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Resumo

O carcinoma da tiroide é o cancro enddcrino mais frequente, que representa cerca de 1% de
todas as neoplasias malignas e cuja incidéncia tem vindo a aumentar. Estes tumores tém uma
etiologia multifatorial que envolve condicionantes ambientais e genéticas, bem como a
interacao entre elas. Os carcinomas bem diferenciados sdo responsaveis pela grande maioria
das neoplasias malignas nesta glandula e a sua etiologia ainda ndo é bem conhecida. Varios
genes de baixa penetrancia, incluindo o FOXE1, foram relacionados com a suscetibilidade para
o cancro da tiroide, mas os seus efeitos podem variar entre diferentes populacées.

O objetivo deste estudo caso-controlo foi determinar o efeito da variabilidade da sequéncia de
polialaninas do gene FOXE71 sobre a suscetibilidade ao cancro da tiroide esporadico, na
populacdo portuguesa e a sua correlacdo com os parametros clinicos. A populacido estudada
incluiu um grupo de 500 doentes caucasianos com carcinoma papilar e folicular da tiroide
esporadicos (411 do sexo feminino e 89 do sexo masculino, média de idades + desvio padrao de
46.3 + 14.0 anos) e um grupo de 502 controlos caucasianos (372 do sexo feminino e 130 do sexo
masculino, média de idades + desvio padrao de 38.3 + 13.4 anos) que foram genotipados por
PCR e analise de fragmentos por electroforese capilar.

Os resultados demonstraram que os alelos com 14 repeticoes de alaninas (66.3% em controlos e
57.2% em doentes) e com 16 (30.0% em controlos e 36.3% em doentes) sao 0s mais
frequentemente encontrados na populacdao portuguesa, tal como os genétipos 14Ala/14Ala
(43.2% em controlos e 33.4% em doentes) e 14Ala/16Ala (41.2% em controlos e 40.2% em
doentes). Detetamos diferencas significativas nas prevaléncias dos gendtipos e alelos entre
controlos e doentes com carcinomas da tiroide (p=0.0012 e p=0.0001, respetivamente). Estas
diferencas foram mais notérias na populacdo masculina estudada (p=0.0086 e p=0.0017,
respetivamente), nos doentes com carcinoma papilar (p=0.0001 e p=0.0001, respetivamente),
em funcao do tamanho do carcinoma papilar (p=0.0296 e p=0.0218, respetivamente), e em
funcao da idade dos individuos (p=0.0024 e p=0.0004, respetivamente). Podemos concluir que a
variabilidade da sequéncia repetitiva do FOXE1, sobretudo polyA com 16 ou mais residuos, esta
associada ao carcinoma papilar na populacdo portuguesa, em particular em individuos do sexo
masculino e em individuos com idade maior ou igual a 45 anos, potenciando o seu papel como
biomarcador. Os resultados podem ser explicados pelo efeito da sequéncia repetitiva do FOXE1
com 16 ou mais residuos de alaninas na sua funcdo como fator de transcricao, propiciando a

tumorigénese na tiroide.
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Abstract

Thyroid carcinoma is the most common endocrine cancer, which accounts for approximately 1%
of all malignant tumors and its incidence is increasing. These tumors have a multifactorial
etiology that involves environmental and genetic factors, as well as the interaction between
them. Well-differentiated carcinomas account for the great majority of cancers in this gland
and their etiology is not well known. Several low penetrance genes, including FOXET1, have
been related to susceptibility to thyroid cancer but their effects may vary between different
populations.

The aim of this case-control study was to determine the effect of the variability of the
polyalanine sequence of FOXE71 gene on susceptibility to sporadic thyroid cancer in the
Portuguese population and their correlation with clinical parameters. The study population
included a group of 500 Caucasian patients with sporadic papillary and follicular carcinoma
(411 females and 89 males, mean age * standard deviation 46.3 + 14.0 years) and a group of
502 Caucasian controls (372 female and 130 males, mean age + standard deviation 38.3 + 13.4
years) were genotyped by PCR and analysis of fragments by capillary electrophoresis.

The results demonstrated that alleles with 14 alanine repeats (66.3% in controls and 57.2% of
patients) and 16 (30.0% in controls and 36.3% for patients) are frequently found in the
Portuguese population, as well as 14Ala/14Ala genotypes (43.2% in controls and 33.4% of
patients) and 14Ala/16Ala (41.2% in controls and 40.2% of patients). We detected significant
differences in the prevalence of genotypes and alleles between controls and patients with
thyroid carcinoma (p=0.0012 and p=0.0001, respectively). These differences were more
notorious in the studied male population (p=0.0086 and p=0.0017, respectively); in patients
with papillary carcinoma (p=0.0001 and p=0.0001, respectively); and correlated with carcinoma
size (p=0.0296 and p=0.0218, respectively); and depending on the age of the subjects
(p=0.0024 and p=0.0004, respectively). We conclude that the variability of the FOXE1 repetitive
sequence, especially polyA with 16 or more residues, is associated with papillary carcinoma in
the Portuguese population and in particular in male patients in these older than 45 years,
enhancing its role as a biomarker. The results may be explained by the effect of the repetitive
sequence of FOXE1 with 16 or more alanine residues on its function as a transcription factor,

promoting tumorigenesis in the thyroid.
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1.Introducao

1.1.Tumorigénese

A tumorigénese resulta da desregulacdo da homeostasia celular, influenciando funcgoes
importantes como a proliferacao, diferenciacao e a morte celular, culminando na
transformacdo de células normais em tumorais com capacidade de proliferar, invadir e
metastizar tecidos distantes (1, 2).

0 inicio de um cancro esta associado a diversos eventos moleculares. Os autores Hanahan e
Weinberg (2) relataram alguns eventos comuns a quase todos os tumores, incluindo
capacidade replicativa ilimitada, inducdo da angiogénese, resisténcia a apoptose, sinalizacao
proliferativa permanente, evasao dos inibidores de crescimento, capacidade de invasao e
metastizacdo, capacidade de evitar a destruicdo imunologica e capacidade de modificar ou
reprogramar o metabolismo celular, tal como mostra a Figura 1, advertindo que a
instabilidade gendmica e a inflamacdo podem ser promotoras do tumor (1, 2). A acumulacao
de alteracoes genéticas, sobretudo as que levam a ativacdo de oncogenes e/ou inativacdo de
genes de supressao tumoral conduzem a falhas na regulacao do ciclo celular e a propria
transformacao da célula (3, 4). Ja o processo inflamatdrio proporciona moléculas bioativas no

microambiente tumoral auxiliando o seu desenvolvimento (2).

Sinalizagdo proiiferativa Evasao aos inibidores de
permanente crescimento

Evitar destruicdo

Desregulacao celular imunologica

Capacidade replicativa
iimitada

Instabiidade gendmica e -
mutacoes Inflamagdo promotora de
tumor

Capacidade de invasao e

Inducdo da angiogénese metastzacio

Figura 1 - Caracteristicas indutoras da progressao tumoral (adaptado de Hanaham, 2011,
licenca de utilizacao no anexo 1) (2).
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A tumorigénese na tiroide é caracterizada pela perda progressiva da diferenciacao celular,
conduzindo a diminuicdo das funcdes do tirocito e aquisicdo de um comportamento maligno
(3). Além disto, Ramsden alertou para a influéncia da angiogénese no processo tumorigénico
desta glandula (5). Paralelamente, membros da familia dos fatores de transcricdo forkhead
sdo reguladores fundamentais no desenvolvimento embrionario e desempenham um papel
importante no crescimento e diferenciacao celular, sendo que parte deles estdao envolvidos

diretamente no processo de tumorigénese (6).

1.2.Glandula tiroideia

1.2.1.Anatomia e histologia

Numa fase primordial do desenvolvimento embrionario, a tiroide desenvolve-se a partir de
células da faringe primitiva que expressam um conjunto de fatores de transcricdo especificos,
tais como FOXE1, Pax8, Titf1 e Hhex fundamentais para a sua migracao e morfologia (7, 8).

A tiroide é o maior 6rgdo enddcrino nos humanos, pesa entre 15 a 25 gramas e situa-se junto
da traqueia. Tem a forma de borboleta, com cor avermelhada devido a riqueza em capilares
sanguineos e é composta por dois lobos unidos por um istmo. O tamanho e aparéncia desta
glandula adulta sdo variaveis dependendo de alguns fatores, de salientar o sexo, atividade
funcional, estado hormonal e incorporacao de iodo (9).

Histologicamente, a tiroide é composta por inimeras estruturas esféricas, os foliculos,
formadas por uma Unica camada de células foliculares ou tirocitos que delimitam o lumen
onde se encontra a tiroglobulina (9). O foliculo é a unidade funcional da tiroide e armazena
ativamente iodeto através de um co-transportador dependente de sddio, a glicoproteina Nis,
localizado na membrana basal. O iodeto é oxidado na membrana apical, pela tiroperoxidase,
sendo depois incorporado nos residuos de tirosina da tiroglobulina e, posteriormente utilizado
na sintese das hormonas tiroideias (10, 11). Além das células foliculares, o parénquima

tiroideu apresenta outro tipo de células, as C ou parafoliculares (9).

1.2.2.Hormonas da tiroide

A principal funcado da tiroide é a sintese, armazenamento e secrecao das hormonas tiroideias
produzidas por dois tipos de células distintas, as células foliculares e as células C. Estas
hormonas regulam funcdes vitais do organismo, tais como temperatura corporal, frequéncia
cardiaca, pressao arterial e funcao intestinal (8, 12).

0O eixo hipotalamo-hipofise tem um papel fulcral no controlo da funcdo desta glandula,
atuando sob um mecanismo de feedback negativo. A hormona libertadora da tirotropina

(TRH), segregada pelo hipotalamo, estimula a libertacdo da hormona estimuladora da tiroide



Suscetibilidade Genética ao Cancro da Tiroide: efeito dos polimorfismos do gene FOXE1

(TSH) pela hipofise anterior que por sua vez, estimula as células foliculares da tiroide a

sintetizar e secretar T3 e T4 (Figura 2) (13).

Hipotalamo

o

— .\‘ N -
=0 S
&

Cobdide contendo 1000,
throglotuairs, T3¢ T4

Folaulo (50-500 pm)

Figura 2 - Regulacdo hormonal: eixo hipotalamo-hipofise-tiroide (adaptado de Kondo, 2006,
licenca de utilizacao no anexo 2) (13).

As principais hormonas produzidas na tiroide sdo as hormonas iodadas L-triiodotironina (T3,
que incorpora 3 atomos de iodo) e L-tiroxina (T4, que incorpora 4 atomos de iodo). A
biossintese destas hormonas ocorre exclusivamente nesta glandula por iodacdo da
tiroglobulina (Tg) pela enzima tiroperoxidase (TPQ), sendo por isto necessaria a expressao
regulada dos genes TG e TPO (14). A hormona preferencialmente sintetizada é a T4, porém é
menos ativa do que T3 havendo uma conversao de T4 em T3 pelo figado e rins.

A expressao coordenada de varios fatores de transcricao como o FOXE1, NF-1, TTF1, PAX8 e
HHEX, é fundamental para manter a funcdo diferenciada da tiroide, incluindo a sintese e
secrecao de hormonas tiroideias (10, 15, 16), uma vez que estes fatores se ligam aos
promotores da TG e TPO (14). Segundo alguns autores, o FOXE1 é o fator primordial que se
liga a estrutura compacta da cromatina do promotor do gene TPO inativo, induzindo uma
alteracao estrutural que permite o acesso de NF-1. Juntos finalizam e estabilizam a abertura

da cromatina permitindo o acesso de outros fatores de transcricao (Figura 3) (17).
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’ Fatores especificss
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Figura 3 - Sequéncia de passos envolvidos na ativacdo da expressao de TPO (adaptado de
Cuesta, 2007, licenca de utilizacao no anexo 3) (17).

Variagdes dos niveis destas hormonas podem estar associadas a diversos fatores como
alteracbes genéticas, gravidez, baixa temperatura ou elevada altitude. Alguns alelos de risco
para o carcinoma da tiroide (rs 965513 em 9q22.33 e rs944289 em 14q13.3) estao associados a
baixa concentracao de TSH ou a baixa concentracao de T4 e alta concentracao de T3 (18).

As células C sao células neuroenddcrinas com citoplasma claro e estdo envolvidas na producéao

de calcitonina que intervém na homeostasia do calcio (13).

1.3.Neoplasias da tiroide

0 carcinoma da tiroide (CT) é cancro endocrino mais frequente e representa cerca de 1% de
todas as neoplasias malignas, surge sobretudo em adultos apresentando maior prevaléncia em
mulheres (numa razdo de aproximadamente 3:1) (19-22). A crescente incidéncia mundial
deste tipo de neoplasia, nas ultimas décadas, tem sido justificada pelo efeito de fatores
ambientais e pela melhoria dos testes de diagndstico, que muitas vezes permitem a
identificacdo de tumores de menores dimensbes. A detecao precoce melhora o progndstico
destes doentes, diminuindo a taxa de mortalidade desta doenca. Além disto, o CT tem de
forma geral um bom progndstico, o que pode ser explicado pela baixa taxa de proliferacao
celular (18, 19).

As neoplasias desta glandula podem ser benignas e designadas por adenomas (por exemplo o
adenoma folicular) ou malignas e designadas por carcinomas (3, 9). Os nddulos na tiroide sao
muito frequentes e na sua maioria sdo benignos. Geralmente, a apresentacao clinica de um
paciente com CT é um nddulo solitario na tiroide. Histologicamente, o CT pode dividir-se em
grupos distintos: os que tém origem nas células foliculares da tiroide, que englobam os
carcinomas bem diferenciados, como o Carcinoma Papilar da tiroide (PTC) e o Carcinoma
Folicular da tiroide (FTC); os Carcinomas Pouco Diferenciados e os Carcinomas Indiferenciados
ou Anaplasicos da tiroide e os que tém origem nas células C, como o Carcinoma Medular
(Tabela 1) (23).
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As formas esporadicas do CT representam cerca de 95% de todos os tumores da tiroide,
enquanto que as formas familiares sao responsaveis apenas por 5% (24).

Existem comportamentos bioldgicos caracteristicos dos diferentes CT, muitos apresentam-se
como lesdes microscopicas, outros sdo de crescimento lento e ndo metastatico e alguns dao
origem a metastases a longa distancia (13). Os carcinomas papilar, anaplasico e medular sao
facilmente diagnosticados com base em critérios citologicos, bem como algumas lesdes

benignas (lesdes hiperplasicas, nodulos coloides e doenca auto-imune da tiroide) (25).

Tabela 1 - Diferencas entre os diversos subtipos de carcinomas da tiroide (adaptado de
Kondo, 2006, licenca de utilizacao no anexo 2) (13).

Racio Idade de
Tipo de tumor Prevaléncia (feminino: masculino) diagnostico

(anos)

Carcinoma Papilar da tiroide 85 - 90% 2:1 - 4:1 20 - 50
Carcinoma Folicular da tiroide < 10% 2:1 - 3:1 40 - 60
Carcinoma Pouco Diferenciado Raro - 7% 0.4:1-2.1:1 50 - 60

da tiroide
Carcinoma Indiferenciado da 2% 1.5:1 60 - 80
tiroide
Carcinoma Medular da tiroide 3% 1:1-1.2:1 30 - 60

1.3.1.Hiperplasias da tiroide

A hiperplasia da tiroide vulgarmente conhecida como bécio gera um aumento do volume da
tiroide. O bocio pode ser difuso, quando ha aumento de todas as células da tiroide, ou
nodular, quando apenas algumas células sofrem aumento formando nddulos bem definidos
(26).
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1.3.2.Adenoma Folicular

0 adenoma folicular € um tumor epitelial benigno e encapsulado. A distingao entre carcinoma
folicular e adenoma folicular benigno requer a demonstracdo de invasao através da capsula

tumoral ou invasao vascular (13, 25).

1.3.3.Carcinomas derivados das células foliculares da tiroide

Os carcinomas derivados das células foliculares da tiroide ou carcinomas nao-medulares da
tiroide sao indolentes e tratados por resseccao cirdrgica e iodo radioativo, com bom
progndstico. No entanto, os carcinomas pouco diferenciados e os anaplasicos sdao mais
agressivos e ainda nao existe tratamento eficaz (13). O progndstico de CT é dependente de
diversos fatores, como o subtipo de carcinoma, idade do doente, tamanho e estadio do
tumor, capacidade de resposta ao iodo radioativo, capacidade de metastizacao, entre outros
(27). A descricdo de critérios morfoldgicos e o desenvolvimento na caraterizacdo molecular
sobretudo de PTC e FTC tém sido exaustivos, dado que um correto e atempado diagndstico
influencia o prognostico da patologia (20, 27).

A necessidade de demonstrar malignidade, de analisar a presenca de carateristicas nucleares
tipicas de PTC e a presenca de zonas pouco diferenciadas em alguns FTC sdo dificuldades no
diagnéstico diferencial dos subtipos de CT. Nas ultimas décadas tem existido a tendéncia para
a excessiva classificacao de variantes foliculares do PTC em detrimento do diagnéstico de
FTC. Assim, tém-se verificado uma diminuicdo da frequéncia de diagndstico do FTC, em

contraste com um aumento da incidéncia dos carcinomas bem diferenciados (27).

1.3.3.1.Carcinoma Papilar da tiroide

O carcinoma papilar da tiroide (PTC) deriva das células foliculares, apresenta-se bem
diferenciado e em 95% dos casos é esporadico. E relativamente frequente, representando
cerca de 80-85% de todas as neoplasias da tiroide cuja incidéncia crescente é, em parte,
reflexo de um diagnostico precoce. Sao tumores de crescimento lento, que ocorrem
frequentemente como neoplasias multicéntricas cujas metastases sdo encontradas nos
ganglios linfaticos locais (23, 27-29). Atualmente, quase metade dos PTCs diagnosticados tém
um diametro menor ou igual a um centimetro (microcarcinomas papilares).

Nos carcinomas papilares, as células estao dispostas em papilas constituidas por um centro de
tecido fibrovascular bem definido rodeado por uma ou duas camadas de células tumorais.
Normalmente nao tém foliculos ou coloides, mas apresentam carateristicas particulares, tais
como nucleo grande, palido, irregular, contendo fendas e com aparéncia quebradica. Sempre

que as carateristicas citoldgicas anteriores ndo sejam esclarecedoras, pode-se avaliar a
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estrutura papilar, reacdo do estroma, crescimento difuso e/ou a presenca de corpos
psamomatosos (20, 30).

Os carcinomas papilares dividem-se em varios tipos histologicos: forma classica com
arquitetura papilar; variante folicular; de células oncociticas, solidas ou crivosas. A variante
folicular é responsavel por cerca de 10% de todos os PTCs e as taxas de incidéncia e de
sobrevivéncia sao semelhantes as do carcinoma papilar classico. Nesta variante as células
embora estejam organizadas em foliculos, exibem as caracteristicas nucleares tipicas de

carcinomas papilares (13, 30).

1.3.3.2.Carcinoma Folicular da tiroide

O carcinoma folicular da tiroide (FTC) € um tumor epitelial maligno que, embora mostre
diferenciacao folicular ndo tem carateristicas nucleares de diagndstico. Representam cerca
de 10-15% de todas as neoplasias tiroideias e tendem a ser mais agressivos do que os PTCs.
Maioritariamente, sdao tumores solidos, encapsulados e maiores que um centimetro de
diametro, os FTCs produzem metastases a longas distancias, em vez de invasao dos ganglios
linfaticos (23, 27). Ocorrem geralmente como tumores unifocais e depois da tiroidectomia
parcial ndo é frequente a presenca de parénquima residual (27, 28). A sua morfologia variavel
vai desde pequenos foliculos contendo coldide a um padrdao de crescimento trabecular ou

solido e as variantes tumorais incluem o tipo oncocitico e de células claras (13).

1.3.3.3.Carcinoma Pouco Diferenciado da tiroide

Carcinomas pouco diferenciados da tiroide sdao neoplasias derivadas de células epiteliais
foliculares, que mostram a perda de diferenciacdo estrutural e funcional. Estas lesoes
geralmente apresentam mais de trés centimetros de diametro, crescimento infiltrativo,

necrose e invasao vascular (9, 13).

1.3.3.4.Carcinoma Anaplasico da tiroide

O carcinoma anaplasico da tiroide deriva do epitélio folicular e é composto parcial ou
totalmente por células indiferenciadas. Representam cerca de 1 a 5% de todos os CT e sao
tumores agressivos que surgem geralmente acima dos 70 anos, revelando-se com ligeiro
predominio em mulheres. Apresentam elevada taxa de mortalidade, que tem vindo a diminuir
nos ultimos anos devido ao progresso no tratamento destes doentes (31, 32). Cerca de 30%
destes carcinomas co-existem com outros carcinomas ou com hiperplasias da tiroide (33).

Geralmente estes sdao tumores soélidos e grandes, nao-encapsulados e caraterizados por um

padrao de crescimento infiltrativo, elevado indice mitotico e invasao vascular, uma vez que
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perdem a capacidade de adesao intercelular (28, 34). Histologicamente, caraterizam-se por
numerosas células atipicas, que incluem trés padrées morfologicos principais, as células
fusiformes, pleomoérficas gigantes e escamosas (13).

Estes tumores tém rapida progressao local e podem metastizar para tecidos extra-tiroideus
(33). A existéncia de metastases é frequente, sobretudo na regiao cervical, pulmdes e pleura,
mas também podem ser encontradas na pele, figado, rins, pancreas, coracao e glandulas
supra-renais (32).

Pouco se conhece acerca da sua patogénese, mas estes tumores podem ocorrer “de novo” ou
podem progredir a partir de tumores mais diferenciados, como resultado de uma ou mais
etapas de desdiferenciacao, em particular, pela perda do gene de supressao tumoral TP53
(Figura 4) (3, 35).

BRAF
Carcinoma TP33
RET-PTC Papilar \ PI3KCA
] BRAF Carcinoma CTNNBT - oma
Foliculo TP53 pouco —_— -
_— ) : Anaplasico
tiroideu diferenciado
~ Carcinoma /
RAS Folicular
PAX8-PPARY S
RAS
Adenoma
Folicular
Neoplasia Carcinomas bem Carcinoma pouco Carcinoma
benigna diferenciados diferenciado indiferenciado

Figura 4 - Modelo de progressao dos carcinomas derivados das células foliculares (adaptado
de Sastre-Perona, 2012, licenca de utilizacao no anexo 4) (36).

1.3.4.Carcinoma Medular da tiroide

Os carcinomas medulares da tiroide representam cerca de 1 a 3% de todos CT, sao mais
homogéneos do que os carcinomas derivados das células foliculares e tém um pior
progndstico, produzindo metastases na regiao cervical, figado, pulmao e osso. Cerca de 25%
dos carcinomas medulares sdao hereditarios, apresentando um modelo de transmissao
autossomico dominante (23). A variante familiar desta patologia pode ocorrer como um
evento isolado, o carcinoma medular da tiroide familiar, ou como parte da sindrome
neoplasica endocrina multipla tipo 2 (MEN 2), estando associado com mutacdes ativadoras do
proto-oncogene RET. Mutacdes no gene RET também estdo envolvidas na variante esporadica
deste subtipo de CT (37, 38).

Nao existem causas ambientais descritas, no entanto este carcinoma comporta-se como uma

doenca complexa impulsionada por mdltiplas variantes que podem determinar a
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suscetibilidade individual (23). Apesar da sua patogénese estar associada sobretudo a
mutacoes no RET, existem casos de carcinoma medular que nao apresentam mutacoes neste
gene. Na maioria dos casos negativos para o RET foram encontradas mutacdes ativadoras no
proto-oncogene RAS (23, 37, 39).

1.4.Etiologia

A etiologia dos tumores da tiroide é bastante complexa e permanece pouco conhecida. A sua
origem multifatorial envolve fatores ambientais e genéticos, bem como a interacdo entre
estes (19). A exposicdao a radiacdo ionizante e a deficiente ingestdo de iodo tém sido
apontadas como condicionantes ambientais de risco sobretudo para o PTC e FTC,
respetivamente (19, 40-42). Verificou-se que o risco de CT tem condicionantes genéticas
maiores do que qualquer outro tipo de cancro (18).

Estudos de incidéncia familiar, de ligacdo genomica e de associacdo com genes candidatos
indicam a existéncia de uma importante contribuicao de multiplos genes de baixa e moderada
penetrancia para a suscetibilidade desta doenca (43-45). Assim, o desenvolvimento de CT esta
associado a uma forte componente genética, uma vez que a presenca de um familiar em
primeiro grau com esta patologia, representa um importante fator de risco,
comparativamente com outras neoplasias de hereditariedade nao mendeliana, com um risco
acrescido de cerca de 8.6 vezes, relativamente a individuos da populacao em geral, sobretudo
para parentes masculinos de um probando masculino (19, 44-47). Tais observacfes exigem a
identificacao e validacao de genes e das suas variantes como fatores de suscetibilidade, bem
como a compreensao dos potenciais mecanismos envolvidos na carcinogénese tiroideia (19,
48).

Para além das condicionantes ambientes e genéticas, alguns autores sugerem que o risco de
CT pode também estar relacionado com fatores hormonais ou alteracdées na funcao imune,
apontando a inflamacao cronica e/ou doencas auto-imunes como base para o aparecimento
de células com alto risco de transformacdo maligna devido ao aumento de renovacao celular
(13, 45). Tem sido relatado também que a predisposicao do sexo feminino para CT é menos
relevante em casos induzidos pela radiagdo do que em casos de ocorréncia natural de

carcinomas da tiroide (49).
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1.5.Genética molecular do cancro da tiroide

A genotipagem dos tumores pode ser uma ferramenta Gtil, dado que o genétipo de um tumor
determina o seu comportamento bioldgico e, em alguns casos, a resposta a terapias
especificas (27).

Alguns eventos genéticos ja estao bem estabelecidos no processo tumorigénico da tiroide.
Alteracdes somaticas nos oncogenes BRAF e RAS; mutacoes em genes mitocondriais e as
translocacoes do RET (frequentes em cancros pediatricos, em individuos expostos a radiacao
ionizante e, em menor frequéncia, em individuos adultos com PTC esporadico) sao
frequentemente associadas ao PTC (50). A variante folicular do PTC estd associada a
mutacoes no BRAF, no RAS e a rearranjos PAX8-PPARy (51). As mutacdes no gene RAS estao
também relacionadas com o FTC, tal como rearranjos PAX8-PPARy (13, 19, 20, 28, 51-54). Ja
mutacdes nos genes TP53, CTNNBT1 e PI3KCA estdo relacionadas com o carcinoma anaplasico
da tiroide (36). Mutacdes no promotor da telomerase (TERT) também tem sido apontadas
como fator de suscetibilidade para os CTs, sobretudo para os subtipos mais agressivos (55,
56).

Genes envolvidos no desenvolvimento e funcdo normais da glandula tiroide tém sido alvo de
estudo, entre eles encontram-se o TSHR (Thyroid-Stimulating Hormone Receptor), TPO
(Thyroid Peroxidase), TG (Thyroglobulin), PDS (Solute Carrier Family 26, Member 4), e PAX8
(Paired Box Gene 8) (57).

1.6.Fator de transcricao FOXE1

0 gene FOXE1, também designado por Thyroid Transcription Factor 2 (TTF2), localiza-se no
cromossoma 9q22.23 e é constituido por um Unico exao que codifica um fator de transcricdao
de 376 aminoacidos, cuja expressao € regulada, in vitro, pela presenca de tirotropina,
insulina e fator de crescimento semelhante a insulina-1 (11, 24, 52, 58, 59).

O FOXE1 pertence a familia de fatores de transcricao forkhead. Estes fatores partilham um
dominio de ligacao ao DNA em hélice, de 110 aminoacidos, altamente conservado, capaz de
interagir com os nucleossomas e alterar a estrutura da cromatina criando um dominio local
exposto necessario para a acao de outros fatores de transcricao (6, 19).

Sao muitos os fatores de transcricdo cuja regulacdo é efetuada por diversos mecanismos de
fosforilacao, que podem afetar tanto a ligacao ao DNA como a atividade transcricional. Alguns
membros da familia de fatores de transcricdo forkhead sao fosfoproteinas incluindo o TTF2,
cuja modificacdo pos-traducional pode estar envolvida na modulacao da sua atividade em
resposta a diferentes estimulos (58). Além disto, os membros desta familia de fatores de

transcricdo participam na regulacao da proteina WNT5A, que é uma importante reguladora da
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proliferacao, diferenciacao e mobilidade celular, embora o seu papel na tumorigénese ainda
nao seja claro (60).

A proteina nuclear de 42kDa, codificada por TTF2, apresenta elevada expressao nas células
foliculares da tiroide e tem dupla funcdo no desenvolvimento desta glandula. O FOXET é
expresso durante o desenvolvimento embrionario, sendo fundamental na organogénese,
migracdo do precursor do tirdcito e morfogénese da glandula tiroide. Nesta fase, o FOXE1
reprime a atividade transcricional de genes especificos como o TG e TPO. Ja na tiroide adulta
€ responsavel pela ativacao da transcricdo dos genes anteriormente referidos, permitindo o
auxilio na manutencédo do estado diferenciado da tiroide (7, 11, 19, 21, 45, 52, 58, 61-64),
mas também dos genes NIS e DUOX2 (10).

Outros genes alvo da proteina nuclear FOXE1 ja estao descritos como fatores importantes no
desenvolvimento da tiroide, nomeadamente o gene T1560 (65, 66).

Para além disto, o FOXE1 é também importante para a formacdo da pituitaria. E encontrado
em foliculos pilosos, células exocrinas dos tUbulos seminiferos, timo, epitélio da orofaringe e
queratinocitos basais da epiderme, onde esta envolvido em certas vias de sinalizacao (59, 64,
67, 68).

1.6.1. Sequéncia de polialaninas do FOXE1

As proteinas eucariotas possuem sequéncias homopoliméricas de determinados aminoacidos,
também conhecidas como repeticées de aminoacidos em tandem, que estdo associadas ao
desenvolvimento de algumas patologias. Estas sequéncias tendem a ter teores de guanina e
citosina muito altos e apresentam um elevado grau de polimorfismo. (69). Os aminoacidos
mais frequentemente encontrados nestas regides sao o acido glutamico, seguido da prolina,
alanina, serina, leucina, glicina e glutamina.

A alanina é um aminoacido hidrofobico apolar que tem facilidade em formar sequéncias
repetitivas, possivelmente causadas pela derrapagem da polimerase. As sequéncias de
polialaninas (polyA) encontradas em 494 proteinas humanas originam pelo menos nove
doencas no ser humano incluindo atraso mental e malformacdes cerebrais, e em condicoes
fisiologicas normais tém a capacidade de formar estruturas secundarias do tipo B, que sao
extremamente resistentes a desnaturacdo quimica e degradacao enzimatica (70-72). Estas
sequéncias sdo encontradas em diversas espécies estando, na sua maioria, envolvidas na
regulacao da transcricao.

Do ponto de vista estrutural, a proteina FOXE1 apresenta uma regido rica em repeticdes do
aminoacido alanina, a regiao de polialaninas (Figura 5), e a presenca de polimorfismos que
envolvem esta regiao foi primeiramente reportada por Macchia, em 1999 (15). Esta regiao,
neste gene, varia entre 11 a 22 residuos de alaninas, sendo que 14 e 16 representam mais de
98% dos alelos relatados (24, 73).
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. ATGACTGCCGAGAGCGGGCCGCCGCCGCCGCAGCCGGAGGTGCTGGCTACCGTGAAGGA
.-M--T--A--E--S--G--P--P--P--P--Q--P--E--V--L--A--T--V--K--E

60 AGAGCGCGGCGAGACGGCAGCAGGGGCCGGGGTCCCAGGGGAGGCCACGGGCCGCGGGGC
20 --E--R--G--E--T--A--A--G--A--G--V--P--G--E--A--T--G--R--G--A

120 GGGCGGGCGGCGCCGCAAGCGCCCCCTGCAGCGCGGGAAGCCGCCCTACAGCTACATCGC
40 --G--G--R--R--R--K--R--P--L--Q--R--G--K--P--P--Y--§--Y--T--A

180 GCTCATCGCCATGGCCATCGCGCACGCGCCCGAGCGCCGCCTCACGCTGGGCGGCATCTA
60 --L--I--A--M--A--I--A--H--A--P--E--R--R--L--T--L--G--G--I--Y

240 CAAGTTCATCACCGAGCGCTTCCCCTTCTACCGCGACAACCCCAAAAAGTGGCAGAACAG

80 --K--F--I--T--E--R--F--P--F--Y--R--D--N--P--K--K--W--Q--N--S
300 CATCCGCCACAACCTCACACTCAACGACTGCTTCCTCAAGATCCCGCGCGAGGCCGGCCG
100 --I--R--H--N--L--T--L--N--D--C--F--L--K--I--P--R--E--A--G--R

360 CCCGGGTAAGGGCAACTACTGGGCGCTTGACCCCAACGCGGAGGACATGTTCGAGAGCGG
120 --P--G--K--G--N--Y--W--A--L--D--P--N--A--E--D--M--F--E--5—G

420 CAGCTTCCTGCGCCGCCGCAAGCGCTTCAAGCGCTCGGACCTCTCCACCTACCCGGCTTA
140 --S--F--L--R--R--R--K--R--F--K--R--S--D--L--S--T--Y--P--A--Y

480 CATGCACGACGCGGCGGCTGCCGCAGCCGCCECCGCCGECEECGCCECCGEGCCECCGECAT
160 --M--H--D--A--A--A--A--A--A--A--A--A--A--A--A--A--A--A--A--T

540 CTTCCCAGGCGCGGTGCCCGCCGCGCGCCCCCCCTACCCGGGCGCCGTCTATGCAGGCTA
180 --F--P--G--A--V--P--A--A--R--P--P--Y--P--G--A--V--Y--A--G--Y

600 CGCGCCGCCGTCGCTGGCCGCGCCGCCTCCAGTCTACTACCCCGCGGCGTCGCCCGGCCC
200 --A--P--P--S--L--A--A--P--P--P--V--Y--Y--P--A--A--S--P--G--P

660 TTGCCGCGTCTTCGGCCTGGTTCCTGAGCGGCCGCTCAGCCCAGAGCTGGGGCCCGCACC
220 --C--R--V--F--G--L--V--P--E--R--P--L--S--P--E--L--G--P--A--P

720 GTCGGGGCCCGGCGGCTCTTGCGCCTTTGCCTCCGCCGGCGCCCCCGCTACCACCACCGG
240 --S--G--P--G--G--S--C--A--F--A--S--A--G--A--P--A--T--T--T--G

780 CTACCAGCCCGCAGGCTGCACCGGGGCCCGGCCGGCCAACCCCTCCGCCTATGCGGCTGC
260 --Y--Q--P--A--G--C--T--G--A--R--P--A--N--P--S--A--Y--A--A--A
840 CTACGCGGGCCCCGACGGCGCGTACCCGCAGGGCGCCGGCAGTGCGATCTTTGCCGCTGC
280 --Y--A--G--P--D--G--A--Y--P--Q--G--A--G--S--A--I--F--A--A--A
900 TGGCCGCCTGGCGGGACCCGCTTCGCCCCCAGCGGGCGGCAGCAGTGGCGGCGTGGAGAC
300 --G--R--L--A--G--P--A--S--P--P--A--G--G--$--5--G--G--V--E--T

960 CACGGTGGACTTCTACGGGCGCACGTCGCCCGGCCAGTTCGGAGCGCTGGGAGCCTGCTA
320 --T--V--D--F--Y--G--R--T--$--P--G--Q--F--G--A--L--G--A--C--Y

1020 CAACCCTGGCGGGCAGCTCGGAGGGGCCAGTGCAGGCGCCTACCATGCTCGCCATGCTGC
340 --N--P--G--G--Q--L--G--G--A--S--A--G--A--Y--H--A--R--H--A--A

1080 CGCTTATCCCGGTGGGATAGATCGGTTCGTGTCCGCCATGTGA . v v vt vt v e v v e
360 --A--Y--P--G--G--I--D--R--F—--V-=-S--A--M-—-*—. ... ... c..c0...

Figura 5 - Sequéncia parcial de cDNA do FOXE71. A amarelo sdao zonas UTR e a azul esta
assinalada a regido repetitiva com 16 residuos de alanina (sequéncia disponivel em
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Transcript/Sequence_cDNA?db=core;g=ENSG0000017
8919;r=9:97853254-97856715;t=ENST00000375123).
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A funcao destas sequéncias repetitivas é desconhecida, mas sabe-se que quando se encontram
em genes codificantes de fatores de transcricdo podem induzir perda ou ganho de funcoes
(72). As variacbes no tamanho desta regidao resultam portanto em alteracdes da atividade
transcricional da proteina, sugerindo que uma modificacdo conformacional ligada ao nimero
de alaninas altera a interacao do fator de transcricao com genes alvo, por influenciar a
estabilidade da proteina em causa. Alem disto, pode levar a agregacao proteica e retencao
citoplasmatica (52, 74-77). Apesar do seu papel na tumorigénese ser ainda um pouco
controverso, o ganho ou perda de funcao, em combinacao com fatores de risco adicionais
sejam eles genéticos ou ambientais, podem representar fatores de risco para o CT (75).

1.6.2. FOXE1 e patologias tiroideias

Encontramos descritas na literatura, duas mutacdes do tipo missense no gene FOXE1, em
casos de agnesia tiroideia (78). Em 2011, Denny e os seus colaboradores analisaram 4 SNPs
(rs7850258, rs965513, rs925489, e rs10759944) e verificaram que o rs965513 é o principal
alelo de risco associado com o hipotiroidismo primario (52).

Dada a especificidade tecidular deste fator de transcricao e a sua associacao com anomalias
da tiroide, colocou-se a questao do seu papel no desenvolvimento de neoplasias deste orgao.
Diversos estudos apontam para uma associacdo entre variantes genéticas do FOXET e a

suscetibilidade para o desenvolvimento de CT (Figura 6).

rs965513
ra7e494a7
rs186T27T
rs1BET2TH
rs1867273
rs186T280
ra3021523
polyAla
rs3021526

Figura 6 - Gene FOXE1, no cromossoma 9, incluindo nove variantes ja estudadas em diversas

populacdes. A preto esta esquematizado o Unico exao deste gene (adaptado de Tomaz, 2012,
licenca de utilizacao no anexo 5) (24).

Gudmundsson et al (18), em 2009, realizaram um estudo de Genome Wide Association (GWA)
utilizando doentes islandeses e outros de ascendéncia europeia, com carcinomas papilar
(PTC) ou folicular da tiroide (FTC). Estes autores mostraram que os polimorfismos rs944289

(localizado no cromossoma 5 14q13.3 na proximidade do gene NKX2-1) e rs965513 (localizado
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no cromossoma 9q22.33 na proximidade do gene FOXE7) aumentam o risco para ambos 0s
subtipos de carcinoma da tiroide (CT) (18).

Landa et al (19), em 2009, verificaram a associacao entre uma variante na regiao promotora
do gene FOXE1 (rs187277; c.-283G>A) e a suscetibilidade para o CT (PTC e FTC), em 615
doentes espanhois e 482 italianos. Propuseram que a presenca desta alteracdo podera
influenciar os niveis de transcricao deste gene, por alteracdes no recrutamento de outros
fatores de transcricao, nomeadamente USF1/USF2 (19).

A exposicao a radiacao apos o acidente nuclear de Chernobyl levou a um aumento, de 3 a 75
vezes, da incidéncia do PTC sobretudo em criancas, ja que a glandula tiroideia é mais sensivel
aos efeitos carcinogénicos da radiacdo nesta faixa etaria (49). Takahashi et al (79), em 2010,
realizaram um estudo com 667 pacientes Bielorrussos, cuja idade no acidente de Chernobyl
variava entre os 0 e os 18 anos. Verificaram a associacao entre as variantes rs187277, na
regiao 5UTR, e rs965513 do FOXE7 e o desenvolvimento de PTC relacionado com exposicao a
radiacao (79).

Matsuse et al (41), em 2011, analisaram 509 doentes japoneses com PTC esporadicos.
Verificaram a associacao de rs965513 (FOXE1) e rs944289 (NKX2-1) com o aumento do risco de
PTC esporadico (41).

Bychkov et al (21), em 2013, realizaram um estudo imuno-histoquimico de FOXE1 em 48
doentes japoneses com PTC e, posteriormente detetaram as variantes rs965513 (G>A) e
rs1867277 (c.-238G>A). Verificaram que a expressdao da proteina FOXE1 diminui com a
distancia entre a fronteira do tumor e o tecido normal adjacente, existindo uma acumulacao
excessiva no citoplasma em detrimento do ndcleo. Assim, propdem a existéncia de cascatas
de sinalizacdo que promovem modificagdes na FOXE1, levando a sua exportacdo para o
citoplasma. Estes autores tentaram também associar a expressio de FOXE71 com os SNPs
acima mencionados, tendo verificado que o alelo de risco era o rs1867277 (21). Outros
autores admitem que a perda de expressao nuclear de FOXE? podera estar associada a
desdiferenciacao celular observada nas células tumorais (80).

Penna-Martinez et al (81), em 2014, genotiparam 196 doentes alemaes com PTC e 47 com FTC
para o rs965513 (A/G), no FOXE1, e o rs944289 (C/T), no NKX2-1. Observaram uma
associacao entre o rs965513 e a suscetibilidade de PTC e FTC, verificando que o risco
aumentava em tumores num estadio mais avancado. Foi sugerido que o FOXET podera servir
para controlar o crescimento da tiroide tanto em fases embrionarias precoces como durante a
vida adulta (81).

A sequéncia de polialaninas do gene FOXE1 tem sido implicada na fenda palatina, cancro da
pele, e faléncia prematura do ovario (6, 59, 82-84), bem como, no desenvolvimento de
patologias tiroideias, nomeadamente hipotiroidismo congénito e disgenesia da tiroide (6, 59,
85).

Carré A et al (74), em 2007, realizaram um estudo com 115 doentes franceses e
demonstraram que a extensdao de polyA do FOXE1 esta relacionada com a disgenesia da

tiroide, sendo um fator de risco mas nao a causa da doenca, uma vez que muitos controlos
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apresentaram o genotipo 14Ala/14Ala. Verificaram um efeito protetor do gendtipo
16Ala/16Ala para os casos de disgenesia da tiroide, contrastando com o risco associado ao
genotipo 14Ala/14Ala. Também observaram que os alelos 14 e 16 eram os mais frequentes
tanto nos controlos como nos doentes, sobretudo o 14 (74). Resultados semelhantes foram
obtidos por outro grupo que estudou criangas com hipotiroidismo congénito e disgenesia da
tiroide (86).

Santarpia et al (87), em 2007, evidenciaram a representacdo excessiva do genotipo
16Ala/16Ala em 57 pacientes sicilianos com hipotiroidismo congénito, e menor representacao
do genotipo 14Ala/14Ala (87).

Kallel et al (57), em 2010, fizeram um estudo com 261 tunisinos com doencas auto-imunes da
tiroide e com 170 espanhois com CT, tendo genotipado a sequéncia de polialaninas e o
rs1867277 do FOXE1. Estes autores verificaram que o alelo 16Ala e o gendtipo homozigotico
16Ala/16Ala aumentavam o risco de desenvolvimento de CT, tal como acontecia com o
rs1867277 (57).

Szczepanek et al (88), em 2011, analisaram o tamanho da sequéncia polyA do FOXE1, num
grupo de 40 pacientes polacos com hemiagenesia da tiroide, incluindo seis casos familiares.
Verificaram que as sequéncias repetitivas com 12 residuos de alaninas nao eram encontrados
nestes pacientes e as sequéncias com 16 ou mais alaninas s6 estavam presentes em pacientes
com esta doenca na forma familiar. Assim, apesar do pequeno nimero de pacientes,
inferiram que sequéncias polyA maiores podem contribuir para a genética molecular da forma
familiar de hemiagenesia da tiroide mas nao para a forma esporadica (88).

Bullock et al (73), em 2012, efetuaram um estudo com o objetivo de avaliar a associacao
entre a sequéncia de polialaninas do FOXE1 com o risco de PTC, em 70 doentes australianos.
Analisaram os seguintes polimorfismos rs3758249 (G>A), rs907577 (A>G), rs1867277 (G>A),
rs3021526 (T>C), rs907580 (C>T) e a sequéncia de polialaninas. Estes autores constataram
que, sobretudo 16 residuos de alaninas e o rs1867277 estavam relacionados com o PTC (73).
Tomaz et al (24), em 2012, realizaram um estudo na populacao portuguesa que visou associar
nove variantes do FOXE1 com cancros da tiroide nao medulares, em 80 doentes com a forma
esporadica e 60 com a forma familiar. As variantes estudadas incluiram rs7849497, rs1867277,
rs1867278, rs1867279 e rs1867280, localizadas no promotor do FOXET; rs965513 localizada a
montante do FOXET; rs3021523 e rs3021526 localizadas na regiao exonica de FOXE7; e a
sequéncia de polialaninas do FOXE1. Estes autores concluiram que as nove variantes estao
associadas ao risco de CT, sobretudo as variantes rs965513 e a sequéncia de polialaninas
contendo 16 ou mais residuos (24).

Maillard et al (89), em 2015, realizaram um estudo na Polinésia Francesa, com 177 doentes
com PTC e 52 com FTC. Analisaram as variantes rs944289 do NKX2-1; rs965516, rs1867277 e
rs71369530 (sequéncia polyA) do FOXE1 e rs1801516 do ATM. Os autores demonstraram a
influéncia do FOXE1 e ATM na etiologia dos carcinomas da tiroide bem diferenciados e
evidenciaram a relevancia dos rs965516 e rs71369530 como marcadores de suscetibilidade
para PTC e FTC (89).
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Pereda et al (90), em 2015, realizaram um estudo semelhante ao anterior, em 203 doentes
cubanos com carcinomas da tiroide bem diferenciados, mostrando a influéncia destes SNP
nesta populacao (90).

Todos os estudos que abordaram a variabilidade da sequéncia repetitiva de alaninas do FOXE1
indicaram que os alelos 14 e 16 sao os mais frequentes numa grande diversidade de
populacdes e que 16 ou mais residuos de alaninas estao associadas com o risco de CT. Porém,
do ponto de vista funcional, os resultados sdo controversos e inconclusivos relativamente a
capacidade de transactivacao dos diferentes alelos da regiao repetitiva do FOXE1 (73, 74). A
falta de resultados mais esclarecedores deve-se também ao pequeno nimero de individuos

estudados por cada equipa.

1.7.0bjetivos do estudo

O objetivo principal deste estudo foi determinar o efeito da variabilidade da sequéncia de
polialaninas do gene FOXE1 sobre a suscetibilidade ao cancro da tiroide esporadico, na
populacao portuguesa. Como objetivos adicionais, foi avaliado o efeito da variabilidade desta
regido repetitiva sobre o tipo histologico do tumor, as suas dimensdes, o sexo, a idade e a

presenca de metastases.
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2.Materiais e Métodos

2.1.Populacao em estudo

Este estudo incluiu um grupo de 500 doentes caucasianos com carcinoma da tiroide
esporadico (411 do sexo feminino e 89 do sexo masculino, cuja média de idades + DP era de
46.3 + 14.0 anos) identificados pelo Instituto Portugués de Oncologia de Coimbra (IPO-
Coimbra) e um grupo de 502 controlos caucasianos (372 do sexo feminino e 130 do sexo
masculino, cuja média de idades + DP era de 38.3 + 13.4 anos) recrutados em colheitas
organizadas em colaboracdao com o Instituto Portugués do Sangue (incluindo os distritos de
Aveiro, Castelo Branco, Coimbra, Guarda, Leiria e Viseu).

A recolha de amostras biologicas foi realizada apos o consentimento informado de todos os
doentes e controlos, sendo este um estudo previamente aprovado pelas Comissdes de Etica

das instituicées envolvidas.

2.2.Genotipagem

2.2.1.Extracao de DNA a partir de sangue fresco

O procedimento de extracdo de DNA foi baseado no método de salting-out, adaptado de
Miller (1988) (91). O DNA foi extraido a partir dos leucdcitos existentes em 10 mL de sangue
periférico recolhido para um tubo de EDTA e armazenado a 4°C até manipulacdo. A amostra
de sangue foi transferida do tubo de EDTA para um tubo de Falcon de 50 mL devidamente
identificado, no qual foi adicionado tampao de lise de globulos vermelhos (RBC: 155 mM
NH,CL, 20 mM KHCO3, 0.1 mM Na,EDTA, pH 7.4) até perfazer um volume final de 40 mL. O
tubo foi agitado manualmente e incubado em gelo durante 15 min, com inversdes frequentes.
Apos incubacéo, o tubo foi centrifugado (Allegra™ X-22R Centrifuga Beckman Coulter, EUA) a
2500 rpm durante 10 min a 4°C, e seguidamente fez-se a decantacao cuidadosa do
sobrenadante preservando-se o pellet contendo os leucocitos. Ao pellet foi adicionado 5 mL
de tampao de extraccao secundaria (SE: 75 mM NaCl, 25 mM Na,EDTA, pH 8.0), 12.5 pL de
proteinase K (20 mg/ml) e 500 ul de SDS 10%, seguido de agitacdo no vértex, até ressuspender
completamente o precipitado, e incubacdo durante a noite a 55°C. Depois da digestao,
adicionou-se 3 mL de NaCl saturado (6 M) e agitou-se no vortex. Seguiu-se nova incubacédo de
10 min a 55°C, com posterior agitacao no vortex e centrifugacao a 4000 rpm durante 30 min a

15°C. O sobrenadante foi decantado para um novo tubo de Falcon de 50 mL identificado,
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evitando a formacao de espuma e o arrastamento de pellet. Para precipitar o DNA adicionou-
se, ao sobrenadante, cerca de 10 mL de etanol 100% frio e inverteu-se o tubo suavemente
cerca de 50 vezes, tendo-se observado a formacao do novelo de DNA que foi cuidadosamente
transferido, juntamente com cerca de 750 pL da solucao, para um eppendorf. Efetuou-se uma
centrifugacao do eppendorf (Micro 20, Hettich Zentrifugen, Alemanha) a 13000 rpm durante
5 min e o sobrenadante foi decantado e descartado. O sedimento de DNA foi lavado duas
vezes com 750 pL de etanol 70% frio, centrifugando-se a 13000 rpm durante 5 min. Decantou-
se o sobrenadante e deixou-se secar o pellet (DNA) ao ar durante 30 min, depois foi hidratado
com 1 mL de tampao Tris-EDTA (TE) e deixado em agitacdo lenta e permanente (Rotator

Mixer, RM Multi-1, Starlab, Alemanha) durante a noite a temperatura ambiente.

2.2.2.Quantificacdo do DNA

Amostras com concentracées de DNA muito baixas ou muitos altas ou com a presenca de
impurezas vdo condicionar metodologias posteriores. Assim, a analise da quantidade e
qualidade de uma amostra de DNA é da maxima importancia, tendo sido efetuada por
determinacdo espectrofotométrica (Nanophotometer™, Implen, Alemanha). E possivel
estimar a concentracao precisa de acidos nucleicos numa amostra através da analise da
absorcédo de raios ultra violeta (UV) pelos nucleotidos. As purinas e pirimidinas tém absorcdo
maxima por volta dos 260 nanometros (nm) (dATP:259nm; dCTP:272nm; dTTP:247nm) se a
amostra de DNA for pura, sem contaminacao significativa de proteinas ou outros
componentes, como o RNA. Para obter o grau de pureza é determinado o racio D0260/D0280.
Um racio entre 1.8 - 2.0 significa que a absorcao é feita pelos acidos nucleicos. Um racio
inferior indica a presenca de proteinas ou outros absorventes de UV. Um racio superior a 2.0
significa que as amostras estao contaminadas por RNA. Apds quantificacao, todas as amostras

foram diluidas em TE para a mesma concentracéo final (100 ng/pL).

2.2.3.Reacdo de polimerizacdo em cadeia (PCR)

Para a amplificacdo exponencial, in vitro, de uma regidao especifica do DNA efetuou-se a
técnica PCR (Polimerase Chain Reaction) desenvolvida em 1985 por Kary Mullis, que consiste
numa reacao em cadeia catalisada por uma enzima polimerase.

No presente trabalho foi estudado o gene FOXE1, mais especificamente fragmentos deste
gene contendo a sequéncia de polialaninas. Para a analise de fragmentos por eletroforese
capilar foram necessarios fragmentos marcados com trés fluorocromos diferentes combinados
com trés tamanhos distintos. Para tal, foram usados primers forward (cadeia sense) com a

mesma sequéncia, que diferiam no fluorocromo com o qual estavam marcados na
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extremidade 5° (Cy5, D2 e D3), combinados com trés primers reverse (cadeia anti-sense) cuja
sequéncia era diferente e portanto, originavam fragmentos de diferentes tamanhos (Tabela
2). Para cada combinacao de primers foi necessario proceder a otimizacao das condigcoes de
PCR, ajustando concentracdes de MgCl,, temperaturas de annealing, diferentes aditivos e até
diferentes enzimas. Depois de otimizadas, todas as reacoées PCR foram realizadas para um
volume final de 5 pL: 0.7 ng/pL DNA, 0.2 pymol de primer forward e de reverse (Stabvida,
Portugal), 0.2 mM de dNTPs, 1.5 mM de MgCl,, 1 U de Supreme Master Mix (20 nM Tris-HCl,
pH 7.5, 100 mM NaCl, 0.1 mM EDTA, 1 mM DTT, 50% (v/v) glicerol) (Nzytech, Portugal), 5 M
de betaina, 5% de DMSO e agua destilada estéril para perfazer o volume final. Para cada
reacdo foi efetuado um controlo negativo, que permitiu despistar possiveis contaminacoes,
tendo sido efetuado em simultaneo e sujeito as mesmas condicdes das restantes reaccoes,
contendo todos os constituintes reacionais atras referidos excepto o DNA. As reacdes de PCR
foram processadas num termociclador (T700™ Thermal Cycler, Bio Rad, EUA) e o perfil de
ciclos de amplificacdo térmica iniciou-se com uma desnaturacao inicial a 98°C durante 5 min,
seguida de 30 ciclos de amplificacao. Cada ciclo de amplificacdo englobou a desnaturacao do
DNA a 95°C durante 30 seg; a hibridacao dos primers com o DNA a temperatura de annealing
otima para cada par (55-64°C) durante 30 seg (Tabela 2); e a polimerizacao das novas cadeias
a 72°C durante 1 min. Apos os ciclos de amplificacdo, seguiu-se uma extensao final a 72°C,
durante 10 min, uma vez que os fragmentos amplificados, apesar de relativamente pequenos,

tinham grande conteldo C/G.

Tabela 2 - Lista das combinacoes dos primers forward marcados com diferentes fluorocromos
e dos primers reverse com diferentes tamanhos e respetivas condicoes de PCR.

Tamanho do
Primer Forward (5’-3’) Primer Reverse (5’-3’) corrf:sgsjr::te a Tsmziz?;;r(aocd)e
16 alaninas (pb)

100: GCGTAGCCTGCATAGACGGCG 159 56

D2 (DY751): .
CTTCAAGCGCTCGGACCTCTC 200: ACGCCGCGGGGTAGTAGACTG 206 58
250: AGCTCTGGGCTGAGCGGCCG 264 58
100: GCGTAGCCTGCATAGACGGCG 159 56

D3 (DY681): .
CTTCAAGCGCTCGGACCTCTC 200: ACGCCGCGGGGTAGTAGACTG 206 58
250: AGCTCTGGGCTGAGCGGCCG 264 61
100: GCGTAGCCTGCATAGACGGCG 159 56

D4 (Cy5): .
CTTCAAGCGCTCGGACCTCTC 200: ACGCCGCGGGGTAGTAGACTG 206 58
250: AGCTCTGGGCTGAGCGGCCG 264 64

Para os individuos que foram amplificados por PCR e seguidamente analisados por
heteroduplex  ou por sequenciacao direta usou-se o primer  forward
5 CTTCAAGCGCTCGGACCTCTC 3~ (sequéncia igual as anteriores sem marcacdao com

19



Suscetibilidade Genética ao Cancro da Tiroide: efeito dos polimorfismos do gene FOXE1

fluorocromo) e o primer reverse 5° TGCAGCCTGCGGGCTGGTAG 3, cujo fragmento resultante
correspondente a 16 alaninas tinha 356 pb. As condicées da PCR foram iguais as referenciadas
anteriormente para a temperatura de annealing de 64°C excetuando os ciclos de amplificacao

que foram aumentados para 36.

2.2.4.Eletroforese dos produtos de PCR em gel de agarose

A eletroforese em gel de agarose permitiu separar fragmentos de DNA produzidos na PCR. A
concentracao do polimero (agarose LE Seakem®, Brasil e Suica) no gel pode variar e quanto
maior for, melhor sera a resolucdo da separacdo. As concentracdes usadas para separar os
fragmentos entre 150-300 pares de bases (pb) estavam compreendidas entre 1.5 e 1.75%
(m/v). Para a preparacao do gel, dissolveu-se a agarose necessaria numa solucao tamponada
TAE 1x, sob aquecimento. Apds arrefecimento da solucdo, adicionou-se GreenSafe (Nzytech,
Portugal) 1 mL/mL e verteu-se a solucao num berco previamente montado com os pentes
necessarios. Apods solidificar, retiraram-se os pentes e o gel foi submerso na tina de
eletroforese horizontal contendo uma solucao tamponada TAE 1x. Em seguida, carregaram-se
0s pocos com 2 pl dos produtos da PCR e outro com 1 pl marcador de peso molecular
(HyperLadder Il, Bioline, Reino Unido), que foi usado como tamanho-padrao permitindo
estimar o tamanho das bandas relativas aos fragmentos. Seguidamente as separacdes
decorreram sob uma diferenca de potencial de cerca de 170 V durante 25 min. O gel foi
observado sob radiacao UV, num transiluminador UVITEC (Uvitec Cambridge, Reino Unido),

acoplado a um sistema de aquisicao de imagem.

2.2.5.Andlise de fragmentos

A analise de fragmentos por eletroforese capilar € uma técnica que permite determinar o
genotipo de um individuo, ja que separa por tamanhos os fragmentos marcados com
fluorocromos obtidos na PCR.

Devido ao elevado nimero de amostras deste estudo, rentabilizamos os recursos injetando, no
mesmo capilar, diferentes individuos amplificados com as varias combinacdes de primers
referidas na PCR. Teve-se o cuidado de nao colocar na mesma corrida mais do que um
individuo amplificado com cada uma das 9 combinacgdes possiveis.

Ao contrario da sequenciacdo, os produtos da PCR submetidos a esta técnica nao
necessitaram de ser purificados mas sim diluidos. A preparacao das amostras para injecdo no
capilar consistiu na adicdo de 100 pL de agua mili-Q a cada 2 pL de produto da PCR e
homogeneizou-se. Seguidamente, colocou-se num novo tubo PCR 18 pL de formamida, 2 pL de

marcador 600 (Genomalab™, Beckman Coulter, EUA) e 0.5 pL de nove produtos da PCR,
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diluidos, de individuos amplificados com as diferentes combinacdes. Depois de uma ligeira
homogeneizacao, transferiu-se a solucao para o poco, na placa de sequenciacao, evitando
bolhas. Cobriram-se os pocos utilizados com 6leo mineral e noutra placa colocou-se tampao
de sequenciacdo comercial, nas posicoes correspondentes. A analise foi efetuada num
sequenciador automatico (GenomalLab™ GeXP, Genetic Analysis System, Beckman Coutter,
EUA) utilizando o método de execucao “FragTest”, conjugado com modelo quartico e a
calibracao de mobilidade AE-Ver2 Dye.

Os tamanhos dos fragmentos dado pelo software foram obtidos por comparacao com o

marcador.

2.2.6.Analise heteroduplex

Para confirmar os resultados obtidos na analise de fragmentos por eletroforese capilar
efetuou-se uma analise heteroduplex numa amostra aleatéria de individuos. Esta técnica
fundamenta-se na separacdo das cadeias de DNA por desnaturacdo térmica formando-se
posteriormente cadeias hibridas. As moléculas hibridas sdo separadas por eletroforese em gel
de poliacrilamida nao-desnaturante, apresentando diferentes migracoes eletroforéticas. Para
a preparacao do gel de acrilamida a 8% adicionou-se, num tubo de Falcon de 50 mL, 13.3 mL
de solucdo comercial de acrilamida:bisacrilamida 29:1; 22.3 mL de agua destilada, 4 mL de
TBE 10x, 360 pL de APS e 72 pyL de TEMED, agitou-se e verteu-se para o sistema vertical
previamente montado, deixando-o polimerizar cerca de uma hora. Os fragmentos resultantes
da PCR foram desnaturados a 98°C durante 5 min e imediatamente carregados no gel.
Seguidamente, as separacdes decorreram sob uma diferenca de potencial de 165 V durante 3
horas. O gel foi retirado do sistema, colocado numa tina de coloracdo com TBE 1x e
aproximadamente 15 pL de GreenSafe (Nzytech, Portugal) e deixado a corar durante toda a
noite. O gel foi observado sob radiacao UV, num transiluminador UVITEC (Uvitec Cambridge,

Reino Unido), acoplado a um sistema de aquisicao de imagem.

2.2.7.Sequenciacdo de DNA

A confirmacao dos resultados de genotipagem foi realizada por sequenciacao de DNA de
amostras representativas de cada genotipo e em casos de genotipo duvidoso.
A preparacao das amostras para a sequenciacao foi dividida em 4 passos:

- Purificacdo enzimatica dos fragmentos resultantes da PCR: adicionou-se 0.5 pL de FastAP
(Thermosensitive Alkaline Phosphatase) (Fermentas, Reino Unido) e 0.25 pL Exo |
(Exonuclease I) (Fermentas, Reino Unido) a cada produto da PCR e incubou-se 20 min a 37°C

seguidos de 20 min a 80°C;
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- Reacao de sequenciacdo: num tubo de PCR novo adicionou-se 2 pL de produto da PCR
purificado, 6.75 pL de agua mili-Q, 2 pL de mix de sequenciacdo comercial (Beckman Coutter,
EUA) e 0.25 pL de primer forward sem marcacao com fluorocromo e colocou-se no
termociclador, cujo protocolo iniciou com uma desnaturacao de 5 min a 96°C, sucedida de 29
ciclos englobando 20 seg a 96°C, 20 seg a 55°C e 4 min a 60°C, seguidos de 8 min a 60°C.

- Precipitacdo dos fragmentos: a cada reacao adicionou-se 1 pL de acetato de sodio, 1 pL de
EDTA, 0.5 pL de glicerol e 60 pL de etanol 95% frio. Colocou-se sob rotacao, na Vortex Mixer
(VELP Scientifica, Starlab, Alemanha), durante cerca de 20 min e descartou-se o
sobrenadante. Ao pellet, adicionou-se 150 pL de etanol 70% frio e agitou-se de novo durante
20 min. Retirou-se o sobrenadante e deixou-se secar o pellet a temperatura ambiente.

- Ressuspensao dos fragmentos em formamida: a cada pellet adicionou-se 15 pL de
formamida, homogeneizou-se e deixou-se repousar durante 10 min. Transferiu-se a solucao
para o poco na placa de sequenciacao evitando bolhas. Cobriram-se os pocos utilizados com
oleo mineral e noutra placa colocou-se tampao de sequenciacdo comercial, nas posicoes
correspondentes.

A sequenciacdo foi realizada seguindo o protocolo GenomeLab™ Dye Terminator Cycle
Sequencing com Quick Start Kit para o sequenciador GenomeLab™ GExp, Sistema de Analise

Genética (Beckman Coulter, EUA).

2.3.Analise estatistica

A analise estatistica foi efetuada para analisar o efeito da variabilidade da sequéncia de
polialaninas do gene FOXE1 no cancro da tiroide esporadico. Também se avaliou este efeito
em particular nos subtipos papilar e folicular de CT; nos microcarcinomas papilares
comparativamente com PTCs de maiores dimensoes; no sexo feminino; no sexo masculino; em
individuos com idade inferior a 45 anos; em individuos com idade igual ou superior a 45 anos;
e em funcdo da presenca de metastases ganglionares ou a distancia. As percentagens
genotipicas e alélicas em doentes e controlos foram feitas por contagem direta e avaliou-se
se as frequéncias genotipicas se desviavam das esperadas de acordo com o equilibrio de
Hardy-Weinberg. Para analisar os resultados obtidos utilizou-se o teste do qui-quadrado (X?),

onde os valores de p<0.05 foram considerados estatisticamente significativos.
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3.Resultados

3.1.Genotipagem

As amostras de DNA dos doentes e dos controlos foram amplificadas por PCR com diferentes
combinacdes de primers. Uma parte do volume do produto resultante da PCR foi analisado
por eletroforese em gel de agarose, cuja finalidade era despistar possiveis contaminacoes,
amplificacdes inespecificas e falhas na amplificacdo (Figura 7).

Figura 7 - Resultados da amplificacdo por PCR com diferentes combinacdes de primers, em
gel de agarose a 1.5%. M - marcador de peso molecular; 1, 2 e 3 - produtos de PCR
amplificados com o primer reverse 100 combinado com os primers forward marcados com D2,
D3 e D4, respetivamente; 4, 5 e 6 - produtos de PCR amplificados com o primer reverse 200
combinado com os primers forward marcados com D2, D3 e D4, respetivamente; 7, 8 € 9 -
produtos de PCR amplificados com o primer reverse 250 combinado com os primers forward
marcados com D2, D3 e D4, respetivamente.
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A populacdao em estudo foi genotipada por analise de fragmentos por eletroforese capilar.
Efetuou-se a genotipagem de nove individuos por capilar em cada injecdo. Os produtos da

PCR foram previamente diluidos antes de serem colocados em formamida (Figura 8).
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Figura 8 - Resultados da analise de fragmentos por eletroforese capilar. A: individuos cujos
fragmentos 100 apresentam genotipos homozigoticos. B: individuos cujos fragmentos 200
apresentam genotipos homozigoticos. C: individuos cujos fragmentos 250 apresentam
genotipos homozigoticos. D: exemplos de individuos que apresentam genotipos
heterozigoticos. 1, 4, 7 e 10 - fragmentos marcados com o fluorocromo D2; 2, 5, 8 e 11 -
fragmentos marcados com o fluorocromo D3; 3, 6, 9 e 12 - fragmentos marcados com o
fluorocromo D4; a vermelho esta representado o marcador; os simbolos a laranja representam
14 alaninas e os simbolos a amarelo representam 16 alaninas.
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Os individuos cujo gendtipo deixou duvidas pelo método anterior foram de novo sujeitos a
PCR com o primer forward sem marcacao com fluorocromo e o primer reverse 300. Realizou-
se a analise heteroduplex que permitiu agrupar os gendtipos dos diversos individuos por
padroes de migracdo. Além disso, compararam-se estes resultados com padrées de migracao

de gendtipos conhecidos, o que permitiu esclarecer alguns dos genotipos duvidosos (Figura 9).

Figura 9 - Resultados da analise heteroduplex. Eletroforese dos produtos da PCR em gel de
poliacrilamida 8%. 1, 2, 3, 5 e 8 - individuos com gendtipos heterozigoticos; 4, 6, 7 e 9 -
individuos com gendtipos homozigoticos.

25



Suscetibilidade Genética ao Cancro da Tiroide: efeito dos polimorfismos do gene FOXE1

Como modo de confirmacdao de alguns gendtipos efetuou-se a sequenciacdo de alguns
individuos. Metade do volume do produto da PCR foi analisado por eletroforese em gel de

agarose 1.5% e o restante foi sequenciado somente com o primer forward (Figura 10).

B
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Regido repetitiva do FOXET

Figura 10 - Resultados da sequenciacao de DNA. A - Eletroforese dos produtos da PCR para
sequenciar (1 a 8) em gel de agarose a 1.5%. B - Parte da sequenciacdo de um individuo
homozigotico com genotipo 14Ala/14Ala. C - Parte da sequenciacdo de um individuo
heterozigotico com gendtipo 12Ala/14Ala.
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3.2.Analise estatistica

As frequéncias genotipicas dos doentes e dos controlos ndo se desviaram das esperadas, de
acordo com o equilibrio de Hardy-Weinberg, ja que os valores de p obtidos foram 0.4386 e
0.3077, respetivamente.

A comparacao entre amostras foi efetuada pelo teste do qui-quadrado, onde os valores de p
inferiores a 0.05 sugerem diferencas estatisticamente significativas. Analisando a Tabela 3,
verifica-se que os dois valores de p sao inferiores a 0.05 o que indica a existéncia de
diferencas significativas nas prevaléncias dos genoétipos e alelos entre controlos e doentes
com carcinoma da tiroide bem diferenciado, na variante esporadica.

Nas Tabelas 4 e 5 observa-se que as diferencas nas prevaléncias dos genédtipos e alelos na
populacdo masculina dos controlos e dos doentes sdo mais notdrias do que na populacao
feminina.

Nas Tabelas 6 e 7 pode observar-se que existem diferencas significativas nas prevaléncias dos
genotipos e alelos dos controlos em relacdo aos doentes com PTC. O mesmo nao é observado
no subtipo folicular, onde os valores de p sao muito superiores a 0.05.

Na Tabela 8, os dois valores de p sao inferiores a 0.05 indicando que ha diferencas nas
prevaléncias dos gendtipos e alelos nos carcinomas papilares consoante o seu tamanho.
Analisando as Tabelas 9 e 10 pode observar-se que ha diferencas significativas nas
prevaléncias dos genotipos e alelos entre controlos e doentes com carcinoma da tiroide
esporadico em todas as faixas etarias, sendo mais notoérias na populacdo com idade igual ou
superior a 45 anos.

Na Tabela 11, os dois valores de p sdao muito superiores a 0.05 indicando que nao ha
diferencas significativas nas prevaléncias dos genotipos e alelos em funcdo da presenca de

metastases ganglionares ou a distancia.
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Tabela 3 - Comparacao das prevaléncias dos genotipos e alelos entre controlos e doentes.

Controlos, n (%) Doentes, n (%) Valor de p
Genotipos n=502 n=500
12Ala/12Ala 0(0) 1 (0.20)
12Ala/ 14Ala 11 (2.19) 15 (3.00)
12Ala/16Ala 2 (0.40) 11 (2.20)
12Ala/17Ala 1 (0.20) 0(0)
14Ala/14Ala 217 (43.2) 167 (33.4)
14Ala/16Ala 207 (41.2) 201 (40.2) 0.0012
14Ala/17Ala 14 (2.79) 21 (4.20)
14Ala/18Ala 0(0) 1 (0.20)
16Ala/16Ala 42 (8.37) 69 (13.8)
16Ala/17Ala 8 (1.59) 13 (2.60)
17Ala/17Ala 0 (0) 1 (0.20)
Alelos n=1004 n=1000
12Ala 14 (1.39) 28 (2.80)
14Ala 666 (66.3) 572 (57.2)
16Ala 301 (30.0) 363 (36.3) 0.0001
17Ala 23 (2.29) 36 (3.60)
18Ala 0(0) 1 (0.10)
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Tabela 4 - Comparacao das prevaléncias dos genotipos e alelos entre controlos e doentes do
sexo feminino.

Controlos do soexo feminino, | Doentes do seoxo feminino, Valor de p
n (%) n (%)
Genoétipos n=372 n=411
12Ala/12Ala 0 (0) 1(0.24)
12Ala/14Ala 10 (2.69) 13 (3.16)
12Ala/ 16Ala 2 (0.54) 9 (2.19)
12Ala/17Ala 1(0.29) 0 (0)
14Ala/ 14Ala 153 (41.1) 139 (33.8)
14Ala/16Ala 153 (41.1) 165 (40.1) 0.1262
14Ala/17Ala 11 (2.96) 18 (4.38)
14Ala/18Ala 0(0) 1 (0.24)
16Ala/16Ala 34 (9.14) 52 (12.7)
16Ala/17Ala 8 (2.15) 12 (2.92)
17Ala/17Ala 0(0) 1 (0.24)
Alelos n=744 n=822
12Ala 13 (1.75) 24 (2.92)
14Ala 480 (64.5) 475 (57.8)
16Ala 231 (31.0) 290 (35.3) 0.0255
17Ala 20 (2.69) 32 (3.89)
18Ala 0 (0) 1(0.12)
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Tabela 5 - Comparacao das prevaléncias dos genotipos e alelos entre controlos e doentes do
sexo masculino.

Controlgs do sexo Doente§ do sexo Valor de p
masculino, n (%) masculino, n (%)
Genotipos n=130 n=89
12Ala/12Ala 0(0) 0 (0)
12Ala/14Ala 1(0.77) 2 (2.25)
12Ala/16Ala 0(0) 2 (2.25)
12Ala/17Ala 0(0) 0 (0)
14Ala/14Ala 64 (49.2) 28 (31.5)
14Ala/16Ala 54 (41.5) 36 (40.4) 0.0086
14Ala/17Ala 3(2.31) 3(3.37)
14Ala/18Ala 0(0) 0 (0)
16Ala/16Ala 8 (6.15) 17 (19.1)
16Ala/17Ala 0(0) 1(1.12)
17Ala/17Ala 0(0) 0 (0)
Alelos n=260 n=178
12Ala 1 (0.38) 4 (2.25)
14Ala 186 (71.5) 97 (54.5)
16Ala 70 (26.9) 73 (41.0) 0.0017
17Ala 3(1.15) 4 (2.25)
18Ala 0(0) 0 (0)
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Tabela 6 - Comparacao das prevaléncias dos gendtipos e alelos entre controlos e doentes com
carcinoma papilar da tiroide.

Controlos, n (%) Doentes com PTC, n (%) Valor de p
Genoétipos n=502 n=436
12Ala/12Ala 0 (0) 1(0.23)
12Ala/14Ala 11 (2.19) 14 (3.21)
12Ala/16Ala 2 (0.40) 10 (2.29)
12Ala/17Ala 1 (0.20) 0(0)
14Ala/14Ala 217 (43.2) 147 (33.7)
14Ala/16Ala 207 (41.2) 169 (38.7) 0.0001
14Ala/17Ala 14 (2.79) 18 (4.12)
14Ala/18Ala 0(0) 1(0.23)
16Ala/16Ala 42 (8.37) 63 (14.4)
16Ala/17Ala 8 (1.59) 12 (2.75)
17Ala/17Ala 0(0) 1(0.23)
Alelos n=1004 n=872
12Ala 14 (1.39) 26 (2.98)
14Ala 666 (66.3) 496 (56.9)
16Ala 301 (30.0) 317 (36.4) 0.0001
17Ala 23 (2.29) 32 (3.67)
18Ala 0(0) 1(0.11)
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Tabela 7 - Comparacéo das prevaléncias dos gendtipos e alelos entre controlos e doentes com
carcinoma folicular da tiroide.

Controlos, n (%) Doentes com FTC, n (%) Valor de p
Genotipos n=502 n=60
12Ala/12Ala 0(0) 0 (0)
12Ala/14Ala 11 (2.19) 0(0)
12Ala/16Ala 2 (0.40) 1(1.67)
12Ala/17Ala 1 (0.20) 0 (0)
14Ala/14Ala 217 (43.2) 20 (33.3)
14Ala/16Ala 207 (41.2) 30 (50.0) 0.5933
14Ala/17Ala 14 (2.79) 2 (3.33)
14Ala/18Ala 0(0) 0(0)
16Ala/16Ala 42 (8.37) 6 (10.0)
16Ala/17Ala 8 (1.59) 1(1.67)
17Ala/17Ala 0(0) 0(0)
Alelos n=1004 n=120
12Ala 14 (1.39) 1 (0.83)
14Ala 666 (66.3) 72 (60.0)
16Ala 301 (30.0) 44 (36.7) 0.4772
17Ala 23 (2.29) 3 (2.50)
18Ala 0(0) 0(0)
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Tabela 8 - Comparacdo das prevaléncias dos genotipos e alelos entre microcarcinomas
papilares e carcinomas papilares maiores que um centimetro.

Microcarcinoma papilar, n

Carcinomas papilares

(%) maiores, n (%) el @z (2
Genétipos n=90 n=346
12Ala/12Ala 0(0) 1 (0.29)
12Ala/14Ala 0(0) 14 (4.05)
12Ala/16Ala 2 (2.22) 8 (2.31)
12Ala/17Ala 0(0) 0 (0)
14Ala/ 14Ala 42 (46.7) 105 (30.3)
14Ala/16Ala 28 (31.1) 141 (40.8) 0.0296
14Ala/17Ala 4 (4.44) 14 (4.05)
14Ala/18Ala 1(1.11) 0 (0)
16Ala/16Ala 9 (10.0) 54 (15.6)
16Ala/17Ala 4 (4.44) 8 (2.31)
17Ala/17Ala 0(0) 1(0.29)
Alelos n=180 n=692
12Ala 2 (1.11) 24 (3.47)
14Ala 117 (65.0) 379 (54.8)
16Ala 52 (28.9) 265 (38.3) 0.0218
17Ala 8 (4.44) 24 (3.47)
18Ala 1 (0.56) 0 (0)
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Tabela 9 - Comparacéo das prevaléncias dos gendtipos e alelos entre controlos e doentes com
carcinoma da tiroide com idade inferior a 45 anos.

Controlos com idade < 45 Doentes com idade < 45 Valor de p
anos, n (%) anos, n (%)
Genoétipos n=342 n=228
12Ala/12Ala 0 (0) 0 (0)
12Ala/14Ala 9 (2.63) 7 (3.07)
12Ala/16Ala 1(0.29) 6 (2.63)
12Ala/17Ala 1(0.29) 0 (0)
14Ala/14Ala 135 (39.5) 69 (30.3)
14Ala/16Ala 145 (42.4) 97 (42.5) 0.0825
14Ala/17Ala 10 (2.92) 11 (4.82)
14Ala/18Ala 0 (0) 1 (0.44)
16Ala/16Ala 35 (10.2) 31 (13.6)
16Ala/17Ala 6 (1.75) 5(2.19)
17Ala/17Ala 0 (0) 1 (0.44)
Alelos n=684 n=456
12Ala 11 (1.61) 13 (2.85)
14Ala 434 (63.5) 254 (55.7)
16Ala 222 (32.5) 170 (37.3) 0.0289
17Ala 17 (2.49) 18 (3.95)
18Ala 0 (0) 1(0.22)
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Tabela 10 - Comparacdo das prevaléncias dos gendtipos e alelos entre controlos e doentes
com carcinoma da tiroide com idade igual ou superior a 45 anos.

Controlos com idade > 45 Doentes com idade > 45 Valor de p
anos, n (%) anos, n (%)
Genoétipos n=160 n=272
12Ala/12Ala 0(0) 1(0.37)
12Ala/ 14Ala 2 (1.25) 8 (2.94)
12Ala/16Ala 1 (0.63) 5(1.84)
12Ala/17Ala 0(0) 0 (0)
14Ala/ 14Ala 82 (51.3) 98 (36.0)
14Ala/16Ala 62 (38.8) 104 (38.2) 0.0024
14Ala/17Ala 4 (2.50) 10 (3.68)
14Ala/18Ala 0(0) 0 (0)
16Ala/16Ala 7 (4.38) 38 (14.0)
16Ala/17Ala 1 (0.63) 8 (2.94)
17Ala/17Ala 0(0) 0 (0)
Alelos n=320 n=544
12Ala 3 (0.94) 15 (2.76)
14Ala 232 (72.5) 318 (58.5)
16Ala 79 (24.7) 193 (35.5) 0.0004
17Ala 6 (1.88) 18 (3.31)
18Ala 0(0) 0 (0)
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Tabela 11 - Comparacdo das prevaléncias dos gendtipos e alelos entre doentes com
metastases ganglionares ou a distancia e doentes sem metastases.

Doentes comometéstases, n | Doentes semometéstases, N Valor de p
(%) (%)
Genoétipos n=106 n=390
12Ala/12Ala 0(0) 1 (0.26)
12Ala/14Ala 2 (1.89) 12 (3.08)
12Ala/16Ala 3(2.83) 8 (2.05)
12Ala/17Ala 0(0) 0 (0)
14Ala/14Ala 27 (25.5) 140 (35.9)
14Ala/16Ala 47 (44.3) 152 (39.0) 0.4799
14Ala/17Ala 5(4.72) 15 (3.85)
14Ala/18Ala 0(0) 1 (0.26)
16Ala/16Ala 18 (17.0) 51 (13.1)
16Ala/17Ala 4 (3.77) 9 (2.31)
17Ala/17Ala 0(0) 1 (0.26)
Alelos n=212 n=780
12Ala 5(2.36) 22 (2.82)
14Ala 108 (50.9) 460 (59.0)
16Ala 90 (42.5) 271 (34.7) 0.1709
17Ala 9 (4.25) 26 (3.33)
18Ala 0(0) 1(0.13)
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4. Discussao e conclusao

A complexidade na identificacdo da suscetibilidade genética para o carcinoma da tiroide
deve-se a inexisténcia de estudos num grande nimero de individuos, a pouca abordagem da
heterogeneidade dos subtipos de carcinomas da tiroide e a falta de estudos funcionais dos
polimorfismos encontrados, que seriam importantes para compreender a biologia do cancro
(23). No presente trabalho pretendeu-se clarificar o efeito da variabilidade da sequéncia de
polialaninas do gene FOXE1 sobre a suscetibilidade ao cancro da tiroide esporadico,
especificamente nos subtipos PTC e FTC, na populacao portuguesa.

Tém sido propostos diferentes mecanismos para a ocorréncia de insercoes e/ou delecbes da
sequéncia de polialaninas, que incluem a derrapagem durante a replicacdo ou crossing-over
desigual (59, 72). Algumas repeticoes de alaninas sao simplesmente codificadas por tripletos
GCG, que podem facilmente ser explicadas por uma derrapagem durante a replicacao (72, 92-
94). Ou seja, quando existe um loop provocado pela repeticao de tripletos, a DNA polimerase
pode fazer uma pausa na replicacdo possibilitando a dissociacdo momentanea da nova cadeia
com a cadeia molde. Posteriormente, as cadeias voltam a reassociar-se mas de uma forma
desalinhada, o que gera a derrapagem. Se o deslize for para a frente ocorrera eliminacao de
nucleodtidos, se for para tras levara a sua insercao (92, 93).

Outras sequéncias de polialaninas sdo codificadas por tripletos diferentes que lhes conferem
maior estabilidade e protecdo de uma possivel derrapagem durante a replicagdo. Nestes
casos, o mecanismo de crossing-over desigual, defendido pela equipa de Brown, pode ser a
causa da repeticao dos tripletos (72).

A expansao da regides homopoliméricas pode causar diversas patologias, uma vez que
interferem na estrutura do DNA, na transcricao, na interacdo RNA-proteina e na conformacao
proteica (72, 95). Varias doencas tiroideias tém sido associadas com a regido polyA do FOXE1.
Landa et al (19), verificaram que o FOXE71 age como um gene de baixa penetrancia
relacionado com CT, tendo um papel crucial no desenvolvimento e progressao do tumor, e
alertaram para o seu papel emergente como potencial biomarcador (19). A sequéncia polyA
do FOXE1 ja foi estudada para os subtipos PTC e FTC, na populacao japonesa, em certas
populacdes europeias, incluindo num estudo que envolveu individuos portugueses, e
recentemente na populacdo cubana (24, 57, 59, 73, 89, 90). Concluiram que os genotipos
mais frequentes eram 14 e 16 alaninas e que sequéncias repetitivas com 16 ou mais residuos
de alaninas podiam relacionar-se com a suscetibilidade ao PTC e FTC.

Os resultados deste trabalho sao concordantes com estudos anteriores mostrando que, tanto
em controlos como em doentes caucasianos portugueses, os alelos 14 (66.3% e 57.2%,
respetivamente) e 16 (30.0% e 36.3%, respetivamente) sao os mais frequentes. Os genotipos
14Ala/14Ala (43.2% e 33.4%, respetivamente) e 14Ala/16Ala (41.2% e 40.2%, respetivamente)
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sao os mais frequentemente encontrados na populacao portuguesa, seguidos do 16Ala/16Ala
(8.4% e 13.8%, respetivamente). Analisando a Tabela 3 é possivel afirmar que sequéncias de
polialaninas do FOXE1 que tenham 16 ou mais residuos sao encontradas com maior frequéncia
em doentes com carcinomas da tiroide bem diferenciados, na variante esporadica.

Além disto, quisemos avaliar a associacao do efeito da variabilidade desta regido repetitiva
nos subtipos PTC e FTC; nos microcarcinomas papilares e carcinomas papilares com maiores
dimensoes; no sexo feminino; no sexo masculino; em individuos com idade inferior a 45 anos;
em individuos com idade igual ou superior a 45 anos; e em funcdo da presenca de metastases
ganglionares ou a distancia.

Detetamos diferencas significativas nas prevaléncias dos genotipos e alelos entre controlos e
doentes com carcinoma da tiroide (p=0.0012 e p=0.0001, respetivamente). Verificamos ainda,
que as diferencas nas prevaléncias dos genotipos e alelos na populacdo masculina (p=0.0086 e
p=0.0017, respetivamente) dos controlos e dos doentes sdo mais notérias do que na populacdo
feminina (p=0.1262 e p=0.0255, respetivamente), o que nao foi verificado pela equipa de
Kallel (57) na populacao espanhola. Contudo, sabe-se que o ambiente hormonal influencia o
tamanho e aparéncia da glandula tiroideia (9), o que também podera ser a causa para estas
diferencas observadas entre sexos. Houve também diferencas significativas nas prevaléncias
dos genotipos e alelos entre controlos e doentes com carcinoma da tiroide em todas as faixas
etarias, sendo mais notorias na populacao com idade igual ou superior a 45 anos (p=0.0024 e
p=0.0004, respetivamente). Esta divisao etaria foi efetuada uma vez que o limite dos 45 anos
€ usado para o estadiamento clinico dos tumores (96), porém a razdo das diferencas
encontradas consoante a faixa etaria ainda ndo esta bem estabelecida na literatura e carece
de melhor clarificagdo. Contudo, atendendo as diferencas nas prevaléncias dos genotipos e
alelos relatadas anteriormente pode-se especular sobre um possivel efeito protetor do
ambiente hormonal feminino, sobretudo em idade fértil, perante a variabilidade da regiao
repetitiva de alaninas do FOXET1.

Observamos diferencas significativas nas prevaléncias dos genotipos e alelos dos controlos em
relacao aos doentes com PTC (p=0.0001 e p=0.0001, respetivamente), o que nao se verifica no
subtipo folicular onde os valores de p sao muito superiores a 0.05 (p=0.5933 e p=0.4772,
respetivamente). Estes resultados tém sido encontrados também em populacdes australianas
e europeias (57, 73), e alguns autores justificam esta associacdo com o PTC devido a
modificacdes funcionais no FOXE1 que alteram a sua afinidade para os genes alvo (73). Além
disto, os mecanismos genéticos que conduzem aos dois subtipos de carcinoma da tiroide sao
diferentes, o que pode justificar a associacdo da sequéncia repetitiva do FOXE1 com o PTC e
ndao com o FTC. Paralelamente, encontramos diferencas nas prevaléncias dos gendtipos e
alelos nos carcinomas papilares consoante o seu tamanho (p=0.0296 e 0.0218,
respetivamente). Na literatura existe controvérsia na caraterizacao dos carcinomas papilares,
referindo que parte dos que sejam inferiores a um centimetro podem ter um comportamento

bioldgico e clinico mais benigno, em comparacao com os de maiores dimensdes (97, 98). Estes
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dados suportam os resultados obtidos neste estudo, onde se verificaram diferencas nas
prevaléncias dos gendtipos e alelos nos carcinomas papilares consoante o seu tamanho.

Em contrapartida, nao se verificaram diferencas nas prevaléncias dos genotipos e alelos em
funcdo da presenca de metastases ganglionares ou a distancia (p=0.4799 e p=0.1709,
respetivamente), o que pode indicar a auséncia de uma associacdo entre o FOXET1 e a
capacidade invasiva destes tumores.

Assim, dado o nimero elevado de individuos estudados, podemos concluir que a variabilidade
da sequéncia repetitiva do FOXE1 esta associada com o subtipo PTC na populacdo portuguesa,
podendo relacionar-se com individuos do sexo masculino e com a populacdo numa faixa etaria
igual ou superior a 45 anos. Estes dados podem vir a ser uma importante ferramenta clinica ja
que, para além de serem Uteis na compreensdo dos mecanismos de carcinogénese da tiroide,
sugerem um possivel papel do FOXE1 como biomarcador para carcinomas diferenciados da
tiroide.

Alguns autores admitem que a perda de expressao nuclear de FOXE1 pode estar associada a
desdiferenciacao celular observada nas células tumorais de CT (80). Contudo, a influéncia da
variabilidade da sequéncia de polialalaninas na atividade de FOXE1 como fator de transcricao
ainda é um pouco controversa. Alguns estudos sugerem que 11, 12 e 14 residuos de alaninas
nao alteram a capacidade de ativar o TG, ao contrario do que acontece com sequéncias polyA
maiores que 14 alaninas (61, 74). Ou seja, a variabilidade da regiao repetitiva de alaninas no
FOXE1 resulta em alteracoes conformacionais que podem modificar a interacao deste fator de
transcricao com os genes alvo. No entanto, outro estudo demonstrou um ligeiro deficit da
transcricao de promotores responsivos a FOXE1, quando compararam o alelo 16 com o 14 (73).
Os resultados deste estudo podem ser explicados pelo efeito da sequéncia repetitiva do
FOXE1 com 16 ou mais residuos de alaninas na sua funcdo como fator de transcricao,
propiciando a tumorigénese na tiroide. Devido a falta de estudos funcionais neste trabalho,
esta premissa tem de ser confirmada laboratorialmente e portanto sugerimos futuros estudos
funcionais de FOXE1 com diferentes comprimentos da regiao repetitiva, uma vez que podem

ser Uteis para clarificar a sua interferéncia na suscetibilidade ao cancro da tiroide.
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