a 1,92); oito amostras de CPT- expressao aumentada (QR = 2,28 a 190,41); seis
amostras de CPT- expresséao reduzida (QR = 0,011 a 0,47); e cinco amostras de CPT-
expressao normal (QR = 0,54 a 1,43). No grupo de amostras de MCPT foi possivel
observar que trés amostras apresentaram expressao aumentada (QR = 2,02 a 4,58),
e uma amostra expresséo reduzida (QR =0,009), ndo tendo nhenhuma amostra com
valor normal de expressao.

Para o gene PAXIP1, oito amostras de CPT+ apresentaram expressao
aumentada (QR = 2,7 a 106,9); quatro amostras de CPT+ expressao reduzida (QR =
0,13 a 0,33) e seis amostras de CPT+ expressdo normal (QR = 0,57 a 1,97); oito
amostras de CPT- expressdo aumentada (QR = 2,7 a 33,56); trés amostras de CPT-
expressao reduzida (QR = 0,003 a 0,091); e oito amostras de CPT- expressao dentro
dos valores normais (QR = 0,52 a 1,87). No grupo de amostras de MCPT foi possivel
observar que duas amostras apresentaram expressdo aumentada (QR = 4,34 a
10,16), uma amostra expressao reduzida (QR = 0,02), e uma amostra obteve valor
normal de expressao (QR = 1,69).

Para o gene PPM1D, nove amostras de CPT+ apresentaram expressao
aumentada (QR = 2,62 a 6,33); cinco amostras de CPT+ expresséo reduzida (QR =
0,005 a 0,68) e quatro amostras de CPT+ expressado normal (QR = 1,3 a 2,0); sete
amostras de CPT- expressdo aumentada (QR =4,41 a 60,77); cinco amostras de CPT-
expressao reduzida (QR = 0,009 a 0,44); e sete amostras de CPT- expressao dentro
dos valores normais (QR = 0,35 a 2,0). No grupo de amostras de MCPT foi possivel
observar que trés amostras apresentaram expressao aumentada (QR = 3,3 a 6,8), e
uma amostra expressao reduzida (QR = 0,32), ndo tendo nenhuma amostra com valor
normal de expresséao.

Para o gene PIK3R5, treze amostras de CPT+ apresentaram expressao
aumentada (QR = 2,56 a 5148,7); duas de CPT+ expresséo reduzida (QR = 0,32 a
0,39); trés amostras de CPT+ expressado normal (QR = 1,28 a 1,90); onze amostras
de CPT- expressdo aumentada (QR = 4,23 a 22211,2); quatro amostras de CPT-
expressao reduzida (QR = 0,001 a 0,28); e trés amostras de CPT- expressdao normal
(QR = 0,71 a 1,05). No grupo de amostras de MCPT foi possivel observar que trés
amostras apresentaram expressao aumentada (QR = 5,4 a 44,46), e uma amostra
expressao reduzida (QR = 0,37).
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Figura 1 - Comparagéao entre as medianas dos niveis de expressao génica pela RT-gPCR dos genes
NEDD9 (A), B3GNT7 (B), PHB (C), BAD (D), PAXIP1 (E), PPM1D (F) e PIK3R5 (G). Amostras de
CPT versus MCPT. QR: quantificagcao relativa do gene. Cada simbolo na figura abaixo representa
uma amostra.
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Figura 2 - Comparagéao entre as medianas dos niveis de expressao génica pela RT-gPCR dos genes
NEDD9 (A), B3GNT7 (B), PHB (C), BAD (D), PAXIP1 (E), PPM1D (F) e PIK3R5 (G). Amostras de
CPT com acometimento de linfonodo (CPT+) versus CPT sem acometimento de linfonodo (CPT-).

QR: quantificagao relativa do gene. Cada simbolo na figura abaixo representa uma amostra.
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4 DISCUSSAO

Nos estudos clinicos e patologicos realizados em tumores de tireoide, sabe-se
que na grande maioria dos casos o0 primeiro sitio de metastase sdo os linfonodos
cervicais, podendo acometer até 80% dos casos (Kim et al., 2020; Xiang et al., 2020).
Em funcgéo disso, a identificagdo de genes marcadores com potencial preditivo que
indiquem a presenga de metastases linfonodais € de extrema importancia, visto que
estes marcadores moleculares poderdo auxiliar na conduta clinica dos pacientes
acometidos por estes tumores (Liu et al., 2019; Yu et al., 2020), diferenciando os casos
que necessitam de ressecc¢ao dos linfonodos daqueles casos onde o procedimento
pode ser descartado (Da Silva et al., 2020).

No presente estudo, para compreender melhor o perfil génico no
desenvolvimento dos CPTs e o potencial preditivo de genes especificos relacionados
com migragao celular, entre outras fung¢des, foi avaliada a expressao de sete genes:
NEDD9, B3GNT7, PHB, BAD, PAXIP1, PPM1D e PIK3R5, os quais além de
possuirem papel de migracao e proliferacao celular, também desempenham funcgdes
associadas ao aparecimento de metastases e ao desenvolvimento mais agressivo de
diversos tipos de tumores (Paula et al., 2017; Li et al., 2019; Fang et al., 2020; Bumbat
et al., 2020; Wie, 2020; Liu et al. 2021; Bemmerlein et al. 2022). Nas duas analises
realizadas nao foi observada diferenga estatisticamente significativa (CPT versus
MCPT e CPT+ versus CPT-) para todos os genes analisados.

Para o nosso conhecimento, ndo existem estudos de literatura descritos que
avaliem o poder preditivo desses genes em tumores de tireoide, sendo este um estudo
pioneiro com esta abordagem. Previamente, em um estudo do nosso grupo, Paula et
al. (2017) avaliaram o poder preditivo de envolvimento de linfonodos destes genes em
tumores de mama utilizando a mesma técnica de RT-qPCR. Foi observado que
apenas o0 gene PIK3R5 exibiu expressao diferencial em amostras de tumores
primarios de CPT com envolvimento de linfonodos em comparagao com tumores
primarios sem envolvimento de linfonodos, caracterizando este gene como marcador
preditivo de envolvimento de linfonodos em tumores mamarios.

O gene NEDD9 atua na regulagcdo de oncogenes e as suas implicagbes na
iniciacdo tumoral e no desenvolvimento de metastases o torna um alvo importante a
ser investigado como marcador molecular de doengas invasivas ou metastaticas (Yue
et al. 2021). Embora a expressao deste gene esteja relacionada a um pior progndstico,
e desenvolvimento de metastases em varios tipos de canceres, tais como tumores de
mama (Bemmerlein et al. 2022), colorretal (Meng et al., 2019), pancreas (Xue et al.,
2021), renal (Ledinsky Opadcic et al., 2019), estdmago (Zhang et al., 2019), pulméo
(Deneka et al. 2021) e hepatocelular (Zhou et al., 2017), no presente estudo nao foi
observada a sua relagdo com o desenvolvimento e predicdo do envolvimento de
linfonodos nos tumores de tireoide. O papel do gene NEDD9 tem sido determinante
em uma progressao desfavoravel de muitos tumores, mostrado inclusive por estudos
que relacionaram a elevada expressao desse gene com resisténcia a quimioterapicos,
e sobrevida reduzida (Hua et al. 2021).

O gene B3GNT7 possui um importante papel na fungao migratéria das células,
bem como atua no ciclo e sobrevivéncia celular, promoc¢cao da motilidade e invasao
tecidual (Lu et al., 2014; Paula et al., 2017). De acordo com Canevari et al. (2016), a
expressao elevada deste gene esta relacionada a um pior progndéstico e ao
favorecimento de metastases em cancer de mama. Ja em tecidos metastaticos de
cancer de pulmao, Leiphrakpam et al. (2019), notaram uma diminuicao da expressao
quando comparado com o tumor primario, e Lu et al. (2014) correlacionaram o
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aparecimento de metastases em cancer de célon com a supressao da expressao
deste gene. Em céncer de tireoide, ha poucos trabalhos relacionando este gene
diretamente com o desenvolvimento destes tumores, como o estudo de Nikolova et al.
(2008), que observou expressdo aumentada deste gene nas 18 amostras de CPT
avaliadas por meio da analise de microarray. Em nosso estudo n&o foi identificada
expressao diferencial para o gene BSGNT7 nas analises realizadas.

Na literatura, o gene PHB possui papel controverso, com fungao de regulador
negativo da proliferagdo celular e também, responsavel por desempenhar um papel
importante na regulagao e progressao do ciclo celular pela inibicao da replicagéo do
DNA, com estudos o evidenciando como supressor tumoral em carcinoma
pancreatico, nasofaringeo, e ovariano (Barbier-Torres & Lu, 2020; Fang et al., 2020) e
outros, sugerindo sua agao oncogénica, principalmente em carcinomas mamarios e
hepaticos (Liu et al., 2017; Barbier-Torres & Lu, 2020). No presente estudo, embora
nao tenha sido constatada a relagado deste gene com a predi¢cdo do envolvimento de
linfonodos e com o desenvolvimento do CPT, a sua expressdo aumentada observada
em grande parte das amostras de CPT e MCPT sugere que os pacientes acometidos
por estes tumores podem apresentar um pior prognostico, uma vez que a sua
expressao elevada em tumores de tireoide, de acordo com a literatura, esta associada
a um pior prognéstico (Yang et al., 2018; Spartalis et al., 2021).

O gene BAD, membro da familia do gene BCL2 com fungdo de promover a
apoptose e inibigao do ciclo celular, tem sido sugerido como um marcador prognostico
com bons resultados clinicos em diversos tipos de cancer, porém os resultados nos
diferentes estudos ainda sao discordantes (Mann et al., 2019; Dehghan et al., 2021).
Embora este gene tenha sido demonstrado como marcador de bom prognéstico em
varios tumores (Wei et al., 2017; Bumbat et al., 2020), o mesmo resultado nao foi
detectado no presente estudo.

De acordo com estudos de literatura, o gene PAXIP1 possui um importante
papel na manutengdo da estabilidade do genoma, condensacdo da cromatina e
progressao da mitose (Jhuraney et al, 2017). A expressao reduzida deste gene foi
significativamente relacionada a uma baixa sobrevida em cancer de ovario (Chen et
al. 2021), e em cancer de mama (De Gregoriis et al. 2017) sugerindo que 0s seus
niveis de expressdo podem impactar diretamente no progndstico do paciente.
Entretanto, nesse estudo néao foi possivel observar expressao diferencial desse gene
nas analises realizadas.

O gene PPM1D é um oncogene, com funcao de codificar proteinas conhecidas
por regularem de forma negativa a resposta celular ao estresse, desempenhando
também fungbes bioldgicas tais como apoptose e proliferagcdo (Yin et al., 2019;
Machiela et al., 2019). De acordo com Deng et al. (2020), este gene possui expressao
aumentada em diversos tipos tumorais e sua alta expressao danifica a fungao do p53,
promovendo tumorigénese, e culminando na ativagao de outros oncogenes. Estudos
do papel desse gene em tecidos de tireoide sdo escassos. Lu et al., (2020)
evidenciaram o aumento da expresséo do gene PPM1D em CPT quando comparado
ao tecido normal, e que o knockdown deste gene suprimiu a proliferacdo, migracao e
invasao tecidual, demonstrando assim que PPM1D regula vias de sinalizagao do p38,
MAPK e p53, além de promover a progressao do cancer de tireoide. Além disso, foi
observado que este gene possui uma alta frequéncia de alteragdes genéticas, sendo
um potencial biomarcador de diagnédstico e alvo terapéutico para o tratamento do
cancer de tireoide (Lu et al. 2020). Entretanto, no presente estudo nao foi observada
a relagcdo do gene PPM1D com o desenvolvimento e predicdo do envolvimento de
linfonodos nas amostras analisadas.
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O PIK3R5 € um gene envolvido na proliferacédo, crescimento, diferenciagao e
motilidade celular, sendo classificado como um oncogene (Liu et al. 2021). De acordo
estudos publicados, PIK3R5 pode ser considerado um marcador preditivo de
envolvimento linfonodal em tumores de mama (Paula et al., 2017), oncocitoma renal
(Li et al., 2019) e em carcinoma ovariano (Li et al., 2019), sendo que em cancer de
ovario este gene também esta relacionado a quimioresisténcia. No presente estudo
nao foi observado diferenga estatisticamente significativa em ambas analises
realizadas.

Apesar de existirem estudos que detectaram marcadores moleculares, poucos
tém sido utilizados efetivamente na rotina clinica com implicagao preditiva ou
prognostica em cancer de tireoide, havendo assim a necessidade de pesquisas
adicionais, com o objetivo de reduzir o numero de pacientes que serdo submetidos a
procedimentos cirurgicos, e assim tornar o tratamento mais efetivo. Os nossos
resultados mostram que ainda que tenha sido observado expressao diferencial dos
genes avaliados nas amostras de CPT em relagao a expressao considerada normal,
sugerindo um potencial diagnostico nestes tumores, concluimos que estes genes nao
estdo relacionados ao desenvolvimento tumoral e ndo podem ser considerados
preditivos de metastases em linfonodos em CPT.

5 CONCLUSAO

A auséncia de expressao diferencial significativa dos genes NEDD9, BSGNT?7,
PHB, BAD, PAXIP1, PPM1D e PIK3R5 na comparagao entre os grupos amostrais de
CPT versus MCPT e entre os grupos de CPT+ versus CPT-, indica que estes genes
nao estao relacionados ao desenvolvimento tumoral e ndo podem ser considerados
preditivos de metastases em linfonodos em CPT. Contudo, ressalta-se a necessidade
de estudos adicionais com um maior numero amostral para validar estes resultados,
destacando-se também a importancia da busca de novos marcadores moleculares
que possam auxiliar no diagnostico e tratamento dos pacientes acometidos por esta
neoplasia.
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