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A captacio de iodo € um passo fundamental no metabolismo da célula folicular
normal, que o utiliza na fabricacio de horménios tiroidianos. O tratamento cirirgico,
seguido de radioiodoterapia, possibilita a cura de grande parte dos pacientes com cancer
bem diferenciado da tiréide que possuem a caracteristica de manter a capacidade de captar
iodo. Infelizmente, cerca de 20% dos casos de céncer de tiréide que nfo sfo bem
diferenciados, além de uma parte dos proprios tumores bem diferenciados, nio responde
bem e, apesar dos esforgos cirirgicos e radioterapicos, evolui com recidivas ¢ culmina com
a morte do paciente. Com a identificacdo do gene que codifica a glicoproteina intra-
membranosa responséavel pelo transporte de iodo para a célula folicular, chamado NIS, tem-
se tentando relacionar a falta de captagfo de iodo com a nfo express@o do gene e, portanto,

pior prognostico de alguns casos

Estudamos um total de 77 tecidos tiroidianos comparando 27 carcinomas
(21 carcinomas papiliferos e 6 carcinomas foliculares) com 8 tumores benignos
(adenomas foliculares). Também incluimos 39 bdcios benignos (33 bdcios multinodulares,
4 casos de doenca de Hashimoto e 2 casos de Graves). Foram ainda estudados 3 carcinomas
medulares da tiréide. Utilizando a técnica mested-PCR, que inclui o gene P-actina como
controle de DNA na reacdo, identificamos a expressdio do gene NIS em todos os casos,
inclusive nos carcinomas medulares de tiréide. A expressdo do gene NIS foi encontrada
mesmo no tecido tumoral de 2 casos que ndo apresentavam captacdo de radioiodo na
pesquisa de corpo inteirc (PCI) apesar de apresentarem evidéncias de metéstase com niveis
séricos de tiroglobulina (Tg) elevados e/ou ultrassom positivo para neoplasia. A razio pela
qual esses pacientes ndo captam iodo apesar de expressarem o gene NIS, poderia ser a
ocorréncia de mutagdes. Para verificar tal possibilidade, padronizamos a técnica de
screening de mutagOes pela técnica de DGGE para estudo dos exons 4, 5 e 6 do gene.
Nio foram encontradas mutagSes nesses exons nos 57 casos investigados, sugerindo que,
caso ocorram, as mutacGes do gene nfio devemn ser as principais responsaveis pelas

alteragGes na funcgdo da proteina NIS.

Como a proteina ¢ produzida preferencialmente por células foliculares
tiroidianas, pressupde-se que individuos com céncer poderiam apresentar niveis séricos de

NIS mais elevados do que individuos livres da doenca. Assim, desenvolveu-se um ensaio
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de PCR simples para detec¢iio dos exons 4 e 6 de NIS em sangue periférico no intuito de
verificar a possivel utilidade deste pardmetro no acompanhamento de portadores de
carcinomas diferenciados da tir¢ide. Em sangue periférico de 13 pacientes que possuiam o
gene NIS expresso no tumor inicial e retornaram 6, 12 e 24 meses apés a cirurgia,
verificou-se que 0 gene NIS ndo era detectdvel em 4 casos: 2 carcinomas foliculares,
1 carcinoma papilifero e 1 caso de Graves. No entanto, o exon 6 de NIS foi positivo em
todas as amostras com excecdo de 1 caso que, apesar de apresentar metastases durante o
seguimento, manteve NIS sérico indetectavel. Assim, pode-se concluir que a pesquisa da
expresséio do gene NIS circulante ndo temn valor para seguimento c¢linico, nfo apresentando

correlacio com a presenca de metéstases e/ou recorréncia.
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O CANCER

O céncer é conhecido desde o tempo em que as sociedades humanas
aprenderam a registrar as suas atividades. Era bem entendido pelos antigos egipcios e as
civilizagdes subseqiientes e, atualmente, rivaliza com as doencas cardiovasculares como
principal causa de morte nos paises desenvolvidos (LANDIS er al, 1998). A probabilidade
de cada individuo desenvolver um céncer é expressa pela incidéncia nacional e pelas taxas
de mortalidade. Assim por exemplo, os moradores dos Estados Unidos da América
apresentam atualmente uma probabilidade em 5 de morrer de céncer. A cada ano, nos
Estados Unidos, mais de 1 milhfo de individuos descobrem que sfio portadores de algum
tipo de céncer. Muitos desses tumores podem ser curados. Entretanto, de acordo com as
estimativas da American Cancer Society, o céncer causou aproximadamente 564.000
mortes em 1998, sendo responsavel por cerca de 23% de todos os casos de Obito
{LANDIS et al, 1998).

Dados epidemiolégicos sugerem que novos casos poderiam ser evitados, desde
que estratégias preventivas fossem implementadas, ja que 80 a 90% dos casos de céncer
humano podern ser atribuidos a fatores ambientais, incluindo a dieta e aspectos sociais e
culturais (OSBORNE er al, 1997). Existem notédveis diferengas nas taxas de mortalidade de
formas especificas de cédncer ao redor do mundo, sugerindo a influéncia de fatores
geograficos e ambientais. Por exemplo, a taxa de mortalidade por carcinoma de estomago
em ambos os sexos no Japdo € sete a oito vezes maior do que nos Estados Unidos, onde a
taxa de mortalidade por carcinoma de pulméio € mais que o dobro do que no Japdo, e na

Bélgica é maior que nos Estados Unidos .

O cancer ocorre por causa do dano genético herdado e/ou adquirido, alterando a
expressdo ou as propriedades bioquimicas de genes envolvidos na regulacio do
crescimento ¢ diferenciacfio celular (BISHOP, 1987, KNUDSON, 1993; WARD, 1997).
O céncer de pulméo, por exemplo, esta na maioria dos casos, claramente relacionado com
um fator adquirido, no caso, o fumo de cigarros, embora se tenha demonstrado que a
mortalidade por céncer de pulmfio ¢ quatro vezes maior entre parentes ndo—fumantes
genitores e irmdos) de pacientes com céncer de pulmfo do que entre parentes

ndo-fumantes de controles (PANDER, 1997). As formas hereditarias incluem varios

Introducdo
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cénceres bem definidos nos quais a heranca de um Unico gene mutante aumenta
acentuadamente o risco de desenvolver a doenca. Assim, na sindrome de neoplasia
endocrina miltipla do tipo 2, em que os pacientes desenvolvem o carcinoma medular da
tiréide eventualmente associado a feocromocitoma, podem-se identificar mutacdes no gene

ret em praticamente todos os portadores da doenga (THAKKER , 2001).

BASES MOLECULARES DO CANCER

Sabe-se que o céncer ocorre devido a danos genéticos, adquiridos ou herdados,
que conferem uma vantagem a uma célula, a qual consegue transmitir as suas células filhas
esta vantagem, dando origem a um clone de células que escapa dos controles normais de
crescimento e diferenciagiio (NAMBA et al, 1990). Essa alteracio genética, ou mutagio,
pode ser adquirida pela agdo de determinados agentes ambientais ou pode ser herdada na
linhagem germinativa. Os agentes ambientais que danificam nossa bagagem genética

podem ser grosseiramente divididos em:

e gcventos quimicos, como 0s clissicos ésteres de forbol, o benzeno nas

leucoses, etc

e agentes fisicos, como a radiacfo ultra-violeta, por exemplo, no céncer de

pele ou a radiag8o ionizante e o clncer de tirdide, etc
s agentes bioldgicos como ¢ Papilomavirus no cincer de colo de utero, etc.

Anormalidades tanto nos genes estimuladores de divisdo celular (chamados de
oncogenes), como nos protetores ou bloqueadores do ciclo celular (chamados de genes
supressores tumorais), podem conferir a uma célula vantagens de crescimento e
desenvolvimento sobre as células normais (WARD er af, 1998). Os genes que controlam o
tempo de vida ou a morte celular, como o gene da telomerase, os genes envolvidos na
apoptose € os genes de reparo do DNA também intervém diretamente no processo de
tumorigénese. Quanto mais tempo uma célula viver, maior serd sua chance de adquirir

mutagbes vantajosas em termos de crescimento e diferenciagho. Os genes de reparo do
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DNA controlam a proliferacdo ou sobrevida das células indiretamente ao influenciarem a
capacidade do organismo de reparar as lesSes nfo letais em outros genes, incluindo os
proto-oncogenes, genes supressores tumorais e genes que regulam a apoptose.
Qualquer anormalidade nos genes de reparo do DNA pode causar mutacdes no genoma,
levando assim, a uma transformac&o neoplasica. No entanto, para que um tumor progrida,
varios outros genes devem se alterar. Sabemos que o processo de metdstase € seletivo para
as poucas células que conseguem produzir vasos (angiog€nese), mover-se vencendo
barreiras e invadindo as células vizinhas, capsulas etc, que embolizam e sobrevivem na
corrente sanguinea, param em leitos capilares distantes e extravasam e se multiplicam
dentro do parénquima de outros Orgdos. Todos estes passos requerem ativacdo e/ou
desativacio de uma série de genes. Existem varios genes envolvidos no reconhecimento,
reparo ou programacdo da morte celular (apoptose), assim como genes envolvidos no
controle imunolégico de reconhecimento e reparo/destruicio das células danificadas, genes
capazes de interferir na capacidade de multiplicagfo 4 distdncia (p.ex. o gene nm23}),
mvadir tecidos circunjacentes (p.ex. 0 gene da ialoproteina, o gene da MUC! mucina),
fatores angiogénicos capazes de prover aporte nutricional a estas células de crescimento
acelerado (p.ex. 0 gene VEGF) e vérios outros, fundamentais para a progressdo de um
clone tumoral primério para fendtipos mais agressivos com invasfo e metastatizacio a
distancia (FIDLER, 1997).

Outro conceito fundamental para a compreensfio da tumorigénese tiroidiana € o
de instabilidade gendmica. Quando a c€lula sofre grandes danos que sobrepujam a sua
capacidade de reparag8io, torna-se sujeita a sofrer alteragdes grosseiras, como translocagdes,
perdas de material cromossémico, amplificacGes, etc. Também sabemos que existe uma
relacfio entre o agente causador deste dano e o grau de heterogeneidade do clone celular
que se desenvolverd, o que, por sua vez, guarda estreita relacdo com a capacidade de
algumas destas células adquirirem resisténcia terapéutica e, portanto, definirem pior
prognostico ao tumor (WARD, er af, 1998). Estas anormalidades, evidenciadas por estudos
citogenéticos, existem com maior freqiiéncia nos tumores menos diferenciados da tirdide,

como o carcinoma folicular e o anaplasico (WARD, 1997).
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O PROCESSO DE CARCINOGENESE

A carcinogénese €, felizmente, um processo lento e dificil, que se compde de
multiplas etapas, tanto do ponto de vista fenotipico quanto genético. Uma neoplasia
maligna possui atributos fenotipicos, como crescimento excessivo, invasio local e
capacidade de formar metastases. Todas estas caracteristicas sfo adquiridas de modo
gradativo, sendo que, a cada etapa, as células transformadas vio adquirindo vantagens.
Este fendmeno ¢ denominado progressdo tumoral, e resulta do acamulo de lesdes genéticas,
que em alguns casos, sdo favorecidas por defeitos no reparo do DNA (figura 1). Os genes
que causam o cdncer, ou os oncogenes, derivamn dos proto-oncogenes, que sdo genes

celulares que promovem o crescimento e diferenciaciio celular normais.
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FIGURA 1: Esquema simplificado da base molecular do cincer.
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O CANCER DE TIROIDE

O céncer de tirdide € o mais comum entre os cinceres de glindulas endderinas,
representando cerca de 90% destes e respondendo por 63% das mortes por neoplasias
enddcrinas. O céncer de tirdide responde por cerca de 1% de todos os cénceres que
acometem 0 ser humano. A incidéncia € maior nos paises onde o bocio é endémico. Nestes
paises também existe maior prevaléncia das formas tumorais menos diferenciadas, como o

carcinoma folicular e o anaplasico (WARD, 2000).

Se o céncer da tiride € relativamente pouco fregiiente, nédulos de tirdide, por
outro lado, sdc extremamente prevalentes. Estima-se que 10% dos individuos adultos
desenvolverdo um nddulo durante a sua vida, e, embora a grande maioria seja benigna,
surgem cerca de 12.000 novos casos de clncer de tirdide por ano nos Estados Unidos
(SILVERBERG & LLUBERA, 1989; KNUDSON, 1993).

O céncer de tirdide ocorre em todas as idades, com dois picos: o menor entre
7 e 20 anos, o maior entre 40 e 65 anos. A relagfo entre a popula¢io masculina e ferninina é
de 1:2. Cerca de 25% dos casos tem uma histéria prévia de bocio nodular
(SHERMAN, 1993).

Os tumores da tirdide sdo classificados, de acordo com os critérios da
Organizagdo Mundial da Saude, em epiteliais, nio epiteliais, miscelineos, metastases de
outros tumores ¢ lesbes pseudotumorais, podendo ser benignos e malignos (HEDINGER &
SOBIN, 1974; WILLIANS & WILLIANS, 1989) (tabela 1).

TABELA 1: Classificacfio simplificada dos tumores da tirdide.

BENIGNOS MALIGNOS
1.Bécie endémico 1. Carcinoma folicular
2.Bécie esporadice 2. Carcinoma papilifero
3. Adenoma Folicular 3. Carcinoma medaular
4. Qutros 4, Carcinoma Anaplisico
5. Outros
Introducdo
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Os tumores benignos da tiréide s3o denominados adenomas. S#o raros, de
origem epitelial, bem encapsulados, nio mnvadem os tecidos vizinhos e nfo produzem
metastases. Os tumores malignos da tirdide sfo raros e apresentam quadros clinicos
extremamente variaveis, desde aqueles com crescimento muito lento e compativel com uma
expectativa de vida normal, até aqueles com péssima evolucfio € que levam ao Obito em
periodos de semanas ou meses. Tém como origem trés diferentes tipos de células: as
foliculares, as parafoliculares e as de origem nio-tiroidiana. Os tumores diferenciados, que
s80 a maioria absoluta dos derivados das células foliculares (mais de 80%), sdo
subdivididos em 2 grupos, os papiliferos e os foliculares. Os indiferenciados ou anaplésicos
constituem apenas 5 a 10% dos carcinomas tiroidianos. As células parafoliculares,
produtoras de calcitonina, sfo responsaveis por cerca de 5% dos carcinomas tiroidianos,
dando origem aos carcinomas medulares. Qutras células parafoliculares nfo tiroidianas
causam diversos tumores malignos da tirdide, que também nfo ultrapassam 5% do total.
Entre eles se destacam os linfomas da tiréide, os carcinossarcomas, as lesdes metastéticas,

os teratomas ¢ os hemangioendoteliomas.

A GLANDULA TIROIDE E O SISTEMA TRANSPORTADOR DE 10DO

A tirdide ¢ uma glindula enddcrina de papel central no metabolismo
intermediario de todos os tecidos e ¢ de fundamental importincia para o desenvolvimento
do sistema nervoso central nos fetos e recém-nascidos. A glindula trabalha basicamente na
biossintese ¢ secre¢fo de dois Unicos hormdnios, triiodotironina (T3} e tiroxina
(ou tetraiodotironina - T4). O iodo é um componente essencial de ambos (Figura 2). Assim,
a fungdio tiroidiana como um todo e todas as funcSes sistémicas correlacionadas a ela,
dependem de um adequado suprimento de iodo para a gldndula. So eventos basicos para

biossintese dos hormdnios tiroidianos:

> O transporte ativo de iodo via NIS contra um gradiente eletroquimico
através da membrana plasmatica basolateral para as células foliculares, e entdo sua

translocag@o passiva via canais de iodo da membrana apical para dentro do coléide.
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»Em uma reagfo complexa chamada de organificacdio do iodo, catalisada por
uma peroxidase na interface entre célula e coldide, o iodo € oxidado e incorporado em
residuos especificos junto com uma molécula de tirosina. Tireoglobulina (Tg) iodada é
armazenada no coldide e vai fornecendo residuos iodados, que sdo destacados por hidrélise
da molécula de Tg ¢ endocitados, em resposta & demanda por horménios da tirdide.
Esses hormonios (T3 e T4) sfo secretados na circulacfio e as iodotirosinas nfo secretadas

sdo metabolizadas a tirosina I-. Esse processo facilita a reutilizagdo de iodo.

A concentragdo de iodo na glandula € muito superior & concentragiio plasmatica
(DEGROOT, 1995; WERN & INGBER, 1991). Um notavel sistema, eficiente e
especializado, garante que a maior parte do iodo ingerido na dieta seja acumulado na
glindula e, dessa maneira, fique disponive] para a biossintese do T3 e T4. A importéncia
deste sistema torna-se mais evidente quando considera-se que o iodo pode estar escasso no
meio ambiente. Bécio endémico e cretinismo, causados primariamente por insuficiéncia no
suprimento de iodo, subsistem como importantes problemas de saiide em muitas partes do
mundo, afetando mithSes de pessoas (DELANGE, 1994; TYLER, 1996).

A habilidade das células foliculares em concentrar jodo foi reportada pela
primeira vez em 1915 (MARINE et al, 1915). Para ser capaz de concentrar iodo 30 a 40
vezes mats do que no plasma, a glindula possui uma proteina intrinseca da membrana
plasmética que efetua o transporte de iodo, juntamente com o de sodio para a tirdide.
Algumas das propriedades desta proteina e do gene que a codifica foram elucidadas nestes
ultimos anos (CARRASCO, 1993; LEVY et al, 1997; SCHMUTZLER et al, 1998;
SPITZWEG et al, 1998). Resumidamente, o actimulo de iodo na tirdide ocorre por um
transporte ativo, contra um gradiente eletroquimico, estimulado por tirotrofina (TSH) e

bloqueado por inibidores competitivos, 0s 4nions tiocianato e perclorato.
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FIGURA 2: Representagio esquemdtica da biossintese dos horménios tiroidianos.

O gene NIS € essencial para a produgéo de horménios tiroidianos, de forma que
qualquer alteragfio que resulte em modificagio da sua expressdc efou fungdo resultara em
uma disfungio tiroidiana, freqlientemente identificada pela ocorréncia de hipotiroidismo
congénito. Ja existem varias descri¢fes de defeitos genéticos do gene NIS implicados em
casos de hipotiroidismo por disormonogénese (FUJIMARA et o, 1997; KOSUGI ez al,
1998).

Além da fungfo na produgdo hormonal, a via de incorporagfio e metabolizacdo
do iodo permite o diagndstico e terapéutica de varias condi¢cdes patologicas da glanduia.
Com o uso de iodo radioativo, desenvolveram-se métodos cintilograficos, muito utilizados
no diagnostico de tecido tiroidiano hiperfuncionante ou néo, topico ou ectdpico.
Doses farmacolégicas de radioide podem destruir tecido tiroidiano ou indicar sua presenga,
no caso das metdstases, sendo utilizadas amplamente na radioiodoterapia do

hipertiroidismo e do cncer de tirdide (TYLER, 1996).
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O GENE NIS

Este gene foi inicialmente caracterizado no rato e posteriormente no homem,
sendo denominado sodium iodide symporter ou NIS, pois o transporte de ions de iodo
depende do co-transporte de ions de sédio (DEGROOT, 1995; DAI er al, 1996) (figura 3).
Para a identificaciio do gene NIS, inicialmente construiu-se uma biblioteca de ¢cDNA de
rato a partir da linhagem celular FRTL-5. Determinou-se assim que o transporte de iodo
ocorria na célula folicular do rato gragas a uma proteina de 618 aminoacidos, com uma
massa molecular de 65-196 kd. Em seguida, o gene do transportador de sédio-iodo foi
clonado a partir de uma biblioteca de cDNA de tiréide humana (DAT et al, 1996, SMANIK
et al, 1996).

O gene NIS humano esté localizado no cromossomo 9p12-13.2, e codifica uma
glicoproteina de 643 aminodcidos com uma massa molecular de aproximadamente
70-90 kd. A regido codificante do gene NIS humano contém 15 exons, interrompidos por
14 introns € codifica 39 kd de mRNA (SMANIK ef al, 1997). Como um membro da
familia de transporte s6dio dependente, NIS ¢ uma proteina de membrana intrinseca com
13 dominios transmembrana, um dominio extracelular amino terminal e um dominio
intracelular carboxi-terminal (figura 3). A tirotrofina (TSH) estimula todas as etapas do
metabolismo do iodo assim como seu transporte através do AMPc. A captagiio do iodo
tanto in vivo como in vifro, assim como a expressio do gene NIS em cultura de células,
sdo controladas pelo TSH.

O transportador de sodio-iodo media o transporte ativo de iodo na glindula
tirdide mas também em outros tecidos, como as glindulas salivares, mucosa gastrica,
glandulas lacrimais, gldndulas mamarias em lactaggio, plexo coréide, corpo ciliar do olho,
pele e placenta (STRUM et a/, 1983; CARRASCO, 1999). O transporte de iodo em tecidos
ndo tiroidianos, apesar de ndo ser dependente de TSH, de forma similar ao que ocorre na

tirdide, sofre inibi¢do por tiocianato e perclorato .

O gene Nis € uma molécula chave na patofisiologia da tirdide por tracar a rota
pela qual o iodo atinge a glandula para biossintese de horménios e como um meio para

diagndstico cintigrafico de imagens da tirdide com radioiodo e tem servido como um meio
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efetive para doses farmacolégicas de radioiodo para destruir tecidos hiperfuncionantes da
tirdide, como em doenga de Graves ou transporte de iodo em cancer de tirdide e suas
metastases (DEGROOT, 1995, WERN ef al, 1991). A captacdo de iodo pelas células
tiroidianas € a pedra fundamental para o acompanhamento e tratamento de pacientes com
cancer de tiréide. Uma vez diagnosticado, o céncer & extirpado por cirurgia e, a seguir, com
o auxilio de I, pesquisa-se e elimina-se eventuais restos tumorais ou 4reas de metastases.

A incapacidade em concentrar o iodo torna a terapia com "'l ineficaz e, portanto, péssimo

o prognoéstico do paciente.

{
i

S A

Dominio intracelular carbogprminal

FIGURA 3: Desenho esquematico do gene humano NIS - co-transportador de sddio/iodo
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DESCRICAO DO SPLICING ALTERNATIVO

Foi descrito um splicing alternativo no gene, provavelmente responsavel por
alguns casos de hipotiroidismo congénito (SMANIK ef al, 1997). Esta variante da
transcricio do RNA mensageiro do gene poderia levar a uma parada prematura na
transcrigiio do exon 6, conforme ilustra a figura 4. Aventa-se ainda uma funcgio fisioldgica
do splicing alternativo na regulacio do gene NIS em diferentes tecidos (SMANIK et al,
1997; SMANIK et al, 1996).

wa [_exons

FIGURA 4: Esquema do NIS mostrando vias de splicing alternativo da molécula.

1]
A —introncom 1.2 Kb B —intron com 1.5 Kb
I -Splicing alternativo que resulta na codificacio de transcri¢do do NIS inteiro;

I —=Splicing alternative que resulta na codificacfo de transcricio de NIS
truncado, sem 155 pares de bases do exon 5, o que causa alteracio da leitura de “frame shift

“e um “stop codon” prematuro, indicando parada de transcrig3o no exon 6.
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Os objetivos do trabatho :
1. Determinar a expressdo do gene NIS em:
+ Tecido normal
# Tecidos com hiperplasia difusa {doenca de Graves)
+ Tecidos com doenga inflamatdria (tiroidite de Hashimoto)
+ Nodulos tiroidianos benignos e malignos

2. Rastreamento de mutagdes, pela técnica de DGGE, no gene NIS em tumores

tioidianos benignos e malignos.

3. Estabelecer uma possivel correlacdio entre a presenca ou auséncia de
expressdo do gene NIS e a evolugfo clinica dos portadores de neoplasias

tiroidianas.

Objetivos
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MATERIAL

Os tecidos frescos foram coletados no Hospital das Clinicas FCM/UNICAMP,
no Centro Médico de Barfio Geraldo, no Hospital Sirio Libanés (SP) € no Hospital Amaral
Carvalho (Jai- SP). Todos os pacientes submetidos ‘a cirurgia da tiréide foram contatados,

devidamente informados deste projeto de pesquisa e assinaram termos de consentimento.

Durante os procedimentos intra-operatérios, uma fragiio de tecido tumoral da
regifio central do tumor foi retirada, procurando-se a regiio mais homogénea ¢ menos
necrosada possivel. Concomitantemente, outra porgdo de tecido tiroidiano proveniente de
parénquima normal, assim como eventual tecido metastitico ganglionar ou de outros
tecidos cervicais foram separados do material enviado para estudo anatomo-patoldgico.
Os tecidos obtidos foram imediatamente congelados em nitrogénio liquido e estocados a -
80° C até a sua utilizagdio. Uma amostra de sangue periférico também foi coletada durante a
cirurgia, em tubo de polipropileno contendo EDTA 10% como anticoagulante. Logo apds a

coleta, o material foi mantido sob refrigeracio a -4°C.

Todos os pacientes tiveram seus dados clinicos revistos ¢ foram seguidos em
seus retornos ambulatoriais normalmente agendados nos servigos de origem. Uma aliquota
de sangue foi colhida a cada retorno ambulatorial, procurando-se obter amostras dos
retornos ambulatoriais apds 6, 12 e 24 meses da cirurgia. Todos os casos foram examinados
cuidadosamente para definicio do diagnéstico andtomo-patoldgico. Os casos de diagnostico
duvidoso ou nos quais o comportamento clinico do paciente ndo condizia com seu
anatomo-patologico, foram revistos pela Profa Dra Patricia Sabino Matos — Anatomia
Patolégica da FCM-UNICAMP.

CASUISTICA

Foram estudadas 77 amostras de portadores de lesfio tiroidiana, conforme

descrigio da tabela 2. Também foram obtidos tecidos normais da tiréide de 22 pacientes.
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TABELA 2: Pacientes estudados: ntmero de casos de cada diagnostico andtomo-

patoldgico.
DIAGNOSTICO TOTAL DE CASOS SEXO IDADE
F M

Ca. Papilifero 21 16 5 42+13
Ca.Folicular 6 5 i 57£17

Ca. Medular 3 3 33+ 2
Basedow Graves 2 2 43% 1
Adenoma Folicular 8§ 6 2 3624
Tircidite de Hashimoto 4 4 42+16
Bacio 33 29 4 45+26

TOTAL 77
DADOS CLINICOS

Os dados clinicos dos pacientes foram obtidos através de consultas aos
prontudrios de cada individuo ou por fornecimento do médico acompanhante . Os dados
levantados foram: diagndstico anatomo-patolégico; niveis séricos de TSH e de T4 livre;
niveis séricos de Tiroglobulina (Tg); presenca ou auséneia de metdstases na pesquisa de
corpo inteiro {PCl) com radiodo efou tecnécio, com ultrassom, RX ou outro método de

imagem.
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METODOS
1. EXTRACOES
Extracio de RNA

Tecido fresco (~100mg) foi homogeneizado em 1Iml de Trizol
(Life Technologies) ainda congelado com nitrogénio liquido. O procedimento de extracdo

de RNA consiste das seguintes etapas :

O homogeneizado foi incubado por 15 minutos a 30° C, seguido da adigdo de
200l (0,2 ml por ml de Trizol) de cloroférmio, incubado 10 minutos a 30° C sob agitacdo €
posteriormente centrifugado a 14.000 rpm por 15 minutos a 4° C, obtendo-se a separagio
de 2 fases: aquosa e orgénica. O RNA permanece exclusivamente na fase aquosa. Esta fase
¢ entdo transferida para um novo tubo para a proxima etapa. Na terceira etapa, utilizou-se o
alcool isopropilico 0,5 ml por ml de Trizol incubou-se por 10 minutos a 30° C sob
agitacdo, centrifugou-se a 14.000 rpm por 20 minutos a 4° C. O pellet formado no fundo do
tubo foi lavado com dlcool 90% (1ml de dlcool por ml de Trizol) agitado e centrifugado a
10.000 rpm por 20 minutos a 4° C. O RNA foi secado por inversgo dos tubos e ressuspenso
em agua DEPC (dieti] pirocarbonato) livre de Rnase, sendo armazenado a —-80° C. O RNA
foi quantificado através de andlise esfectofotornétrica com medida de densidade éptica
(OD) em 260-280nm.

Extraciio de DNA de tecido

Cerca de 50mg de tecido a fresco ainda congelado foram maceradas e 0 DNA

foi extraido pelo método do Fenol/Cloroformio com modificactes.

Os tecidos foram digeridos com Proteinase K, incubados a 55° C durante 16
horas. A seguir, foram adicionados 430ul de fenol/cloroformio (1:1), o tube foi
centrifugado a 12000 rpm por 30 minutos e o sobrenadante foi transferido para novo tubo.
Esta fase foi repetida por mais 2 vezes. Na etapa seguinte foram adicionados 430ul de

cloroférmio-dlcoolisoamilico (24:1), o tubo foi centrifugado a 12000 rotagdes por minuto
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(rpm) por 30 minutos e o sobrenadante foi transferido para um novo tubo. Esta etapa foi
repetida por mais 2 vezes. Posteriormente foram adicionado acetato de amonio (10mM) e
etanol (100%) em volume correspondente 4 quantidade do sobrenadante obtido, o tubo foi
centrifugado a 12000rpm por 30 minutos a 4°C e o sobrenadante foi descartado,
adicionando-se 500ul de etanol 70% gelado ao pellef no fundo do tubo. O DNA foi seco

por inversdo dos tubos e re-suspenso em 50y de 4gua deionizada duplamente filtrada.

Extracio de DNA de leucdcitos
O processo, consiste nos seguintes procedimentos:

O sangue periférico (3 ml) coletado em tubos contendo EDTA 10% foi
centrifugado por 10 minutos a 2500rpm em temperatura ambiente. O plasma foi desprezado
¢ a interfase foi transferida para um movo tubo, acrescentando-se tampdo de lise de
hemacias até completar 12 ml, centrifugado por 15 minutos a 2500rpm em temperatura
ambiente (esta fase foi repetida por mais 3 vezes). A relagfo dos reagentes utilizados no
procedimento se encontra na tabela 3. O tampéo foi retirado e adicionado tampéo de lise de
leucéeitos (10ml de tampéo de lise de leucocitos com 4,2g de uréia). Apds homogeneizacgio
foram adicionados 250l de SDS 20%, o tubo foi agitado por inversiio e incubado em
banho-maria a 37°C por 30 minutos. Posteriormente, foi acrescentado 2ml de
fenol/cloroférmio saturado e 2m! de clorofdrmio-glcoolisoamilico, o tubo foi centrifugado
por 20 minutos a 3000rpm em temperatura ambiente. A fase superior foi entfio transferida
para um novo tubo, acrescentado fenol-cloroformio-alcoolisoamilico e centrifugado.
O sobrenadante foi de novo transferido para um novo tubo, acrescentado 2ml de
cloroférmio-alcool-isoamilico e centrifugado por 15 minutos a 300rpm. O DNA foi
precipitado adicionando-se acetato de sodio 3M e etanol absoluto gelado e armazenado no
freezer -20°C durante a noite. O DNA foi pescado com uma ponteira e transferido para um
novo tubo e acrescentado etanol absoluto 500ul, centrifugado por 5 minutos a 13000rpm.
O etanol foi retirado e acrescentou-se 500ul de etanol 70% gelado, centrifugoun-se
novamente 1 minuto a 13000rpm. O etanol foi desprezado ¢ o DNA foi seco em

temperatura ambiente por 20 minutos e ressuspenso em TE.
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TABELA 3: Reagentes utilizados na extracio de leucocitos

REAGENTES CONCENTRACAO

NaCi (10mM); MgCI2 (5mM); Tris-HC]
Tampéo de lise de hemacias (10mM, pH 7,5)

NaCl (5N); EDTA (0,2M); Tris-HCI

Tampdo da lise de leucdcitos (10mM, pH 7,5); Uréia
SDs 20%
Fenol Saturado com Tris Fenol; Tris (10mM, pH 8)

Cloroférmio-dlcool-isoamilico 24:1
Acetato de Sédio 3M

Etanol 100%

Etanol 70%

TE Tris (10mM}; EDTA (ImM)

2. REACAO EM CADEIA DA POLIMERASE (PCR)
RT-PCR - Transcriptase Reversa

A analise da expressdo do gene NIS nos diferentes tecidos tiroidianos foi feita
através da técnica de RT-PCR, usando-se o kit SUPERSCRIPT First Strand Synthesis
System RT-PCR (Life Technologies). A técnica, foi realizada segundo etapas descritas a
seguir, com amplificacdo em um volume final de 20 pl. Os RNAs, obtidos na quantidade de
3ug, foram incubados com “random hexamers” (50ng/ul); ANTP mix (10mM); agua
DEPC para 10pl, seguidos por 2 minutos a 25°C em RT buffer (10X); MgCl (25mM) e
RNaseOUT Recombinant Ribonuclease Inhibitor (1ul). Adicionado posteriormente 1ul
(50 unidades) de SuperScript II, incubada a 25°C por 10 minutos e adicionado 1p! de Rnase
H incubada a 37°C por 20 minutos. Para cada PCR, foram utilizados 2ul do ¢<DNA. Um

primer que acompanha o Kit foi usado para comprovar o sucesso da reacio de RT-PCR.
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Apds a amplificagdo inicial, foi necessario realizar uma nested- PCR, pois o
produto inicial obtido nfio era suficientemente claro para tornar o resultado confidvel
Nested-PCR € uma reagio feita com um primer desenhado internamente a seqiiéncia da
primeira reacfo, e ao invés de usar material original como base para a reagdo, ¢ usado o

produto de PCR da primeira reagiio como molde para a segunda.

Para comprovar a presenca de ¢cDNA ou de DNA genOmico nas reagdes,
utilizou-se concomitantemente B-actina na reagdo de PCR, como controle positivo. Em
todas as rea¢bes de RT-PCR, assim como em todas as reacdes de PCR, usou-se um controle
negativo da reagfo a partir de sobressalente da mistura empregada no preparo dos demais
tubos (“mix”) porém sem o acréscimo de DNA. Reagdes em que havia evidéncia ou mesmo

suspeita de contaminacdo foram desprezadas.

PCR

O gene NIS e o gene da B-actina foram amplificados por reagio em cadeia da

polimerase (PCR) utilizando-se um termociclador Perkin Elmer 9600.

Osexons 1, 4, 5, 6 e 8 do gene NIS foram amphificados a partir de cDNA, pela

técnica de PCR utilizando-se primers cujas seqiiéncias s30 mostradas na tabela 4.

TABELA 4: Primers utilizados para amplificagiio do gene nis a partir de ¢cDNA, com sua
sequéncia respectiva, o exon amplificado, o nimero de pares de bases (pb)

obtidos e a temperatura de anelamento (annealing) correspondente a cada

reacdo.

PRIMER SEQUENCIA 537 EXON PB ANNEALING
RW33 TATCGCTATGGCCTCAAG 1 495 61°C
NISR1 TCTTCGAAGATGTCCAGCAC 8 495 61°C
RW31 ACCGGAATTATCTGCACC 4 203 62°C
NISR2 GGOTCAGGGTTAAAGTCCAT 5/6 203 62°C
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A reacio inicial de amplificac@o do gene NIS se deu nas seguintes condigfes:

Sul 10X PCR buffer [200mM tris-HCI (pHS8.4), 500mM KCI]
3ul 50mM MgCI2

Tul 10mM dNTP Mix

1ul amplification primer sense (40pxﬁ01)

Tul amplification primer antisense (40pmol)

1ul taq DNA polymerase (5U/ul)

2ul cDNA

36ul H20 destilada, autoclavada

Volume final da reacfio de 50ul

A figura 5 representa esquematicamente o ciclo utilizado nesta reac#o.

} 45 ciclos %
94°C | 95°C 72°C | 72°C
Smin! 15seg imin | 6min
61°C
4°C
15 seg w0

FIGURA 5: Ciclo utilizado na amplificago dos exons 1, 4, 5, 6 € 8 do gene NIS a partir de
cDNA.
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As condi¢des utilizadas na amplificaco de DNA a partir do produto de PCR

anterior estdo esquematizadas abaixo € na figura 6.

S5ul
3ul
Tul
1l
1ul
Tul

2ul

36ul

10X PCR buffer [200mM tris-HC] (pHS.4), 500mM KCI]

50mM MgCP?

10mM dNTP Mix
amplification primer sense (40pmol)
amplification primer antisense (40pmol)
Tag DNA polymerase (SU/ul)

Produto da reacdo de PCR

H20 destilada, autoclavada

Volume final da reacio de 50ul

94°C | 95°C

Smin| 45seg

% 35 ciclos 1
72°C | 72°C
imin | 6min
62°C
15 seg

4°C

FIGURA 6: Ciclo utilizado na amplificacio dos exons 1, 4, 5, 6 e 8 do gene NIS por

nested PCR a partir de produto de PCR da reagio anterior.
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O gene da B-actina, um gene ubiquo, foi utilizado como controle da reacio de
PCR. Sua amplificagio foi obtida a partir dos primers descritos na tabela 5 e com as

condicbes apresentadas abaixo, estando o ciclo correspondente mostrado na figura 7.

TABELA §: Primers utilizados para amplificacdo do gene B-actina, com sua respectiva
sequéncia, o exon amplificado, o nimero de pares de bases (pb) obtidos e a

temperatura de anelamento (annealing) correspondente a cada reagdo.

PRIMER SEQUENCIA 53-3° EXON B ANNEALING
B-actina GCGAGAAGATGACCCAG 2 508 61°C
B-actina GCCTGGATAGCAACGTA 3 308 61°C

As condigles utilizadas na amplificacdo de DNA do gene da § actina estdo

esquematizadas abaixo e na figura 7.

2,5ul 10X PCR buffer [200mM tris-HCI (pH8.4), 500mM KCi]

0,75 ul 50mM MgCP

0,5ul 10mM dNTP Mix
1ul primer 1 sense (20pmol)
Tl primer 2 antisense (20pmol)
1ul 7ag DNA polymerase (5U/ul)
lul DNA
17,25ul H20 destilada, autoclavada

Volume final da reacfio de 25ul
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E 35 ciclos [

94°C | 95°C 72°C | 72°C

Smin | 45seg 1min | 6min
61°C
4°C

1min o0

FIGURA 7: Ciclo utilizado na amplificac@o dos exons 2 e 3 do gene da B-actina.

ELETROFORESE

Os produtos resultantes da técnica de mested PCR ¢ o controle $-actina foram
submetidos a eletroforese em gel de agarose 2% e corados com brometo de etidio (8mg/ml)
em tampdo TBE (Tris 2M; EDTA 0,2M e acido borico). Aliquotas de 8ul de cada reacio de
amplificaco por PCR foram homogeneizadas com 2ul de azul de bromofenol (0,25%),
sacarose (40%) e visualizados sob UV. Foi utilizado um marcador de peso molecular de

100pb (Life Technologies) para determinacfo dos tamanhos amplificados.

3. RASTREAMENTOS DE MUTACOES NO GENE NIS

Para a pesquisa de possiveis mutagdes do gene NIS, padronizou-se a técnica
para rastreamento, por DGGE (Denaturing Gradient Gel Eletrophoresis). O método de
DGGE vem sendo cada vez mais utilizado como principal abordagem metodologica para
rastreamento de muta¢des pontuais e tem como fundamento o fato de que fragmentos de
DNA que diferem por uma simples alteragfio de base (substltuicdo, delegdo ou inser¢Ho),
podem ser separados por eletroforese em gel de poliacrilamida contendo um gradiente
desnaturante de DNA ascendente (uréia ¢ formamida). Na tabela 6 sfo descritas as
seqliéncias utilizadas como primers para amplificago. Foram colocados em destaque os

clamps de GC com sua localizacdo.
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TABELA 6: Primers utilizados para amplifica¢iio dos exons 4, 5 ¢ 6 do gene NIS a partir

de DNA, com sua sequéncia respectiva, ¢ numero de pares de base (pb)
obtidos € a temperatura de anelamento (ammealing) correspondente a cada

reagdo. Em destaque, Clamp de GC, para a técnica de DGGE.

PRIMER SEQUENCIA 5°-37 EXON PB ANNEALING
HNISEX4 SGCCCGCCGTCCCGGCCLGACCCCCGCG S 4 256 58,3°C
CGTCCGGCGCCCGGGAAGAGAAAGGGAGGGAGAY
5" CTC CCC ACA AGA GAC ACA GT 3 AS
HNISEX6 5CCCGCCCCCCGCCCCCCCTCCCGCCCCGTCCCC S 6 331 56,3°C
CTGGCGCCCCGCCCCCCCTATAAGGTCCAGAAGCGCTY
FGEG CAGCATGTCCCAGAA AP AS
HNISEXS S’CTGAGGCATAGAAGGGCATC ¥ S 5 §3.0°C

5 CGCCCGCCCGCGGGGLGHGLTGGCGCLCGCCGTC
CCGGCCCGACCCCCGCGCGTCCGGCGCCCGGCTGGA
GTATCCTCTGCATT3 AS

A amplificaco dos exons 4, 5 e 6 do gene NIS para DDGE se deu nas

condigdes abaixo € o ciclo de PCR utilizado esta representado na figura 8.

Sul 10X PCR buffer (200mM Tris-HCI (pH 8,4, 500mM KC})
1,5u 50mM MgCE
Tul 10mM dNTP Mix

3,4 ul primer 1 sense (1uM)

1,5ul primer 2 anti-sense (1uM)
Tl DNA
0.8ul taq DNA polymerase (5U/ul)

45,4yl H20 destilada, autoclavada

Volume final da reagfio de 50ui
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E 35 ciclos i

95°C | 94°C 72°C | 72°C

4min| 30seg 1min | 10min

4°C

4Sseg ®

FIGURA 8: Ciclo utilizado na amplificagéio dos exons 4, 5 e 6 do gene NIS. A temperatura
de annealing foi de 58,3°C (exon 4), 53°C (exon 6) e 59°C (exon 5)

A técnica de DGGE foi realizada utilizando o aparelho DCode System (BIO
RAD), de acordo com as instrugdes do fabricante. O gel de poliacrilamida foi feito num

gradiente decrescente de 0% a 80% utilizando-se os reagentes descritos na tabela 7.

TABELA 7: Reagentes utilizados no gel de poliacrilamida para DGGE.

REAGENTES 8% 80%
Uréia _ 100,82
Formamida Deionizada _ 96mi
Acrilamida (40%) 45mi 45m}
TAE (50X) 6mi 6ml
H20O q.s.p destilada 300ml 300mi
Persulfato de amdnia (10%) 100l 160pl
Temed 10ul 10pl
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4. PESQUISA DO GENE NIS EM SANGUE PERIFERICO

Para verificar se a presen¢a do gene NIS em sangue periférico poderia servir
como pardmetro de seguimento clinico ¢ se correlacionar com o aparecimento de
recorréncia € ou metdstases a distdncia, estudou-se 65 casos em sangue periférico, sendo
que em 27 casos foram obtidos também o tecido tumoral correspondente. O sangue foi
coletado & beira do leito cirlirgico ¢ com acompanhamento a cada 6 meses por 2 anos em 13
pacientes. Os primers foram sintetizados para os exons 4 € 6 do gene NIS para
amplificagdo do DNA gendmico, conforme tabela 8. Estes exons foram escolhidos porque,
segundo a literatura eles podem conter mutacles e o exon 6 possui um “splicing”
alternativo que possivelmente inativaria funcionalmente o gene, como ja descrito

anteriormente.

TABELA 8 - Primers utilizados na amplificacio do gene NIS em sangue periférico com
sua respectiva sequéncia, o exon amplificado, o nimero de pares de bases

(pb) obtidos e a temperatura de anelamento (amnealing) correspondente a

cada reaco.
PRIMER SEQUENCIA 8737 EXON FB ANNEALING
NISE4(S) GGAAGAGAAAGGGAGGGAGA 4 256 58,3°C
NISE4{AS) CTCCCCACAAGAGACACAGT 4 256 38,3°C
NISE6(S) CTATAAGGTCCAGAAGCGCT 6 331 56,3°C
NISE6{AS) GGGCAGCATGTCCCAGAAA 6 331 56,3°C
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A amplificaco se deu nas seguintes condigdes:

Sul 10X PCR buffer (200mM Tris-HCI (pH 8,4, 500mM KCI)
1,5ul 50mM MgCl:

1,0ul 10mM dNTP Mix

Tul primer 1 sense (40pmol)

Tul primer 2 anti-sense (40pmol)

1ul DNA

1ul Tag DNA polymerase (5U/ul)

38,5ul H20 destilada, autoclavada

Volume final da reacdo de 50ul

| 35 ciclos

!
| i
94°C | 94°C 72°C | 72°C

4min | 30seg Imin {10min

4°C

45seg o0

FIGURA 9: Ciclo utilizado na amplificacio dos exons 4 ¢ 6 do gene NIS em sangue
periférico. a temperatura de annealing foi de 58,3° C (exon 4) e 56,3° C

(exon 6).
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A expressdo do gene da B-actina foi obtida em todas as amostras indicando
integridade do mRNA, do cDNA e do DNA do gene NIS em todos os tecidos investigados.
A figura 10 mostra um resultado de PCR para B-actina realizado a partir de cDNA extraido

de diferentes pacientes.

FIGURA 10: Gel de agarose 2% para visualizagfio de produtos de PCR para amplificagdo
de B-actina a partir de cDNA de diferentes pacientes.

Coluna 1: marcador de peso molecular para 100 pares de bases, colunas 2 e 3:
Carcinomas Papiliferos; colunas 4 e 5: Carcinomas Foliculares; coluna 6: Carcinoma

Medular da Tirdide; colunas 7 ¢ 8: Bocio Multinodular Atéxico.
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A analise de expressdio do gene NIS foi positiva em todas as 77 amostras de
tecidos estudados, incluinde os 3 casos de carcinoma medular da tirdide. Também foi

positiva para todas as 20 amostras de tecido tiroidiano normal. A figura 11 apresenta o

resultado da reacfo de PCR obtida a partir de cDNA em tecidos normais.

FIGURA 11: Gel de agarose 2% para visualizacio de produtos de nested-PCR para
amplifica¢do de parte do gene NIS a partir de ¢cDNA de tecido tiroidiano
normal de diferentes pacientes. A coluna 1 mostra um marcador de peso
molecular de 100 pares de bases, colunas 1 a 9 tecido normal; coluna 10

controle negativo, colunas 11 a 13 tecido normal.
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Na figura 12 ¢ apresentado um exemplo de resultado de pesquisa de expressio
do gene NIS pela técnica de nested-PCR realizada em tumores obtidos de diferentes

pacientes

4+ 203 pb

FIGURA 12: Gel de agarose 2% para visualizagio de produtos de nested-PCR para
amplificacio do gene NIS a partir de cDNA de tecido tiroidiano tumoral de

diferentes pacientes.

Coluna 1: marcador molecular para 100 pares de bases, colunas 2 e 3; Carcinomas
Papiliferos; colunas 4 a 5: Carcinomas Foliculares; colunas 6 a 8: Carcinomas

Medulares da Tirdide.
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Na pesquisa do gene NIS em sangue periférico, verificou-se a ausénecia de
amplificagdo na PCR realizada para o exon 4 em 4 casos: 2 carcinomas foliculares, 1
carcinoma papilifero e 1 caso de doenca de Graves em atividade. No entanto, 3 destes
pacientes possuiam o gene NIS detectavel para o exon 6. As figuras 13 e 14 demonstram os

resultados obtidos com PCR para exons 4 e 6, respectivamente.

Figura 13: Exon 4: Gel de agarose 2%. Coluna 1: marcador molecular para 100 pares de
bases; colunas 2, 3 e 4: sangue periférico de pacientes com carcinomas
papiliferos 6 meses apds a cirurgia; colunas 5 e 6: sangue periférico de
pacientes operados ha 12 meses; colunas 7 e 8: sangue periférico de pacientes

operados ha 24 meses.

Resultados
33




600pb —»

Figura 14: Exon 6: Gel de agarose 2% dos mesmos pacientes representados na figura 13.
Coluna 1: marcador molecular para 100 pares de bases; colunas 2, 3 e 4: sangue
periférico de pacientes com carcinomas papiliferos 6 meses apds a cirurgia;
colunas 5 e 6: sangue periférico de pacientes operados hd 12 meses;

colunas 7 e 8: sangue periférico de pacientes operados ha 24 meses.

Em apenas 1 paciente (figura 15), os exons 4 ¢ 6 nfio foram detectados em 3
diferentes reagdes de PCR realizadas com cada um dos primers para cada exon, embora a

reagdio de PCR para B actina do paciente demonstrasse a integridade do DNA utilizado.

«4—— Pactina - 508 pb

FIGURA 15: Gel de agarose 2% onde foram aplicados os produtos de PCR realizada a
partir de DNA extraido de sangue periférico de um mesmo paciente,
Coluna 1: marcador de peso molecular para 100 pares de bases; coluna 2:
paciente com auséncia de amplificagdo do exon 4 do gene NIS; coluna 3:

controle de B actina, demonstrando a integridade do DNA utilizado.

Resultados
34



Trata-se de caso de carcinoma papilifero, operado ha cerca de lano com PCI
positiva para restos tiroidianos e génglios cervicais (sub mandibulares esquerdo ¢ vérios

cervicais).

Entre os outros 64 pacientes, foi verificada presenca do gene NIS circulante em
todos os casos, com amplificagBo positiva para os exons 4 e 6. Levantando os dados
clinicos relativos a Pesquisa de Corpo Inteiro (PCI) com iodo radioativo, niveis hormonais
e de tiroglobulina (Tg) de 13 pacientes acompanhados por um periodo minimo de 24 meses
(ver tabela 9), observou-se que alguns casos possufam indicios de metastases e/ou recidiva.
No entanto, NIS estava expresso no tumor primario ¢ também no sangue periférico de todos

os casos. A figura 12 mostra o estudo de alguns destes casos em particular.

TABELA 9: Resumo dos dados relativos a metdstases e/ou recidiva em 13 casos

acompanhados por um periodo minimo de 24 meses.

TG PCl NIS
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FIGURA 16: Gel de agarose 2% onde foram visualizados os produtos da nested-PCR do
gene NIS obtidos a partir de tumores tiroidianos {painel A) ¢ do sangue
periférico correspondente (painel B) coletado de 8 pacientes durante o seu

seguimento.

Painel A - Nested PCR para o gene NIS a partir de cDNA de tecido tumoral
mostrando um produto de 203pb. Na coluna 1: estd o marcador molecular para

100pb; nas colunas 2 a 5: carcinomas papiliferos; coluna 6 a 8: carcinomas foliculares

Painel B - PCR para o gene NIS a partir de DNA genémico dos pacientes do painel A
Colana 1: marcador molecular para 100pb; colunas 2 e 3, 6 e 7: individuos sem

evidéncias de metistases e/ou recorréncia apds 2 anos de anos de segnimento.

Observou-se que havia 5 casos com Tg elevada e PCI sugestiva de metastase
entre os carcinomas, apds 2 anos de seguimento. Estes pacientes apresentavam expressio
do gene NIS no tumor primario e também possuiam NIS detectdvel em sangue periférico.
Qutros 6 pacientes apresentavam niveis indetectaveis ou baixos de Tg e PCI negativa e, no

entanto, também pdde-se detectar o gene NIS em seu sangue periférico.
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Por outro lado, em 2 pacientes, os niveis de Tg eram elevados, sugerindo a
presenca de metastases, mas ndo havia evidéncias destas a PCI ou ao exame
ultrasonografico. Outro caso também apresentava elevagio de Tg e PCI negativa porém um
ultra-som cervical evidenciou lesZo recorrente em leito tiroidiano. Nestes casos também

houve positividade de amplificacio do gene NIS em sangue periférico.

Para investigar a possibilidade do gene estar expresso porém ndo funcional por
causa de muta¢Oes, realizou-se um rastreamento nos exons 4, 5 e 6 do gene NIS, locais
apontados pela literatura como envolvidos em casos de hipotiroidismo congénito por

disormonogénese.

Na figura 17 ¢ apresentado um gel de DGGE, onde observou-se todas as bandas

migrando na mesma altura, indicando que todos 0s casos possuem apenas a seqiiéncia

normal para NIS.

FIGURA 17: Gel de poliacrilamida com gradiente desnaturante de 20 a 80% para o exon
4 do gene NIS utilizado para rastreamento de mutagdes através da técnica do
DGGE. Coluna 1 e 2: carcinoma papilifero com metastase comprovada por
ultra-som mas com PCI negativa; coluna 3: carcinoma papilifero com nivel
elevado de Tg mas sem captagio a PCI; coluna 4: carcinoma medular da
tirdide; coluna 5: adenoma folicular; coluna 6: tiroidite de Hashimoto;

colunas 7 a 9: carcinomas foliculares.
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IMPORTANCIA DA IDENTIFICACAO DO GENE NIS PARA O CANCER DA
TIROIDE

A maior parte dos tumores que se desenvolvem a partir da célula folicular ¢ de
tumores bem diferenciados, tdo bem diferenciados que geralmente mantém sua capacidade
de captar iodo e de responder a estimulos fisiolégicos como o TSH. Seu prognodstico é
relativamente muito bom. Se bem conduzidos, 95% dos pacientes com carcinomas
papiliferos tém uma sobrevida comparavel com a da populagdo normal, sem seqiiclas ou
grande alterago da sua qualidade de vida (WARD, 2001). O tratamento cirtirgico seguido
de radioterapia com iodo radioativo possibilita a cura de grande parte dos pacientes com
céncer bem diferenciado da tiréide o qual, afortunadamente, acomete cerca de 80% de
nossos pacientes. Infelizmente, os outros 20%, além de uma parte dos proprios pacientes
com céncer diferenciado, nfo responde bem e apesar dos esforgos cirlirgicos e
radioterapicos, evolui com recidivas que eventualmente culminarfo com a morte. Tal tipo

de evolugio ¢ mais fregliente no carcinoma folicular do que no papilifero (WARD, 2001).

Embora o transporte de iodo na glandula tirdide seja conhecido hé décadas,
sabendo-se¢ que ¢ um transporte dependente de sodio-iodo localizado na membrana
basolateral das células foliculares da tirdide, a clonagem do gene humano NIS sé foi
possivel recentemente, permitindo caracterizar melhor os mecanismos moleculares basicos
do transporte de iodo, abrindo dessa forma, o caminho para esclarecer seu papel em
doengas tiroidianas (MATSUDA & KOSUGI, 1997; POHLENZ et al, 1997).

EXPRESSAO DO GENE NIS

Em céncer da tirdide, tem-se descrito dimmuicdio de expressdo do gene NIS
(TRAPASSO er al, 1999). Isto é de fundamental importancia quando pensamos nos
tumores diferenciados de tire6ide onde, desde a década de sessenta, a terapia com
radioiodo vem sendo utilizada apds o tratamento cirirgico, tanto para identificaco como
para erradicacdo da recorréncia tumoral, sendo portanto, fundamental para a eficiéncia
terapéutica (SPITZWEG, HEUFELDER, 1998). A diminui¢fo na concentracio de iodo é
variavel de um tumor para outro, € a nio captacio de iodo radioativo ocorre em até 30%

dos casos (RINGEL er al, 2001). Corroborando a importincia de NIS em neoplasias, a
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transfeccio do gene para células em cultura de um tumor que primariamente nio
concentrava radioiodo resultou em aumento da concentracio do iodo em cerca de 60 vezes
in vitro (LAZAR et al, 1999). A transferéncia do gene do NIS usando promotores
tecido-especificos promove um caminho correto para as células malignas serem atingidas
pela citotoxidade tecido-especifica do radioiodo, minimizando ao mesmo tempo esses
efeitos sobre as células normais. Assim, a pesquisa do transcrito deste gene poderia ser
muito 1til na avaliacio da indicac¢io ou nfio de radiciodo para o paciente operado por um
carcinoma tiroidiano. Poderia, mais ainda, transformar-se num fator prognéstico, pois os
pacientes que ndo tivessem tal transcrito, deveriam potencialmente, nfio responder & terapia

convencional do tumor tiroidiano e, portanto, evoluir pior.

O uso de RT-PCR para o gene NIS foi considerado um bom marcador de
malignidade por Arturi e col. que descreveram 20 e 26% de auséncia do gene NIS em
tumores papiliferos e foliculares de tiredide, respectivamente (ARTURI er al, 1998).
Todos os adenomas toxicos por ele examinados possuiam o gene NIS enquanto que apenas
9% dos nodulos ndo hiperfuncionantes expressavam NIS (ARTURI ef al, 1998). Estes
dados foram confirmados pelos achados de Lazar e col que obtiveram expressio do gene
NIS em 18/18 casos de bocio toxico, 4 de 24 bodcios ndo-tdxicos € apenas 3 de 43
carcinomas de tiredide (LAZAR et al, 1999).

Assim, nosso objetivo imicial foi identificar casos em que ndo houvesse
expressio do gene NIS no tecido tumoral procurando um marcador de mau progndstico
pois que estes pacientes seguramente ndo se beneficiariam do tratamento radioterapico.
Infelizmente, nossos resultados mostram que ¢ gene NIS estd expresso em todos os
77 casos por nos pesquisados, incluindo os 21 casos de carcinomas papiliferos ¢ os
6 carcinomas foliculares da tiréide. Também detectamos expressdo do gene NIS em tecido
tumoral de 2 casos com evidéncia de metdstase por Tg elevada e/ou ultrassom positivo, que
no entanto, ndo apresentavam captacdo de radioiodo na PCI. Estes dados contrariam a
expectativa inicial, baseada em Arturi e Lazar que sugeriram que ndo obteriamos expressdo
de NIS em cerca de 1/5 a 1/4 dos carcinomas bem diferenciados da tiréide. Uma razfo para
nossos achados pode ser a grande sensibilidade de nossa PCR. Afastamos a possibilidade
de se tratar de contaminagio ou de “carry-over”, usando controles negativos e repetindo

todas as rea¢des de PCR por vérias vezes em diferentes ambientes e tempos.
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Segundo recentes comunicados de Elisei ef af e Biscola et al, a correlaco entre
a captagdo de iodo observada na cintilografia e a expressio do gene NIS em sangue
periférico ¢ em tecido tumoral de portadores de cancer tiroidiano diferenciado, ¢ realmente
pobre (BISCOLLA er al, 2000; ELISEI et al, 1999). Expressdo de NIS em tecidos
metastaticos ndio pode ser prevista com base na expressio do gene NIS nos tumores
primérios correspondentes (PAPOTTI et al, 2000). Mais ainda, a expressdo do gene NIS
pode estar perdida enquanto a de Tg ¢ do r-TSH estdo ainda presentes €, ao contrario, a
expressio de PAX-8 e TTF-1 pode estar perdida enquanto a expressdo do gene NIS esta
conservada (PAPOTTI et al, 2000).

A razio pela qual alguns pacientes ndio captam jodo apesar de expressarem o
gene NIS, poderia ser a ocorréncia de mutagdes no gene que, apesar de expresso, resultaria
em produtos proteicos ndo funcionais. Outra possibilidade seria a alteragfo na localizagio
do gene, e consequentemente, nos seus elementos promotores (TRAPASSO er al, 1999).
Também poderiam ocorrer mutagdes ou alteragdes na resposta transcricional do genc a
algum outro sinal além do TSH, como o fator de transcri¢do tiroidiana 1 (TTF1)
(LERMAN & SILVERSTEIN, 1987). Acredita-se que o TTF1 seja capaz de estimular a
expressio do gene transportador de iodo apenas na glandula tiréide o que explicaria os
baixos niveis da expressio do gene nos tecidos extra-tiroidianos (LERMAN &
SILVERSTEIN, 1987). Seria possivel, assim, sugerir diferentes mecanismos moleculares
que poderiam afetar a expressdo do gene NIS conferindo as células tiroidianas

caracteristicas diferentes no tecido tumoral do que no tecido normal.

MUTACOES NO GENE NIS

Virias mutagdes inativadoras do gene causando defeitos de transporte do iodo
que resultam nas altera¢bes de captagdo e hipotiroidismo congénito foram descritas,
inclusive no Brasil (POHLENZ, et al, 1997; KOSUGI, et af, 1998, SCHLUMBERGER,
1998). Foi descrita uma troca de adenina (A) por citosina (C), codon 354, resultando na
troca de aminodcidos treonina (Thr) por prolina (Pro) (FUIIMARA er al, 1997).

A expressio desta mutacdo in vitro revelou a perda da capacidade do transporte ativo do
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iodo (FUIIMARA, et al, 1997). Em outro caso, identificou-se uma mutagfo recessiva
representada pela substituiio da mesma base nitrogenada anteriormente citada na posicdo
1060 alterando Thr por Pro, cddon 354. A expressdio do transportador de iodo in vifro
confirmou marcada redugiio na captacio, comparado com o NIS normal (ARTURI ez al,
1998). Interessante notar nestes dois casos que a mesma mutagfo resulta em diferentes
apresentagdes clinicas sugerindo que outros fatores poderdio influenciar a expressdo
fenotipica. Em outro relato Pohenz e colaboradores descreveram, também em paciente com
hipotiroidismo congénito, substitui¢do no exon 6 - codon 267, nucleotideo posi¢iio 1146, de
uma glitamina por 4cido glutdmico e uma segunda mutacfo localizada no codon 531 do
exon 13, havendo uma substitui¢io de citosina por guanina resultando num sfop codon,
TAG (POHLENZ et al, 1997). Em outra descri¢io de caso importante, em paciente de 36
anos com suspeita de defeito no transporte de iodo, uma mudanca da citosina por adenina
no nucleotideo 1163, cddon 272, produziu stop cédon localizado exon 6, novamente sitio
de mutacdo inativadora. Em pacientes japoneses, por ouiro lado, parece haver uma
prevaléncia comum de mutagdo T354P com grande heterogeneidade do quadro clinico
(KOSUGI er al, 1998).

A existéncia de mutacdes poderia ser uma interessante alternativa para explicar
a expressdo do gene NIS mesmo em tumores em que ele comprovadamente ndo €
funcionante, ja que ndo hd captacdo de iodo. Realizamos um rastreamento de mutagdes
através da técnica de DGGE focando justamente o exon 6, local onde vérias mutagfes
foram descritas ¢ existe descri¢io de splincing alternativo, e no exon 4 e 5. A técnica do
DGGE fornece vantagens sobre o sequenciamento direto do gene, em que perdem-se as
extremidades dos segmentos 5" ¢ 3". O gene NIS ¢, além disso, muito grande para ser
efetivamente seqiienciado diretamente em muitos casos e existe ainda a possibilidade dele
apresentar polimorfismos. A estratégia do DGGE consiste na amplificacio do DNA usando
dois oligonucleotideos, onde um deles carrega na sua extremidade 5° ou 3’ uma seqiiéncia
adicional de DNA (20 a 60pb) rica em GC. O segmento de DNA amplificado € submetido a
eletroforese em gel de poliacrilamida contendo uma faixa de gradiente de desnaturagio
adequada para o fragmento de DNA teste. Fragmentos de DNA diferindo por uma unica
mudanca de base, podendo ser uma mutagio ou um polimorfismo neutro, migraria em

posicfio diferente no gel (MYERS, and MANIATS, 1986).
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Nossos dados iniciais, entretanto, mostram que mutagdes nio ocorreram nos
exons pesquisados em nossos pacientes. Devemos estudar outros exons para afastar
definitivamente a possibilidade de haver mutagBes. Também deveremos afastar

anormalidades pos-transcripcionais e de estrutura da proteina em experimentos futuros.

DEMONSTRACAO DO GENE NIS EM SANGUE PERIFERICO

Como NIS ¢ produzido preferencialmente por células foliculares tiroidianas,
sua presenca na periferia poderia ser um bom pardmetro de diagndstico e/ou seguimento
dos pacientes com céncer, pois poderiamos supor que, em pacientes livres de doenga, os
niveis de NIS, a semelhanca da Tg sérica, se mantivessem baixos ou nio detectiveis
enquanto que pacientes com tecido tiroidiano neoplasico poderiam ter alta producdo de
NIS, tornando NIS sérico detectavel. Assim, para verificar se NIS serve como parimetro de
seguimento clinico e para correlacionar a expressfo de NIS com o aparecimento de
recorréncia ou de metastases & distdncia, tirando proveito do fato de possuirmos sangue
coletado a beira do leito cirirgico € com 6 meses a 2 anos de acompanhamento,
desenvolvemos uma PCR simples em sangue periférico. Sintetizamos primers para os
exons 4 ¢ 6 do NIS para DNA gendmico. Nossos resultados demonstram que tampouco a
pesquisa de NIS circulante tem valor para seguimento clinico pois ndo encontramos

correlacio entre deteccio de NIS e recorréncia e/ou metastases.

Interessantemente, um paciente nfio apresenta NIS detectavel apesar de ter
desenvolvido metédstases. Este caso pode ilustrar as hipdteses anteriormente levantadas.
Por outro lado, ndo podemos afastar a idéia de que nossa PCR, usando primers para exons
4 ¢ 6, ndo ¢ suficiente para assegurar sensibilidade adequada para detecgfio de NIS a partir

de DNA gendmico de sangue periférico.
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EXPRESSAO DO GENE NIS EM CARCINOMAS MEDULARES DA TIROIDE

De maneira inusitada, encontramos expressdo de NIS também em carcinomas
medulares, onde, teoricamente, o gene NIS ndo deveria estar expresso ji que se trata de
carcinomas derivados de células C, de origem totalmente diferente do da célula folicular.
No entanto, a glindula tirdide compartilha a capacidade de acumular iodo ativamente com
diversos tecidos, como de glidndulas salivares e lacrimais, mucosa gastrica, glindulas
mamdrias em lactag@io, plexo cordide, corpo ciliar do olho, pele e placenta
(VOLANTE er al, 1999). A expressdo de TTF-1 e de PAX-8, genes envolvidos no
desenvolvimento fisiologico e também na carcinogénese tiroidiana, ja foi demonstrada em
carcinomas medulares, e, embora nfo tenhamos encontrado nenhum relato de expressio do
gene NIS, ele €, portanto, possivel (ROS et al, 1999) Por outro lado, existem na literatura
cerca de 40 casos de carcinomas mistos, medular-folicular, considerados raridade, e que so
considerados derivados de diferentes precursores tumorais (PAPOTTI er al, 2000;
VOLANTE et al, 1999),

Esperamos conseguir coletar mais amostras de carcinomas medulares para
verificar tal achado, que falaria a favor de uma origem comum do carcinoma medular com

o carcinoma folicular tiroidiano.
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1. Implantamos e aprimoramos a técnica de RT-PCR a partir de RNA para
estudo de expressio génica em nosso laboratério. A técnica foi utilizada com sucesso na
avaliacdio de expressdo do gene NIS em diferentes tecidos tiroidianos. Entretanto, todos os
tecidos investigados apresentaram expressdo, nfo permitindo portanto distingdo entre eles

ou qualquer tipo de comparacfo.

2. Implantamos e aprimoramos a técpica do DGGE para rastreamento de
mutacdes em nosso laboratério visando identificar possiveis mutacGes do gene NIS em
tumores tiroidianos benignos e malignos. Ndo observamos nenhum caso de muta¢io entre

0s casos examinados para os exons 4, 5 e 6 do gene NIS.

3. N#o foi possivel estabelecer correlacfio entre a presenca ou auséncia de
expressdo do gene NIS e a evoluglio clinica dos portadores de neoplasias tiroidianas.
Assim, investigamos a deteccio de NIS em sangue periférico através de PCR para os exons

4 e 6. Concluimos que tal pesquisa também ndo possui utilidade clinica.
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Iodine uptake plays an important role in the metabolism of the normal follicular
cell, that uses it to produce thyroid hormones. Surgery followed by radiotherapy may cure
most of the patients with well differentiated thyroid cancer, that keep their ability to capture
iodine. Unfortunately, about 20 per cent of the thyroid cancer cases are undifferentiated and
some of the well differentiated tumors do not respond to the treatment, and end up dying.
With the identification of the gene that encodes the intra-membrane glycoprotein
responsible for the transportation of iodine to the follicular cell, called NIS, there has been
an effort to correlate the lack of iodine uptake with a non expression of the gene, and,

therefore, a worst prognosis.

We have studied a total of 77 thyroid tissue samples comparing 27 carcinomas
(21 papillary carcinomas and 6 follicular carcinomas), with 8 benign tumors (follicular
adenomas). We included 39 benign goiters (33 multinodular goiter, 4 cases of Hashimoto
disease and two Graves diseases). Also there were 3 medullary carcinomas. Using a
nested-PCR, that included P-actin as a DNA control, we identified NIS expression in all
cases, even in the thyroid medullary carcinomas. NIS expression was found in tumor tissue
of two cases that did not have iodine uptake in the whole body scan, even though there was
evidence of metastasis with high serum levels of tiroglobulin (Tg) and ultrasound positive
for neoplasia. The reason why these patients did not present iodine uptake although they
expressed the gene NIS, could be a mutation. In order to test such possibility, we have set
the patterns for the use of a DGGE screening of exons 4, 5 and 6 of the gene. We did not
identify any mutation in the cases investigated so far, which may suggest that mutations are

not the main reason for modifying the NIS protein function.

As the protein is produced preferably by follicular thyroid cells, we assumed
that individuals with cancer may present higher serum levels of NIS when compared with
normal individuals. In order to check the usefulness of NIS as a clinical marker, we
developed a simple PCR to detect exons 4 and 6. Among the peripheral blood of 13 patients
that had NIS expressed in the initial tumor and had 6, 12 and 24 months follow-up, exon 4
of NIS was not detectable in 4 cases: 2 follicular carcinomas, 1 papillary carcinoma and 1
Graves disease patient. However, exon 6 of NIS was found in all the samples but one.
This last patient presented metastasis during the follow-up, maintaining serum NIS

undetectable. We conclude that the detection of serum NIS has no clinical utility.
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