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RESUMO

Introduc¢do: O boécio coloide (BC) constitui numa desordem heterogénea e representa a
principal causa de nédulo benigno da tireoide. Prevalente em areas geograficas com deficiéncia
de iodo, sendo, na maioria dos casos, conduzido de forma expectante ou cirurgica. Classificado
de acordo com as caracteristicas morfoldgicas e funcionais, pode se apresentar difuso ou
nodular, toxico ou atoxico (com ou sem autonomia funcional), podendo alcangar grandes
volumes e ocasionar compressao de estruturas do pescoco, ou, ndo muito raramente, sofrer
transformagdo maligna. Dependente de fatores ambientais e genéticos, com a deficiéncia de
iodo sendo o principal fator determinante para o impacto na incidéncia, outros fatores
ambientais e hereditarios sdo arrolados, porém pouco se conhece da patogénese molecular.
Objetivos: mapear as alteracdes epigenéticas de diferentes regides de 05 espécies cirirgicas de
BC de pacientes submetidos a tireoidectomia total em Manaus, Amazonas, com o objetivo de
analisar, comparar e descrever o padrdo especifico para esta populacdo. Metodologia: Foram
utilizados 05 espécimes de BC com confirmacgao histopatologica, provenientes do “Banco de
Tecidos de Tireoide Normal e com Bocio” da UFAM, e para identificar os padrdes de metilagao
global do DNA e da histona 3 na lisina trimetiladas 4, 9 e 27 (H3K4me3, H3K9me3 e
H3K27me3) foram utilizados método de imunoensaio especifico do tipo ELISA, com os
resultados comparados entre as pacientes, entre as diferentes regides da glandula num mesmo
individuo e entre os individuos. Resultados: ndo houveram evidéncias de que existam
diferencas significativas (ao nivel de 5%) dos padrdoes médios de metilacdo global do DNA
entre os pacientes (p = 0,114), ou entre as regides da tireoide (p = 0,843), sendo, portanto,
consideradas similares. Os padrdoes médios de pan-metilagdo das histonas H3K4me3,
H3K9me3 e H3K27me3 sdo significativamente diferentes entre os pacientes (p < 1%), apesar
de ndo apresentar diferengas significativas entre as regides num mesmo individuo, (p > 5%).
Conclusdo: Os resultados das andlises deste estudo, revelou que os espécimes de BC
obedeceram a um padrdo de distribui¢do de hipermetilagdo do DNA significativa entre os
pacientes e as regides do BC, diferindo somente entre os pacientes o padrao de metilacdo das
histonas. Como estes achados sdo mais comuns no cancer, podemos sugerir que em nivel
epigenético, o BC possa ter algum fator etioldgico comum que leve a esta resposta tecidual ou
que responda pelas expressoes fenotipicas e transformacao maligna. Como, até o0 momento, nao
existem marcadores eficientes que detecte com precisdo a existéncia de risco de malignizagao
do BC, muito menos a possibilidade de definir sua progressao tecidual, ¢ muito provavel que
participem multiplos genes neste processo. Portanto, os achados encontrados nestas pacientes
podem abrir caminho na aplicagdo futura do estudo epigenético do BC, podendo implicar na
viabiliza¢do de novas formas terapéuticas ou preventivas da progressdo, uma vez que, o status
de metilagdo pode ser revertido, porém outros estudos ampliados na populagdo em questdo siao
necessarios para entender melhor estes achados.

Palavras-chave: Bocio. Doencas da tiredide. Epigenética. Metilagdo do DNA. Metilagdo de

histonas.



ABSTRACT

Introduction: The colloid goiter (CG) is a heterogeneous disorder and represents the main
cause of benign thyroid nodule. Prevalent in geographical areas with iodine deficiency, in most
cases carried out expectant conduct or surgically. Classified according to the morphological
and functional characteristics, it may present as diffuse or nodular, toxic or nontoxic (with or
without functional autonomy). Can reach large volume and compression of neck structures or
even turn into malignant disease. Dependent on environmental and genetic factors, with iodine
deficiency being the main determinant for the impact on incidence, other environmental and
hereditary factors are listed, but little is known about the molecular pathogenesis. Objectives:
To map the Epigenetic alterations of the five different surgical parts of CG from patients
submitted to total thyroidectomy in Manaus, Amazonas, to analyze, compare and describe the
specific pattern for this population. Methods: Five specimens of CG with histopathological
confirmation were obtained from the “Normal Thyroid Tissue Bank and with Goiter” from the
UFAM. Were used to identify the global methylation patterns of DNA and histone 3 in tri-
methylated lysine 4, 9 and 27 (H3K4me3, H3K9me3 and H3K27me3). Was used an ELISA
type specific immunoassay method, with the results compared between the patients, between
the different region of the gland in the same individual and between the individuals. Results:
there was no evidence there were significant differences (5%) in the mean global DNA
methylation patterns between the patients (p = 0.114) or between the thyroid regions (p = 0.843)
considered similar. The mean pan-methylation patterns of histones H3K4me3, H3K9me3 and
H3K27me3 are significantly different among patients (p <1%), although there were no
significant differences between parts in the same individual (p> 5%). Conclusion: The results
of the analyzes of this study revealed that CG parts obeyed a pattern of distribution of significant
DNA hypermethylation between patients and parts of CG, differing only among patients the
pattern of histone methylation. As these findings are more common in cancer, we may suggest
that at the epigenetic level CG may have some common etiologic factor that leads to this tissue
response or that responds by phenotypic expressions and malignant transformation. There are
now no efficient markers that accurately detect the risk of CG malignancy, much less the
possibility of defining its tissue progression, it is very likely that multiple genes will participate
in this process. Therefore, the findings found in these patients may make way for the future
application of the CG epigenetic study, which may imply the viability of new therapeutic or
preventive forms of progression, since the methylation status can be reversed, but other studies
in the population are needed to understand better those finding.

Keywords: Goiter. Thyroid disease. Epigenetic. DNA methylation. Histone methylation.
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Introducao

O bocio coloide (BC) ¢ uma patologia hiperplasica benigna, causada pelo crescimento
focal ou difuso da tireoide, importante glandula localizada na regido cervical anterior,
responsavel pela regulagdo do metabolismo, crescimento e desenvolvimento humano.

A prevaléncia do BC ¢ elevada, acometendo principalmente mulheres e idosos, podendo
ser endémico em dreas geograficas com deficiéncia de iodo, e atualmente, responde pela
principal causa de nédulos benignos da tireoide no mundo.

De acordo com as caracteristicas morfolégicas e funcionais, o BC ¢ classificado
clinicamente em difuso ou nodular, toxico ou atoéxico (com ou sem capacidade autonoma de
secretar hormonios tireoidianos), sendo geralmente de crescimento lento e progressivo. No
entanto, em alguns individuos pode alcangar grandes volumes e/ou crescer até a regido do
mediastino (componente mergulhante), e com isso, causar compressdo de estruturas anatdmicas
do pescoco, ou em alguns casos podem sofrer transformacao maligna.

A etiologia do BC ¢ variada, dependente de fatores ambientais e genéticos, sendo a
deficiéncia de iodo o principal fator determinante, possivelmente pelo fato do iodo ser o
substrato necessario a sintese dos hormonios tireoidianos, que em condi¢des de escassez,
induzir a oscilagdo dos niveis de hormdnio tireoestimulante, levando consequentemente, ao
crescimento hiperplasico das células foliculares de forma compensatéria. Quanto aos fatores
genéticos, algumas mutagdes especificas foram descritas somente em grupos familiares
isolados, ndo evidenciadas em todos os pacientes.

Inicialmente o crescimento do BC ¢é difuso, constituindo-se em condi¢ao reversivel com
a suplementag@o do iodo. Persistindo a caréncia do mineral associada a outros fatores menos
esclarecidos, o BC passa a sofrer mudancgas na arquitetura tecidual, tornando-se heterogéneo.

Na regido Amazonica, o BC ¢ considerado endémico (>5%), no entanto, de forma
controversa, levantamentos epidemiologicos utilizando os niveis de iodonuria em escolares,
apontam o Brasil como um dos paises que apresenta excesso de iodo, sendo evidente que outros
fatores necessitem ser pesquisados.

A Epigenética ¢ uma area da ciéncia que foi descrita pela primeira vez ha mais de 70
anos, e refere-se a mudancas reversiveis e herdaveis no genoma que nao alteram a sequéncia de

nucleotideos do DNA, ou seja, apenas modificam a transcrigdo génica. Nos vertebrados, as
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modificacdes epigenéticas fazem parte de eventos fisioldgicos ou patologicos, respondendo por

expressoes génicas de carater adaptativo ou de defesa a estimulos ambientais, e até mesmo
como forma de sobrevivéncia das espécies.

As modifica¢des epigenéticas sdo chamadas de “marcas epigenéticas”, que por sua vez,
formam o chamado “epigenoma” a partir das agressdes ambientais ocorridas durante toda a
vida de um individuo, que pode ser transmitindo as novas geracdes de forma permanente ou
transitoria, permitindo que a prole tenha melhor resposta aos mesmos eventos quando
deparados no futuro.

Com o desenvolvimento de ferramentas biotecnologicas, ocorreram avangos na
identificacdo de estruturas e vias moleculares do processo de transcri¢do, tornando viavel o
estudo dos principais mecanismos epigenéticos conhecidos, como a metilagio do DNA, as
modificacdes pos-traducionais de histonas e os ncRNAs, que juntos ou isolados, sdo os
principais moduladores da dindmica da cromatina, responséveis pela ativagao ou silenciamento
dos genes.

Como o fator ambiental parece ser preponderante, e por ndo dispomos na literatura de
informagdes relativas a génese molecular ou epigenética do BC na populacao dessa regido,
objetivamos neste trabalho, mapear duas principais modificagdes epigenéticas conhecidas, a
metilacdo global do DNA e da pan-metilagdo da histona H3 nas lisinas 4 (H3K4), 9 (H3K9) e
27 (H3K27), nas diferentes regides anatomica da tireoide de 05 pecas cirtrgicas de BC
conservadas a — 80 °C, de pacientes do sexo feminino, submetidas a tireoidectomia total em
Manaus/AM, com idade entre 33 e 65 anos, fungdo tireoidiana normal, diagnostico confirmado
por exame histopatolégico, e que pertenciam ao Banco de Tecidos de Tireoide Normal e com
Bécio da Universidade Federal do Amazonas (BTTNB/UFAM).

Utilizamos o método de imunoensaio especifico do tipo ELISA, com o objetivo de
demonstrar se o ambiente do bocio se comporta de forma semelhante ou diferente entre os
individuos, e se ha predile¢do por determinada regido anatomica da tireoide. As histonas
empregadas foram escolhidas por serem as mais amplamente estudadas na correlagdo com a
metilagdo do DNA e pela disponibilidade dos imunoensaios comerciais.

Ao buscarmos esclarecer estes dados moleculares, objetivamos contribuir com o
conhecimento de possiveis fatores subjacentes relevantes que possam integrar estudos futuros

que auxiliem na compreensdao do comportamento do BC na nossa regido.
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Referencial Teorico

A GLANDULA TIREOIDE

A tireoide humana ¢ uma das maiores e mais importantes glandulas do sistema
endocrino, recebe este nome que deriva do grego “thyreos” por assemelhar-se a um escudo.
Essencial na regulagdo do metabolismo e no processo de crescimento e desenvolvimento
humano (CABRAL, 2009). E a primeira estrutura endécrina a ser identificada, surgindo a partir
do assoalho da faringe primitiva ou superior, entre o 20° e 22° dias de vida do embrido, com
posterior migracao para a base do pescogo entre o 40° e 50° dia, onde permanece até o final da
embriogénese (MCINNES; MICHAUD, 2003).

No adulto, a glandula tireoide se localiza na face anterior do pescogo, regido posterior
aos musculos esternocleidomastoideo e esternohioideo (Figura 1), e fica ao nivel das vértebras
cervical C5 e toracica T1, pesa em torno de 15-25g, sendo didaticamente subdividida em dois
l6bulos ou lobos: direito e esquerdo e regido do istmo. Na visdo posterior da tireoide, se
localizam quatro glandulas paratireoides, responséaveis pela producao de paratorménio (PTH),

hormonio que regula os niveis de célcio no organismo.

Tireoide (visdo frontal)
Lobo direito lobo esquerdo

| w,

Tireoide (visdo posterior)
paratireoides

'S
ri

Figura 1. Localizagdo da tireoide e paratireoides, vista cervical anterior e posterior.
Fonte: adaptado de https://steptohealth.com/detect-thyroid-problems-time (Acesso em 08/2017).
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A tireoide ¢ responsavel pela sintese, armazenamento e secre¢do dos hormonios

tireoidianos tri-iodotironina (T3) e Tiroxina (T4), regulados pelo hormoénio tireoestimulante
(TSH), secretado pelo l6bulo anterior da hipofise, que por sua vez ¢ controlado diretamente
pelo horménio liberador de tirotrofina (TRH), produzido e liberado pelos nucleos supradpticos
do hipotdlamo. Ambos, TRH e TSH, sdo regulados pelos niveis circulantes de T3 e T4,
formando um circuito de secrecdo hormonal, chamado de eixo hipotaldmico-hipofisario ou de
feedback negativo (Figura 2A) (KRONENBERG et al., 2010).

Histologicamente, o epitélio da tireoide ¢ constituido em maior parte pelas células
foliculares cubdides, chamadas de tiredcitos, que formam as unidades foliculares (Figura 2B),
que sdo arranjos circulares organizados, cujo limen ¢ preenchido por material gelatinoso ou
coloidal, onde os hormdnios tireoidianos sintetizados sdo armazenados em conjunto com a
proteina tireoglobulina (Tg), formando complexos de reserva de T3 e T4 dentro dos foliculos.
Outros trés tipos de células também compdem o parénquima da tireoide: as células endoteliais,
os fibroblastos e as parafoliculares ou “células C”, sendo estas ultimas derivadas da crista
neural responsaveis pela secrecao de calcitonina ou tireocalcitonina, hormonio que participa no

equilibrio do célcio sanguineo e na reabsorc¢ao 6ssea (WARD, 2012).

A B
Hipotdlamo

TRH < T
g™ z
Hibofi células cuboides %",ﬁ, :
Iponse ou tiredcitos -> o' 44

TSH ¢ 4 |

v

Niveis circulantes
deT3eT4

Tireoide

Sintese e liberagao de
— T3eT4

Figura 2A. Eixo de secre¢do enddcrina dos hormonios tireoidianos hipotalamo-hipéfise-tireoide. Fonte: Jezini,
DL, 2017. 2B. Corte histopatologico de tireoide normal exibindo as unidades foliculares ricas em material coloide.
Fonte: Laboratério Reunidos, Manaus/AM (2017).
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Regulacgdo e funcgdo da tireoide

Em mamiferos, o TSH e o iodo sdo os principais reguladores fisioldgicos do crescimento
e atividade funcional da tireoide, ou seja, regulam a sintese dos hormonios tireoidianos,
responsaveis por atividades metabolicas essenciais como a sintese proteica, formagao de acidos
nucleares e lipidios, como também das fung¢des de controle da termogénese, maturagao celular,
transporte e outras atividades como a fagocitose, o movimento lisossomal, entre outras
(DUMONT, 2011). Os hormoénios tireoidianos sdo essenciais ndo somente ao homem, mas
também ao crescimento, desenvolvimento, diferenciacdo neural, metamorfose e regulacao
metabolica dos vertebrados (FURLOW; NEFF, 2006).

O TSH ¢ um hormonio proteico, constituido por duas subunidades: alfa e beta, ligadas
entre si de forma ndo covalente, que atua através da ligacdo em receptor especifico (TSHR),
localizado nas células foliculares tireoidianas. Interage com a proteina “G” e estimula a sintese
das proteinas transportadoras de iodo, tiroglobulina (Tg) e tireoperoxidase (TPO), essenciais a
sintese e secrecao dos hormonios tireoidianos, por meio de duas vias distintas: a via adenilato
ciclase e proteina fosfoquinase C (PKC). O TSH atua no crescimento compensatério da tireoide
e possivelmente ocasiona a heterogeneidade no parénquima, quando em auséncia ou caréncia
ambiental de iodo ¢ persistente (GOEL et al., 2013).

A atividade funcional da tireoide depende diretamente do estado nutricional do iodo,
que ¢ oriundo exclusivamente da dieta, devendo ser em torno de 150ug diarios. Absorvido pelo
trato gastrointestinal em forma de iodeto, o iodo ¢ transportado ativamente na corrente
sanguinea e captado pelo tiredcitos por gradiente de concentracdo, via transportador NIS
(simporter sodio/potassio), localizado na membrana basolateral. Posteriormente, na membrana
apical do tiredcito ocorre o efluxo do iodo para o coloide sobre acdo da Pendrina, onde ¢é
oxidado pela tireoperoxidase hemoproteina (TPO), que utiliza como co-substrato o perdxido de
hidrogénio, cuja expressdo ¢ controlada por fatores de transcricdo especificos:TTF-1, TIF-2
(FOXE1), FOXE2 e PAX-8 (Figura 3, p. 29) (DOHAN et al., 2003).

O iodo depois de oxidado ¢ organificado, ou seja, incorporado aos residuos de tirosil da
molécula de Tg para gerar as monoiodotironinas (MIT), e sofre uma segunda oxidagdo pela

TPO, passando a apresentar duas moléculas de iodo, e a ser chamada de diiodotironina (DIT),
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que em forma de arranjo fardo o acoplamento entre si para a composi¢ao de T3 =01 DIT + 01

MIT e de T4 =01 DIT + 01 DIT (SONG et al., 2007).
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TSH-R

%90

T Coloide

4
GOoH
HO o Chpm gH
NH3

Na*t, k*-ATPase Na + _Na

AK"

K'—

Figura 3: Representacdo esquematica da via biossintética dos hormonios T3 e T4 nos foliculos tireoidianos,
unidades compostas por uma camada de células epiteliais que cercam o coloide. A superficie basolateral da célula
¢ mostrada no lado esquerdo da figura e a superficie apical a direita. Circulo: acumulagio ativa de I, mediada pelo
NIS; Tridngulo: bomba de Na/KATPase; Quadrado: receptor de TSH; Diamante: adenilato-ciclase (AC); Elipse:
proteina G; Cilindro: Efluxo do Iodo em dire¢do ao coloide; TPO: catalisagdo da organificacdo do lodeto pela
TPO: Setas apontando da regido apical para o lado basolateral indicam endocitose de Tg iodada, seguida de
hidrolise fagolissossomica de Tg iodada endocitada e secrecdo de ambos hormonios tireoidianos; AIT,
Transportador apical de iodo (Modificado de DOHAN et al, 2003).

Outro elemento quimico ndo menos importante que o iodo no equilibrio funcional da
tireoide e abundantemente presente na glandula ¢ o selénio (Se), micronutriente da dieta que
compde as selenocisteinas: Glutationas peroxidases (GPxs) e Tiorredoxinas redutases (TRxs),
responsaveis pelo controle do estresse oxidativo gerado no processo de biossintese hormonal,
ou seja, regulam o excesso de perdxido de hidrogénio (H20:) e espécies reativas de oxigénio
(ROS), toxicos a integridade gendmica, e as lodotironinas deiodinases ou 5'-deiodinases
(Dios), que atuam na remog¢ao de uma das moléculas de iodo do T4, convertendo-o a T3 ativo
e T3 reverso inativo (rT3). Sdo trés tipos: a 5 -deiodinase tipo 1 (Diol), que converte T4 para
T3 no sangue, a Dio2, expressa nos tecidos, e a Dio3, que inativa tanto T4 quanto do T3
residuais (KOHRLE; GARTNER, 2009; DUNTAS, 2010).

Vale ressaltar que, para a devida absor¢cdo dos elementos iodo e selénio no trato

J4

gastrointestinal, ¢ necessaria a presenga do simportador NIS ou do transportador
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Nat+/multivitaminas, além da composicdo da microbiota intestinal, que também parece

interferir na absorc¢ao destes micronutrientes (VIRILI; CENTANNI, 2016).

O ponto de equilibrio ou relacdo entre o nivel de T4 sérico e de TSH varia
significativamente entre individuos, sugerindo que exista susceptibilidade genética na resposta
dos receptores teciduais. Estados de polimorfismos no gene da Dio2 foram descritos em
referencia & baixa capacidade de conversdo de T4 em T3, que corresponde a inadequada

resposta tecidual e do controle no ponto de ajuste (BRENT, 2012).
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BOCIO COLOIDE

Definicio e Epidemiologia:

O Bocio coloide (BC), também chamado de bocio nodular (BN), bocio multinodular
(BMN) ou bécio adenomatoso (BA) € uma das patologias mais antigas da humanidade, com
varios relatos ao longo da historia em diversas civilizagdes, podendo ser endémico ou
esporadico, e se apresentar de tamanho e forma variadas, e, ao longo dos anos, pode chegar a
grandes volumes, levando a sintomas cérvico-toracicos compressivos, sendo prioritariamente
de tratamento cirurgico (tireoidectomia parcial ou total) (BOTELHO, 2012).

Na pratica clinica, o BC ¢é importante por estar incluso na investigagdo de nodulos da
tireoide, cuja prevaléncia na populagdo geral vem crescendo nos ltimos anos, em torno de 5%
em mulheres e 1% em homens, quando se utiliza o pardmetro clinico de palpagdo, e 19 a 68%,
a ultrassonografia de tireoide (USG), com 10% deles ocorrendo aos 20 anos de idade, e 50%
nos maiores de 60 anos. Nas areas com caréncia de iodo, a prevaléncia se amplia para 30% e
75% respectivamente, notando que o volume do bdcio esta diretamente relacionado a idade. A
predilecdo pelo sexo feminino se confirma em achados de autdpsias, revelando incidéncia de
50-90% em mulheres e 50-60% em homens. A USG e a puncdo aspirativa por agulha fina
(PAAF) s3o os procedimentos mais importantes no diagnostico diferencial dos nodulos

benignos e malignos (HAUGEN et al., 2016).

Patogenia e Achados Clinicos

Na etiopatogenia do BC, apesar de ndo se conhecer a sequéncia de eventos, 0 processo
comeca com a proliferacdo hiperplésica folicular multifocal, seguida pelo surgimento de
nddulos que podem ser encapsulados (adenomas) ou ndo (adenomatoso). Com os anos, o
crescimento policlonal hiperplasico pode se associar a areas de proliferagdo monoclonal
neoplésicas, apresentando ambos padrdes de crescimento. O BC ainda pode abrigar formagdes
cisticas, solidas, areas de fibrose, calcificacdo e hemorragia intranodular. (KONDO; EZZAT;
ASA, 2006).

Na grande maioria dos casos, os portadores de BC inicialmente sdo assintomaticos, sendo

diagnosticados por meio da palpag@o do pescogo ou da USG. Se apresentam clinicamente como
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bocio difuso ou nodular (uni ou multinodular) (Figura 4, A-F), e com o passar dos anos podem

alcancar grandes volumes. Em 10-15% dos casos, o BC pode crescer para a regido do
mediastino, sendo chamado de componente mergulhante. Nos mais volumosos, para melhorar
o0 acesso cirargico foi desenvolvida a incisao em “U de Botelho” (Figura 4, G e H). Os bdcios
nodulares podem adquirir autonomia funcional, passando a sintetizar T3 e T4, causando o
hipertireoidismo ou ainda podem sofrer transformacao maligna anaplasica (3 a 5% dos casos),
tornando-se extremamente agressivo e de prognostico sombrio (PACINI, 2016; BOTELHO;
JEZINI; CARVALHO, 2013; VAIMAN; BEKERMAN, 2017).

Figura 4. Aspectos Clinicos do Bocio Coloide, com variaveis de bocio nodular (A, B, C e D). Volumoso bécio
multinodular (E e F). Incisao cirargica em “U de Botelho” para acesso a bdcios de grande volume e resultado pos-
operatorio (H). Fonte: Fotos cedidas gentilmente pelo Prof. Dr. Jodo Bosco Botelho de acervo pessoal em 2017.

Fatores Etiologicos

Deficiéncia nutricional de iodo:

A deficiéncia nutricional de iodo continua a ser o principal fator de risco ambiental para
o BC, sendo considerado o principal facilitador da patologia, cujo papel foi bem definido com
a redu¢do dramatica na incidéncia do bdcio endémico apds a suplementacao de iodo no sal em
diversos paises, inclusive no Brasil (FOUNTOULAKIS; PHILIPPOU; TSATSOULIS, 2007;
HOCHMAN, 2010; FIORE; TONACCHERA; VITTI, 2014). Esta medida foi reconhecida

como uma das mais relevantes medidas de satde ptblica tomadas até hoje.
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Conforme a lei, o iodo deve ser suplementado de forma universal, ou seja, em todo sal

utilizado na cozinha, agricultura, no manejo de animais e processamento dos alimentos
industrializados (DELANGE , DE BENOIST, PRETELL, 2004). No entanto, apesar da reducao
na incidéncia em muitos paises nos tltimos 15 anos, o BC ainda ¢ considerado um problema de
saude publica a despeito da suplementacdo de iodo (ANDERSSON; BENOIST; ROGERS,
2010).

A ultima avaliacdo do programa de iodagdo do sal da Organizagdo Mundial da Satude
(OMS), que incluiu 130 paises, em 2006-2007, por meio da excre¢do urinaria (iodontiria) de
iodo em escolares, encontrou 266 milhdes de individuos com deficiéncia alimentar de iodo
distribuidas em 47 paises. Entre os suplementados, 49 foram considerados adequados, 27 acima
do adequado, e 7 paises com valores muito acima do ideal, dentre eles o Brasil (Figura 5)

(BENOIST et al., 2008).

Moderada deficiéncia de iodo (20-49 pg/L)

Leve deficiéncia de iodo (50-99 ug/L)

Otima (100-199ug/L)

Risco do iodo induzir hipertireoidismo (200-299 pg/L)
s==== Risco de consequéncias adversas 3 saude (>300 pg/L)
Sem dados

Figura 5: Distribuicdo geografica do estado nutricional de iodo na populagdo mundial, com base na excregdo
urinaria media (Adaptado de De Benoist, McLean, Andersson; Rogers, 2008)

Mesmo com todos os esfor¢os para monitorar a magnitude da deficiéncia de iodo em
todo o mundo, os dados de ndo abrangéncia ainda sdo alarmantes, indicando necessidade

constante de verificacdes e estratégias de abordagem, pois a deficiéncia vem ressurgindo em
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alguns paises desenvolvidos, e o excesso surgindo em locais em desenvolvimento, colocando

em duvida as propostas de verificacdo atual da iodo suficiéncia (LI; EASTMAN, 2012).

Apera do iodo ser 90% excretado pelos rins, existem variabilidades interindividuais,
sendo interessante o desenvolvimento de marcadores mais precisos, como a medida da Tg
sérica, que pode representar melhor a capacidade de incorporacdo do iodo, porém necessita ter
maior consisténcia e melhora na padronizagdo metodolédgica, para que seja utilizada em maior
escala (ZHENG; SKEAFF, 2014). Alguns autores ainda consideram a iodonuria um parametro
falho e pouco especifico para a detec¢do do estado nutricional do iodo, pois a capacidade de
excrecdo do mineral pode ser variavel em populagdes especificas, e com isso, ocasionar
dificuldades na precisa defini¢ao dos niveis necessarios de iodo (SELAMAT et al., 2010).

No Brasil, apesar do programa de iodagdo universal do sal existir desde 1953, somente
21 anos depois foi definido o primeiro parametro para o consumo humano em 10 miligramas
(mg) de iodo por quilo (kg) de sal, e mais tarde, baseados no projeto 7Thyromobil desenvolvido
na América Latina, o parametro foi ajustado para 20 a 60 mg/kg de sal (MEDEIROS-NETO,
2009). Em 2014, evidéncias do excesso de iodo em escolares brasileiros foi cada vez maior,
sendo novamente reduzido para 15 a 45 mg/kg, através de aprovagdo de consulta publica pela

Agencia de Vigilancia Sanitaria (ANVISA).

Outros fatores

Na génese do BC existem varios fatores ambientais e genéticos arrolados, como idade,
(maior prevalente em individuos mais velhos) e sexo (ocorréncia de 5 vezes ou mais em
mulheres). Apesar desta disparidade nao ter explicacdo definida, estudos utilizando dosagens
de 17B-estradiol (E2) demostraram ter interferéncia direta, via amplificagdo de fatores de
sinalizacdo do crescimento da tireoide normal, como também com a participag@o na génese de
nddulos benignos e malignos da tireoide (MANOLE et al., 2001).

Mais recentemente, autores documentaram em linhagens de células da tireoide normais
e com cancer expostas ao E2 “in vitro”, aumentam a propriedade de desenvolver metéstases,
adesdo celular, migracdo e invasividade. No entanto, curiosamente “in vivo”, o uso de
contraceptivos orais a base de E2, pareceu ter efeito contrario ou protetor, por estar associado
a diminui¢do na incidéncia de BC. Ja a gravidez e parto sdo implicados na elevagdo do risco,

provavelmente devido a fatores placentarios (MOLETI et al., 2017).
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Na menopausa, periodo em que ocorre a reducdo brusca dos hormonios sexuais

(estradiol e progesterona), aumenta consideravelmente a incidéncia da maioria das doencas
tireoidianas, incluindo o BC e o cancer (GIETKA-CZERNEL, 2017).

Alguns alimentos tém participagdo em potencial na génese do BC, dentre estes, se
destacam os alimentos ricos em flavonoides que atuam inibindo a TPO, como exemplo estd o
tiocianato, substancia proveniente da fermentagdo da cassava, uma espécie de mandioca
utilizada como farinha de mesa em diversas regides da Africa e, de forma semelhante na
Amazodnia, e outro alimento muito citado ¢ o 6leo de babagu, amplamente usado na culinaria
do nordeste brasileiro (MEDEIROS-NETO, 1998).

O tabagismo ¢ outro fator ambiental que pode acentuar a prevaléncia do BC em areas
carentes de iodo, sem significancia nas regidoes ndo carentes (ITTERMANN et al., 2008).

Outro fator implicado € o indice de massa corpdrea (IMC), que parece ser mais um dos
fatores geradores de bocio ou bociogénicos, sendo observado um aparente decréscimo no
volume da tireoide ap6s perda de 10% do peso em mulheres (SARI et al., 2003).

A resisténcia a insulina (RI) e a sindrome dos ovérios policisticos (SOP) decorrentes da
obesidade e do sedentarismo, vém sendo consideradas como fatores de risco ligados tanto ao
surgimento de nddulos, como ao aumento no volume da tireoide, mas sdo dependentes da idade,
do IMC, da glicemia, insulina de jejum, e do HOMA-IR (homeostatic model assessment), por
possivel efeito mitogénico exercido pela insulina sobre os tiredcitos, observado em pesquisa
“in vitro” (KARAKOSE et al., 2017).

A susceptibilidade genética parece estar envolvida na génese do BC, com mutagdes
pontuais sendo descritas em grupos familiares isolados, provavelmente influenciando na
variagdo interindividual de volume e heterogeneidade do parénquima. Contudo, a interacao de
genes e fatores ambientais, genes e genes, e das mudangas no efeito ambiente e o ambiente,
ainda ndo estdo totalmente elucidados (KNUDSEN; BRIX, 2014).

Os fatores locais podem contribuir com o crescimento e modificacdo tecidual do BC,
muitas vezes formados por proteinas que ja fazem parte de sinalizagdes celulares necessarias
ao crescimento, sobrevivéncia, migragdo, diferenciacdo e apoptose, que por motivos ainda

pouco esclarecidos, sofrem modificagdes e perdem a capacidade de regulagao (WARD, 2012).
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Mutagoes genéticas descritas no Bocio Coloide

A tireoide ¢ uma glandula exposta dez vezes mais a mutagdes espontineas que qualquer
outra regido do corpo. As mutagdes constitutivas em genes que intermediam o processo de
sinalizacdo mediada por AMP ciclico (AMPc), que estdo relacionadas ao crescimento,
nodularidade e autonomia funcional tireoidiana, como as muta¢des somaticas ativadoras em
cddons da proteina Gsa, no receptor de TSH (TSHR), e em oncogenes como o RAS j& foram
descritas no BC de regides endémicas, provavelmente resultantes do processo de oxidagdo
tecidual por radicais livres, peroxido de hidrogénio (H20:>) e de espécimes reativas de oxigénio
(ROS), que possivelmente induzem a heterogeneidade do parénquima (KROHN et al., 2005).

Estudos experimentais em camundongos geneticamente modificados com deficiéncia
da Conexina 32 (Cx32), proteina responsavel pela comunicagdo direta entre as células e que
regula negativamente o crescimento e diferenciagao do tecido através da via do AMPc, mostrou
que a auséncia de Cx32 exerce influéncia negativa na resposta das células da tiredide na
presenca de dois oncogenes indutores de hipertrofia e transformagao tecidual presentes em 20
a 40% dos cancer papilifero da tireoide esporadicos e 70% dos induzidos por radiagdo, o
oncogene E7 (oncoproteina viral derivada do papilomavirus humano) e o RP3 (rearranjo RET /
PT(C), cujo oncogene E7 perdeu parte da capacidade de induzir hipertrofia e o RP3 de induzir
transformagao tecidual nos deficientes de Cx32 (BURNIAT et al., 2008; PROST et al., 2009).

Mutacdo de linhagem germinativa R483H no gene da proteina associada ao KEAPI,
relacionada ao risco do aparecimento de multiplos nédulos ndo toxicos da tireoide foram
documentadas em casos de BC familiar (NISHIHARA et al., 2016).

Na sindrome no DICER1, desordem hereditaria que aumenta o risco de desenvolver
neoplasias malignas ou benignas, principalmente de pulmao, rins, ovarios e tiredide, cuja
origem estd da mutacdo no gene de processamento de miRNA, que apresenta mutacao
sequencial na RNase IIIb no outro alelo DICERI, leva a proliferagio monoclonal, e pode

aumentar a formacao de nddulos tirecoidianos (DE KOCK et al., 2016).

Hipotese de transformagao nodular do BC

Hipoteticamente, o BC inicia-se pela hiperplasia da glandula tireoide causada pelo
estimulo gerado pela deficiéncia de iodo. Em seguida, devido a variagdo na resposta dos

receptores de TSH dos tiredcitos ou sensibilidade ao TSH das células, que ocorre com a
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persisténcia da caréncia iddica ao longo do tempo, o crescimento passa a ser heterogéneo, com

propensao as irregularidades nodulares, passando o crescimento a ser independente da agdo do
TSH. O tecido passa entdo a apresentar maior produc¢do de radicais livres e produtos da
oxidagdo tecidual via perdxido de hidrogénio (H>O»/radicais livres) que associado ao avango
das replicagdes celulares, ampliam os riscos de mutacdes somadticas no receptor do TSH
(TSHR), como também a divisdo e proliferacdo de clones celulares heterogéneos pode gerar
nddulos com autonomia funcional ou aumentar a capacidade da célula de se desdiferenciar para

malignidade (Figura 6) (KNOBEL, 2016).

Hipotese de Transformaciao Nodular Tireoidiana

Ambiente deficitario Estimulo Perda da

em iodo continuo do sensibilidade

V TSH dos tiredcitos
Indugdo a secregao VvV
compensatéria de TSH Com 0 passar dos angg

\ 4

Estimulo nas células
foliculares tireoidianas
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Crescimento da tireoide
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Figura 6: Representac@o esquematica da hipotese de transformagdo nodular tireoidiana, sendo o ponto de partida
a deficiéncia do iodo, com conseguinte hiperplasia e posterior formagdo de nddulos decorrentes da exposi¢do ao
aumento no numero de replicagdes ¢ mutagénese direta (por producao de H202/ROS) ou indireta (proliferagao e
aumento do mimero de clones heterogéneos). Os clones celulares quando perdem a sensibilidade ao TSH por
mutagdes somaticas no receptor de TSH (TSHR), fazem surgir nédulos atoxicos, com autonomia funcional
(adenoma toxicos) ou se desdiferenciam para malignidade — Adaptado com modificagdes de knobel, 2016.
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EPIGENETICA E MECANISMOS EPIGENETICOS

Epigenética

O termo epigenética, originalmente introduzido em 1942, quando Conrad Waddington
verificou que mudangas fenotipicas aparentemente adaptativas ocorriam na prole de drosofilas
expostas a luz continuamente, sendo estes tracos ndo mais herdados apos cessacdo do referido
estimulo, ou seja, as mudangas na expressao de genes induzidas pelo ambiente aparentavam ser
de forma reversivel e herdavel, sem contudo representar muta¢do genética. Desde entdo, a
epigenética foi anunciada como a nova forma de herangca do DNA, pelo fato da regulagdo da
atividade e expressdao génica do individuo ndo depender somente da sequéncia herdada pelo
DNA (JABLONKA; LAMM, 2012).

No contexto fisioldgico das células somaticas, uma das mais relevantes participagdes da
epigenética ¢ a organizacdo da cromatina e repressdo de elementos transponiveis, cujo reflexo
¢ direto no estimulo ou na inibi¢do da atividade génica. Na cromatina ativa ou Eucromatina, o
gene estd acessivel a atividade transcricional, e na cromatina reprimida ou Heterocromatina, a
que impede a acessibilidade aos nucleossomos e induz a repressdo génica (ALLIS;
JENUWEIN, 2016).

Ao longo dos tempos, a epigenética vem contribuindo na elucidagdo de complexos
mecanismos integrados do equilibrio genético, revelados em vérias condi¢des a na relacao
direta entre a ocorréncia e a expressdo génica, reafirmando a possibilidade da reprogramagao
do genoma em condi¢des fisiologicas ou patologicas (HOLLIDAY, 2006; BOHACEK;
MANSUY, 2013).

As modificagdes epigenéticas podem ser decorrentes da exposi¢do ambiental direta ou
provenientes do estresse fisico ou psicolégico (SECCO et al., 2015), variar conforme a ingestao
de nutrientes, capazes de modificar a expressdo génica 6rgao dependente, levando a protecao
ou aumento no risco de desenvolver doencas (ERICKSON; MOREAU, 2016; BISHOP;
FERGUSON, 2015).

A heranga da expressdo génica influenciada pela epigenética gera o chamado
epigenoma, ou seja, o conjunto de mudangas epigenéticas que ocorre num genoma, que tem
como objetivo tornar o genoma mais eficiente para os descendentes, como descrito na

transmissdo do traco da resisténcia insulinica herdado por trés geracdes seguidas de mulheres
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subnutridas, sobreviventes da fome do inverno holandés durante a Segunda Guerra Mundial,

aparentemente para melhorar a eficiéncia na utilizagdo de nutrientes e preservar a espécie
(SCHULZ, 2010). Além disso, existem interferéncias indiretas geradas pela qualidade da
alimentagdo de animais que contribuem para a formagdo ou colonizacdo da microbiota
intestinal, corresponsaveis pela saude do hospedeiro (KRAUTKRAMER et al., 2016).

O consumo do alcool, tabaco ou de drogas ilicitas ¢ descrito como causadores de
modificacdes epigenéticas e responsdveis por varios tipos de cancer (pulmio, esofago,
estomago e laringe) (WANG et al.,, 2017). Embora ndo se conheca totalmente como as
modifica¢des epigenética sdo induzida pelo tabaco no cancer de pulmao, as variaveis de
gravidade e invasdo metastatica sdo diretamente relacionadas (LIN et al., 2011).

Estudos experimentais realizados no inicio da formagao fetal e periodo neonatal de ratos
revelaram a existéncia de modificagdes epigenéticas diretamente nos tecidos metabolicos da
prole, relacionadas ao comportamento e qualidade de nutrientes ingeridos pela mae, que
favoreceram o surgimento de doengas metabolicas cronicas (Diabetes e doenga cardiovascular)
na vida adulta, sendo promissora a possibilidade da intervengao precoce, por meio de mudangas
no epigenoma materno, € no consequente fendtipo de risco no futuro (GODFREY;

COSTELLO; LILLYCROP, 2015).

Regulagdo genética e epigenética

A transcri¢do génica ¢ regulada a partir da sequéncia gendmica da cromatina, complexo
macromolecular de DNA e histonas. O DNA ¢ dobrado sobre as proteinas histonas e ndo-
histonas, formando os nucleossomos (massa molecular de 206K) ou a base para o genoma,
sujeito a varios processos integrados que podem ou ndo permitir o acesso ao DNA, seja por
meio da ativagdo da regido promotora e atuagdo da RNA Polimerase II (Pol II ), dos mediadores
dos fatores de transcrigdo ou via micro RNAs (mRNA), que se reorganizando de maneira
continua (RICHMOND et al., 1997; JERONIMO; ROBERT, 2017).

O nucleossomo ou unidade da cromatina ¢ composto por 147 pares de bases (pb) de
DNA, enrolado em torno de um octdmero, compostos por duas moléculas de proteinas histonas
denominadas H2A, H2B, H3 e H4, que compartilham um dominio estrutural comum, a
chamada dobra da histona com 3 hélices: al, a2 e a3 separadas por dois lagos: L1 e L2, que

facilitam a heterodimeriza¢do de H2A com H2B e H3 com H4, além de 2 dominios (dominio
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globular e dominio N na cauda terminal), sendo interligadas pela histona HI (VENKATESH;

WORKMAN, 2015).

A cromatina, com base na compactacdo, pode ser subdividida em heterocromatina ou
eucromatina, sendo a eucromatina menos condensada, mais acessivel e facilmente transcrita,
enquanto que a heterocromatina ¢ altamente condensada e inacessivel. Ambas dependem de
fatores que se integram, como a localizagdo cromossdmica ou nuclear, presenca e densidade de
elementos repetitivos de DNA (clusters de sequéncias de satélite e elementos transponiveis),
controlando os elementos repetitivos do DNA, e com isso, protegem a integridade do genoma
(GREWAL; JIA, 2007).

Os fatores de transcricdo envolvidos na genética e epigenética, que basicamente
dependem da sequéncia gendmica, podem ser regulados de forma reversivel ou irreversivel. As
modificacdes definitivas ou irreversiveis sofridas por um gene sdo chamadas mutagdes
genéticas (Figura 7A), e as mudangas reversiveis na expressdo da cromatina, de modificagdes
epigenéticas, sendo que em ambas interagem e podem ser herdaveis por geracdes (Figura 7)

(ESPADA; ESTELLER, 2013).
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Figura 7. Regulagdo genética (A) e epigenética (B). Fonte: Adaptado de Espada & Esteller, 2013

Na regulacdo epigenética, as mudangas na transcri¢do génica podem ocorrer em

qualquer estagio da vida, de maneira reversivel ou ndo, através de diversas vias moleculares e
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interfaces com outros niveis regulatorios, incluindo as modifica¢cdes de DNA e de histonas, os

RNAs nao codificadores (ncRNA), e nos complexos de Policomb e Trithorax, que sdo proteinas
regulatorias da programacdo e diferenciagdo genOmica, que atuam de maneira oposta e
sincrOnica, como um “interruptor epigenético bindrio”, nos genes homedticos (Hox),
desempenhando papel central no controle do desenvolvimento e diferenciagdo de tecidos
embrionarios (SCHWARTZ; PIRROTTA, 2008; RODRIGUEZ-RODERO et al., 2014).

Interagdes sdo constantes entre o genoma e o epigenoma, definidas por reagdes
quimicas complexas, que modificam a expressdo da cromatina, a partir da informagao genética
e da percep¢ao dos estimulos externos provenientes do ambiente (agressdo), gerando mudanga
no fenoétipo. Estas mudangas ocorrem por meio de mecanismos epigenéticos (metilagdo de
DNA, modificagdes de histonas, posicionamento dos nucleossomos e interagdo entre eles),
mediadas por “sensores” que correspondem as enzimas metiltransferases de DNA (DNMT),
Acetiltransferases de histonas (HATs) e as desacetilases de histona (HDACs) (Figura 8)
(PORTELA; ESTELLER, 2010).
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Figura 8: Genoma e epigenoma e seus mecanismos de regulagdo. Fonte: Jezini, DL baseado em
informagdes obtidas de Esteller, 2010.



42
O silenciamento de um gene pode ser revertido de duas formas, ativa, através da

desmetilagdo da DNA, com a substituicao enzimatica da 5-metilcitosina (5SmC) pela C, através
da catalisacdo pela TET1-tet metilcitosina dioxigenase 1 ou SmC hidroxilase, com capacidade
para converter SmC num processo de oxidagdo, reagdo que gera outros intermedidrios (5-
formilcitosina (5fC) e 5-carboxilcitosina (5caC), ou de forma passiva, por reagdo oxidativa e
inibicdlo da DNMT1, metiltransferase de manutencdo, que impede determinada marca
epigenética de ser transmitida (ALLIS; JENUWEIN, 2016).

Atualmente, evidencias sugerem que a regulagdo genética e epigenética atuam em
parceria e de forma integrada, necessarias ao desenvolvimento e evolugdo das espécies, sendo
a regulacdo genética controlada finamente pela epigenética, justificada pelo fato de que a
hipermetilacdo das ilhas CpG geram compactacdo da cromatina e a desmetilagdo retorna ao
estado de eucromatina. Portanto, enquanto a via genética determina a supressao de um gene de
forma irreversivel, a epigenética se manifesta como uma forma mais sutil, gradual e progressiva

de inativacdo de genes, e que pode ser revertida (MOCHIZUKI et al., 2017)

Mecanismos epigenéticos

Os mecanismos mais comumente estudados na epigenética ocorrem principalmente por
meio das modificagdes no DNA e nas histonas, que constituem alteragdes bioquimicas
complexas, relativas ao controle molecular da expressdo génica, de forma transitoria ou
permanente, isolada ou simultanea. Atualmente, sdo descritas quatro modificacdes do DNA
(BAYLIN; JONES, 2011; WU; ZHANG, 2011) e 16 classes de modificagdes de histonas (TAN
etal., 2011).

Os dominios que ambas modificagdes epigenéticas utilizam, podem ser Unicos e
especificos ou bivalentes, chamados de leitores de cromatina, que por sua vez, podem recrutar
outros modificadores de cromatina e estruturas de remodelagdo, para que sirvam de efetores da
modificacdo, alguns ainda sem defini¢ao funcional esclarecida (Tabela 1, p. 43) (DAWSON;
KOUZARIDES, 2012).
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Modifica¢io da cromatina Nomenclatura Motif'leitor da Funcio atribuida
cromatina

Modificacdo do DNA

S-metilcitosina SmC dominio MBD transcri¢ao

5-hidroximetilcitosina ShmC desconhecido transcri¢ao

S-formilcitosina 5fC desconhecido desconhecido

S-carboxilcitosina S5caC desconhecido desconhecido

Modificacio das histonas

Acetilagdo K-ac Bromo dominio  transcrigdo, reparo,

Metilagado (lisina)

Metilagdo (arginina)

Fosforilagdo (serina e treonina)
Fosforilagao (tirosina)
Ubiquitilagdo

Sumoilagdo

ADP-ribosilagio

Deiminagdo

Isomerizagdo em prolina
Crotonilagdo
Propionilagdo
Butirilacdo

Formilagao

Hiroxilagdo

O-GlcNAcilaggo (serina e treonina

K-mel, K-me2, K-me3

R-mel, R-me2s, R-me2a
S-ph; T-ph

Y-ph
K-ub
K-su

E-ar

R->Cit

P-cis <-> P-trans

Y-oh
S-GlcNAc; T-GIcNAc

Tandem, PHD

fingers

Cromo dominio,
dominio Tudor,
MBT, PWWP,
PHD fingers,
WD40/[ ][ 1hélice

Dominio Tudor
14-3-3, BRCT

SH2#

UIM; IUIM
SIM*#
Macrodominio;

dominio PBZ

desconhecido

desconhecido
desconhecido
desconhecido
desconhecido

desconhecido

desconhecido
desconhecido

replicagdo e
condensagio.
transcri¢ao e reparo

transcri¢ao

transcri¢ao, reparo e
condensacdo
transcri¢ao e reparo

transcri¢ao e reparo
transcri¢ao e reparo

transcri¢ao e reparo

transcri¢do e
descondensagdo

transcri¢ao
transcri¢ao
desconhecido
desconhecido

desconhecido

desconhecido
transcri¢ao

Modificagdes: mel, monometilagdo; me2, di-metilagdo; me3, trimetilagdo; me2s, di-metilagdo simétrica; me2a,
di-metilacdo assimétrica; e Cit, citrulina. Dominios leitores: MBD, dominio metil-CpG de ligacdo; PHD,
homeodominio de plantas; MBT, dominio tumor cerebral maligno, PWWP, dominio prolina-triptofano-
triptofano-prolina; BRCT, dominio BRCA1 de término; UIM, motif ubiquitina de interagdao; IUIM, motif
ubiquitina de interagdo invertido. Fonte: adaptado de Dawson e Kouzarides, 2012.

Epigenoma

O epigenoma ¢ a interface entre o genoma e o ambiente, refletindo diretamente as

marcas epigenéticas adquiridas no decorrer da vida de um individuo, de forma dindmica e
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ajustavel e podendo ser herdavel. Dentre as modificagdes presentes no epigenoma estdo a

metilacdo do DNA e as modificagdes da cromatina, ambas oriundas das respostas as agressdes
ambientais, que podem ficar como marcas que perduram por periodos curtos ou longos, ou seja
silenciamento ou ativacdo génica de carater permanente ou transitorio (WU; ZHANG, 2013).

A interagdo do individuo com o ambiente deve sempre ser levada em consideragao, pois
o fenotipo de determinado traco pode ser moldado a partir de demandas externas, ou seja,
induzidos por fortes interferéncias ambientais e pela acdo de genes que cooperam entre si num
processo fisioldgico para expressar um fenotipo especifico, demonstrando a inter-relagio entre
o gendtipo e o fenotipo, sendo possivel a leitura molecular de um determinado individuo a partir
do ambiente onde se encontra, representando o “endofenétipo”, que pode ainda ser modificado
a partir de outros fatores ambientais de interferéncia, como demonstrado em pesquisa em

mamiferos de grande porte (Figura 9) (TE PAS et al., 2017).

ENDOFENOTIPO
1 ?

MEIO AMBIENTE i ENDOFENOTIPO
GENE Dieta Transcriptoma
Genoma Drogas Proteoma

FENOTIPO

Epigenoma InfecgBes Metaboloma
Temperatura Microbioma

Genes que cooperam entre si num processo
fisiologico para expressar um fenétipo,
influenciado pelo ambiente.

Figura 9: Formagao do endofendtipo e consequente fenodtipo externo.
Fonte: Modificado e adaptado de Te Pas et al, 2017

Modificagoes Epigenéticas

Metilagao do DNA

A metilagdo do DNA ¢ a alteragdo epigenética mais bem descrita em eucariotos de
grandes genomas (vertebrados, plantas e alguns fungos). Nas células somaticas dos mamifero,

a metilacdo do DNA ocorre geralmente na regido promotora do gene, onde a citosina esta
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imediatamente na posi¢do 5’ para a guanina, ligada por um grupo fosfato, distribuida em cluster

no final do gene, conhecidas como ilhas CpG, onde causa nesta o silenciamento da transcri¢ao
génica (hipermetilagdo) ou ativagdo génica (hipometilagdo), independente da sequéncia
gendmica, presente fisiologicamente no imprinting gendémico, na inativagdo do cromossoma X
paterno e no silenciamento de transposons (GOLL; BESTOR, 2005; GODFREY; COSTELLO;
LILLYCROP, 2015; GALUPA; HEARD, 2015).

A metilagdo do DNA ¢ um processo quimico reversivel que envolve a adi¢do covalente
e simétrica do grupo metilo (~CHz3), proveniente da S-adenosilmetionina (SAM), a cadeia
lateral do carbono da citosina da posi¢do 5 do DNA, gerando a 5-metilcitosina (5-mC). No
entanto, como nem toda zona CpG permite ser metilada, em cada tecido existem padrdes
proprios de metilacdo, preservados durante a replicagdo do DNA, num elegante mecanismo de
heranga do silenciamento transcricional catalisado pelas enzimas metiltransferases de DNA
(DNMTs), conhecidas como DNMT1, DNMT2, DNMT3L, DNMT3A, DNMT3B ¢ DNMT3C
(somente em roedores) (RAVICHANDRAN; JURKOWSKA; JURKOWSKI, 2018).

As DNMTs tém participacdo direta em cada ciclo de replicagdo do DNA, a DNMT1
catalisando a re-metilagdo do DNA ou a manuten¢do da metilagdo, e as DNMT3A e DNMT3B
definindo o padrao original da metilagdo do DNA, sendo consideradas de novo MTases, pois
metilam o DNA, independente da metilagdo da outra cadeia de DNA, consideradas marcas da

atividade das enzimas DNMT3 (Figura 10) (TUREK-PLEWA; JAGODZINSKI, 2005).

* CH; CH; CH;
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Figura 10: Os tipos de DNA metiltransferases, divididas em de novo (A) e de
manutencdo (B). Fonte: Modificado e adaptado de Turek-Plewa; Jagodzinski, 2005.
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Em humanos, a metilacio do DNA ¢ responsavel pela diferenciacdo das células tronco
embriondrias ou estaminais e defesa contra as células modificadas pelo cancer, sendo
importante na expressdo de genes e inativacdo transcricional de elementos transponiveis
(transposons) (JAENISCH; BIRD, 2003), além do propdsito de melhorar a estabilizacdo e
protecdo do genoma (LEVIN; MORAN, 2011).

A metilagdo e a metilagdo de novo podem ser geradas para prevenir danos permanentes
no DNA ou reduzir o “ruido transcricional” de transposons que podem carrear promotores
funcionais (BIRD, 2002), ou manter inativos os retrotransposons de origem viral, presentes em
40% do genoma humano, e participa ativamente da vigilancia imunoldgica e detecgdo de
patdégenos nao metilados, por ativagdo da resposta das células imunes aos DNA virais, mais
suscetiveis a metilagdo e ao reconhecimento imunolégicoo (HOELZER; SHACKELTON;
PARRISH, 2008).

A metilagdo do DNA ¢ evidenciada logo apods a fecundagdo e antes do implante do
blastocisto, quando as principais marcas do genoma herdadas dos pais, com algumas excegoes,
sdo eliminadas, seguidas por atividades de metilacdo de novo dentro da massa celular interna,
independentes da sequéncia gendmica, controladas por sequéncias repetidas, interagdo de RNA
e DNA ou metilacao de histonas (DHE-PAGANON; SYEDA; PARK, 2011). No entanto, os
mecanismos moleculares da dosagem e compensacao entre os cromossomas X € 0s autossomos,
bem como a diferenca entre os sexos, ainda permanecem desconhecidos (SCHULZ; HEARD,
2013).

Como a metilagdo do DNA ¢ reversivel, a dindmica de metilagdo e desmetilacdo que
funcionam em equilibrio de modo bidirecional durante a diferenciagdo celular é regulada ao
longo do desenvolvimento de certos tecidos adultos, seja precoce ou tardio, pelos “editores de
metilacdo do DNA”, que atuam na inativagdo das metiltransferases de DNA (DNMTs), na
familia TET de trés hidroxilases de SmC, que geram ShmC (e outros intermediarios oxidados),
a partir de SmC da familia de desaminases AID / APOBEC, onde iniciam o processo ativo de
desmetilagdo por desaminacdo de SmC ou ShmC, gerados também pela TET e pela familia das
glicosilases de BER, responsaveis pelo inicio do reparo do DNA, e culminam com a
substitui¢do de citosinas metiladas por ndo metiladas (BHUTANI; BURNS; BLAU, 2011).

Alguns genes supressores de tumores podem sofrer metilagdes aberrantes

(hipermetilagdo) ou hipometilacdo nas ilhas CpG do DNA gendmico, e consequente ativacao
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ou silenciamento do potencial mitotico e da apoptose celular, descontrole no crescimento e

proliferacdo tecidual, como também progressao, agressividade e capacidade de invasdo local e
a distancia, correspondendo provavelmente as variaveis de metilagdo ocorridas nas sequencias
repetitivas do DNA, que geraram a instabilidade gendmica e o comportamento celular

modificado comumente encontrados no cancer (ESTELLER, 2008).

Modificacdes de histonas

Nos processos bioldgicos, as histonas participam diretamente da estrutura geral da
cromatina, onde sdo responsaveis pela remontagem do nucleossomo na regido promotora
interrompida na ocasido da transcri¢do, e na regulacio da expressdo do DNA, de forma positiva
ou negativa, atuando por meio de remodeladores e modificadores de cromatina (acetilagdo,
metilacdo e ubiquitilacdo), das histonas chaperonas Asfl e HIRA e pelos fatores de transcrigao,
Pol II e basal. Na regido codificadora ou co-transcricional, o remodelador de cromatina ¢ o
complexo INOS8O ou inositol-requiring protein 80 e os modificadores sdo a metilacdo e
ubiquitilacdo das histonas, as histonas chaperonas sdo as Spt6, FACT e HIRA, o elongador Pol
IT e as modifica¢des CDT (carboxy-terminal domain) (VENKATESH; WORKMAN, 2015).

Metilagdo e acetilagdo sdo as modificacdes das histonas mais amplamente estudadas por
terem correlagdo expressiva com a transcricdo génica. A metilagdo, referida pela adicdo do
grupo metilo (—CH3) ao grupo amino dos residuos especificos de lisina (K) ou arginina (R) da
cauda da histona, mediada pelas enzimas metiltransferases de histona (HMT) ¢é associada
principalmente ao silenciamento génico. Além disso, a quantidade de grupos metil adicionados
(mono-, di- ou trimetil) ¢ que define a atividade do processo, como na trimetilacdo da histona
3 na lisina 4 (H3K4me3), que ¢ ligada a zona promotora ou eucromatina, e na trimetilacdo da
mesma histona, mas nas lisinas 9 e 27 (H3K9me3, H3K27me3) contribui para a supressao ou
heterocromatina, podendo ser reversivel através da acao de desmetilases (CHEN et al., 2015).

A acetilagdo das histonas ou adi¢do do grupo acetil (-COCH3) na cauda da histona, esta
relacionada a descompactacdo da cromatina ou acessibilidade a remodeladores e fatores de
transcri¢do, sendo catalisada pela acetiltransferases de histonas HATs, e equilibrada pelas
desacetilases de histonas (HDACs) que removem o grupo acetil da histona. As HDACs sdo
classificadas em quatro classes, a I, II e IV zinco-dependente e a classe III NAD-dependente.

A HDAC I ¢ nuclear e amplamente expressa, e a II (nucleo e citoplasma) e a IV (nuclear)
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apresentam relacdo tecido dependente, ressaltando que pesquisas estdo cada vez mais voltadas

na busca de inibidores das HDACs com o propoésito do tratamento de doengas, principalmente
do cancer (MINUCCI; PELICCI, 2006)

A metilagdo da H3 ocorre em quatro residuos de lisina (K) N-terminal, K4, K9, K27 e
K36, e em dois estruturais K56 ¢ K79, sendo as metilagdes das histonas H3K4, H3K36 e
H3K79, na grande maioria, ligadas a genes ativados, e as da H3K9, H3K27 e H3K56 associadas
ao silenciamento génico, e remoc¢ao das marcas das lisinas ¢ feita pelas desmetilases especificas
LSDI (ou KDM1A) e LSD2 (ou KDM1B), que consistem em cofatores de flavina adenina
dinucleotideo (FAD), que sdo fundamentais para reversibilidade e modulagdo, ou através da
desmetilase de dominio JumonjiC (JmjC), que atua nas histonas com qualquer metilacdo, via
oxigenase, depende do a-cetoglutarato (a-KG), Fe e oxigénio molecular como cofatores. Esta
sintonia entre as diferentes modificagdes da histona 3 e 4 ¢é referida como o “codigo das

histonas” ou "crosstalk” (Figura 11) (LABBE; HOLOWATYJ; YANG, 2014).
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Figura 11. O cédigo das histonas, com as principais histonas conhecidas e suas respectiva atividade na
cromatina. Extraido e adaptado de Cell Signaling Thecnology, 2002-2015.

A quantidade de grupo metil agregado as histonas influencia grandemente na atividade
que desempenha, podendo ser mono-, di- ou trimetilada, que na grande maioria esta relacionado

a supressdo génica, podendo coexistir ou ndo de forma interativa com outras modifica¢des nas
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histonas, podendo influenciar intimeras atividades celulares num processo dindmico e

complexo (DAWSON; KOUZARIDES, 2012).

Nos diversos tecidos humanos e em todos os tipos de células, as modificacdes das
histonas sao altamente variaveis ¢ de acordo com as mudangas na atividade transcricional, onde
podem também diferir de acordo com as caracteristicas do pico de inicio de transcri¢ao (TSS)
¢ do terminagdo da transcrigdo (TTS), como documentado na histonas H3K9ac, H3K4mel,
H3K27me3 e H3K36me3, principalmente quando agregadas ao sitio CpG TSSs (ENCODE
CONSORTIUM, 2012).

Relagdo da metilacdo do DNA e das histonas

A interagdo entre os dois principais mecanismos epigenéticos, a metilacdo do DNA e as
diferentes modificagdes das histonas ¢ crucial no desempenho da expressdo génica. Os
mecanismos exatos que norteiam esta comunicagdo ainda ndo sdo totalmente esclarecidos,
parecendo ser independentes e decorrentes das condi¢des envolvidas. O silenciamento génico
pode iniciar pela metilagdo do DNA ou pela desacetilagdo das histonas, observada claramente
na tumorigénese ou génese de tumores, cujas mutagdes podem ocorrer como efeito secundério
devido a inativacdo de genes de reparo do DNA (VAISSIERE; SAWAN; HERCEG, 2008).

Na grande maioria, a metilagdo do DNA ocorre na zona promotora ou ilhas CpG, e das
histonas nos residuos de lisina, arginina e histidina, que pode estar relacionada a ativagdo da
transcri¢do, dependendo da quantidade de grupo metil agregado nas lisinas e da simetria dos
grupos nos residuos de arginina, como exemplo a metilagdo das histona H3K4, H3K36 e a
H3K79 sdo relacionadas a ativagdo da transcri¢do, enquanto a metilagdo da H3K9 e H3K27 e
histona 4 na lisina 20 (H4K20) estdo associadas ao silenciamento génico (ALBERTS, 2015).

A relacdo de interdependéncia da metilagdo do DNA e das modifica¢des de histonas no
processo da modulacdo da transcri¢do, manutencao e regulacdo do genoma em mamiferos ¢é
imprescindivel, como também a participacdo das enzimas histona-desacetilases e histona lisina-
metiltransferases. Com as atividades de desacetilagdo, metilacdo e consequente ativagdo ou
compactagdo de genes, algumas modificacdes sdo necessarias para que outras se processem,
como a trimetilagdo das histonas H3K4 e H3K27 e a exclusdo da metilacdo da H3K36 para

manter a ndo metilagdo da ilha CpG do DNA, como também, as modificagdes especificas nas
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histonas H3K4, H3K9 trimetilada (H3K9me3) e H3K36me3 que direciona a metilagio do DNA

durante a replicagdo (ROSE; KLOSE, 2014).

Outros fatores como os multidominios, podem influenciar na relagdo das modificagcdes
das histonas com a metilagdo do DNA, como o PHD (homo dominio de plantas), e a ubiquitina
dominio dedo RING (really interesting new gene) que contém a proteina 1 (UHRF1), conhecida
como Np95 (proteina nuclear de 95 kDa) que faze a ponte entre H3K9me e a hemi-metilagdo
do DNA para estabilizar a DNMT1. Apesar de necessarios, estes dominios ndo sao suficiente
para a manutencdo adequada da metilacdo, entretanto ¢ desconhecida a forma como estes
dominios agem, se independente ou de modo cooperativo, € nem mesmo quais proteinas
protegem o DNA da metilagdo de novo na auséncia da transcricdo (HASHIMOTO et al., 2009).

As marcas epigenéticas geradas a partir das modificacdes das histonas, para que se
mantenham no DNA e sejam transmitidas em divisdo celular, é necessaria a presenca de
proteinas “leitoras de metilagdo”, que tém capacidade de reconhecer o DNA e as histonas
quando metiladas, algumas ja citadas como a PHD, cromo-dominio, bromo-dominios e outros
como a SRA (associando a SET e RING), dominio CXXC, que fica dentro da metade
reguladora N-terminal da DNMTs, e dominio de liga¢ao a metil-CpG (MBD), destacando que
a metilagdo do DNA via DNMTs, pode ocorrer em sequéncias simétricas, como CG e CHG
(onde H corresponde as bases A, T ou C) ou CHH como sequencias assimétricas, onde a
metilacio do DNA e da H3K9 estdo diretamente ligadas a compactacdo da cromatina e

silenciamento génico e a metilagdo da H3K4 a ativag¢do (DU et al., 2015).

RNA nio codificadores (ncRNA)

Nos eucariotos, apesar de se ter a ideia que todo genoma viavel € transcrito, nem sempre
isso ocorre, pois existem RNAs ndo codificantes (ncRNA) que ndo conseguem codificar
proteinas de forma adequada, que, de acordo com o tamanho, podem ser curtos (<30
nucleotideos) ou longos (> 200 nucleotideos), com isso diferem na atividade desempenhada,
sendo apontados como modificadores epigenéticos em nivel transcricional ou pds-
transcricional, exercendo funcdes de regulacdo da expressdo génica em varios niveis,
interagindo com o DNA gendmico, participando de atividades funcionais celulares cruciais ao
desenvolvimento normal ou sendo alvo de modifica¢des geradas a partir do ambiente, tornando-

se um disruptor para inimeras doencas (ESTELLER, 2011).
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EPIGENETICA E AS DOENCAS HUMANAS

Epigenética nas doencas humanas ndo oncologicas

Nas doencas humanas, cujo fatores ambientais sdo gatilhos ou iniciadores, as
modificacdes epigenéticas estdo cada vez mais implicadas na etiopatogenia da maioria delas,
como a metilagdo do DNA documentada no Lupus Eritematoso Sist€émico, Artrite Reumatoide,
Esclerose Multipla e Cirrose Biliar Primaria. Estas patologias sdo de origem autoimunes, ou
seja, ocorrem em individuos com susceptibilidade genética que se depararam com gatilhos
ambientais, que induzem a perda de tolerancia imunologica e formagdo de auto-antigenos, e
portanto, a epigenética tem lugar na detecgdo de possiveis marcadores de diagnostico precoce
e de alvos terapéuticos (LONG et al., 2016).

Disturbios neuroldgicos raros também estdo sendo descritos como tendo provavel
participag@o epigenética na sua génese, a sindrome de Re#f foi associada a metilagdo do DNA,
a sindrome de Rubinstein-Taybi, autossdmica dominante, foi associada a modificagdes poOs-
traducionais de histonas, as sindrome de Coffin-Lowry e de ATRX, associadas a metilacao
aberrante do DNA e a sequéncias nucleossOmicas repetitivas, além de algumas referencias a
participagdo epigenética nas doencas neuroldgicas degenerativas (PORTELA; ESTELLER,
2010)

Na etiologia da Endometriose, doenga benigna que acomete o Utero, ovarios, trompas e
regido pélvica, sendo causa importante de infertilidade, foram observados mecanismos
epigenéticos diretamente envolvidos, com a observacao de niveis aberrantes de metilagao nas
histonas H3K4, H3K9 e H3K27, e hipoacetilacio global da H3K9ac e H4Kl6ac em
endométrios comprometidos, que podem preceder a doenga (MONTEIRO, 2014).

Além disso, outro estudo em Endometriose do mesmo grupo mostrou que na fase
secretora, o endométrio comprometido apresentava maior expressdo da H3K27me3, cuja
atividade corresponde ao silenciamento da transcricdo gé€nica, e desempenha um papel na
diferencia¢do de células-tronco e na carcinogénese, podendo ser utilizada futuramente como
marcador de prognéstico (CARABALLO; MONTEIRO; FLORES, 2015).

No envelhecimento humano, mudancas moleculares especificas aumentam a

susceptibilidade as doencas neurodegenerativas ou neuropsiquiatricas, decorrentes de
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diferentes vias funcionais envolvidas na neurocogni¢do de idosos, inflamagdo e estresse

oxidativo (MOHAN et al., 2016).

O ambiente também ¢ responsavel por condi¢des patologicas ligadas ao estado emocional
e comportamento, onde traumas emocionais sofridos sdo transmitidos as novas geracdes, porém
mais pesquisas sdo necessarias para entender o modo de transmissdo de marcas epigenéticas
ligadas ao comportamento entre geracdes (BOHACEK; MANSUY, 2013). Além da genética,
os aspectos epigenéticos podem explicar a natureza progressiva de algumas doencgas que surgem

na idade adulta, aos quais o ambientais tem forte participagdo (BELL; BECK, 2010).

Epigenética nas doencas humanas oncologicas

No céancer, umas das doenga mais complexas do ponto de vista molecular, onde ocorrem
mudangas na dindmica no genoma, varias modificagdes epigenéticas ja foram descritas, dentre
elas a mais frequente ¢ a metilacdo aberrante de genes supressores de tumores, correlacionada
diretamente ao silenciamento de genes que inibem o comportamento maligno das células. No
entanto, pela condicdo de reversibilidade epigenética, a descoberta abre caminhos a melhoria
do diagnostico e tratamento do cancer (RODRIGUEZ-RODERO et al., 2014).

A metilagdo aberrante ou global do DNA ¢ uma das principais modificacdes
epigenéticas descritas no cancer, seguida da hipometilacio do DNA, geralmente ligada as
condi¢des de perda de protecdo de genes supressores de tumores envolvidos na regulacdo do
ciclo celular, reparo do DNA, apoptose e a outros fatores ligados ao comportamento maligno
(PARTHA; SINGAL, 2004).

Com as ferramentas atuais ¢ possivel descrever alteragdes moleculares precoces no
cancer, sejam geradas por mutagdes genéticas ou modificagdes epigenéticas, e com isso definir
limites mais precisos entre a regido comprometida e a histologicamente normal, chamado de
“campo do cancer”, ou seja, drea que envolve os tecidos circundantes ao cancer primario,
aparentemente normal que também sofreu modificagdes (YANG et al., 2013). Nos tumores da
regido colorretal, o “campo do céncer” foi bem documentado, ocorrendo por aquisi¢des
cumulativas, pelas alteracdes sofridas nas sequenciais genéticas e/ou epigenéticas, e por fim, se
incorporam ao fendtipo do cancer, com regulacdo propria e independéncia (SAMBUUDASH;
KIM; CHO, 2017).

Estudos utilizando metodologia de representagdo semantica de alteragdes genomicas e

modelagem molecular topica, identificaram ligacdo entre padrdes comuns de perturbacdes de
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vias de sinalizagdo celulares em diferentes tipos de cancer, observando subtipos para uma

mesma categoria, por apresentar padrdes de resposta de forma propria, definindo assim que as
variaveis do comportamento clinico e de sobrevivéncia sdo caracteristicas particulares de cada
individuo e ndo somente do cancer (CHEN; PAISLEY; LU, 2017).

A toxicidade epigenética provocada por particulas poluentes, como os metais pesados
cadmio, mercurio, arsénico, niquel e cromo, pela radiacdo ionizante, gases toxicos, alimentos,
e pelo estresse oxidativo tecidual, via modulacao das DNMTs ou competi¢ao pelo uso da SAM,
respondem como fatores causal de diversas doencas oncologicas (HODJAT et al., 2017).

Em alguns canceres onde ha participacdo conhecida de virus, como no cancer de figado
ou hepatocarcinoma, onde o DNA se encontra diferencialmente mais metilado nas regides
infectadas que nas ndo infectadas pelos virus B (HBV) e/ou C (HCV), bem como na maioria
dos loci de regides intensificadoras e na zona promotora de genes, sugerindo que a infecgao
viral tem papel na regulacdo da expressdo génica ou na influéncia da progressdo do cancer
(SONG et al., 2016).

A ligacdo do cancer humano com as modificagdes epigenéticas ¢ cada vez mais
evidente, quando se observa que nem todo genoma de cancer se origina de mutagdes,
documentado no ultimo catdlogo de bases de pesquisa em cancer humano (Tabela 2), baseado
em 2 760 220 experimentos sobre 541 928 tumores, 29 genomas completos de cancer, 136 326

mutagdes pontuais, e 4 946 fusoes entre as mutagdes (FORBES et al., 2011).

Tabela 2. Dados contidos no banco de dados COSMIC de mutagdes documentadas no cancer
na versao de julho de 2010.

Tipos de dados curados Contagem de dados
curados
Experimentos 2760220
Tumores 541928
Mutacdes 136 326
Referencias 10383
Genes 18 490
Fusdes 4946
Variantes estruturais 2307
Genomas completos de cancer 29

Fonte: Extraido e adaptado de Forbes et al., 2011, disponibilizado na plataforma COSMIC
(curates comprehensive information on somatic mutations in human cancer).
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Ainda em destaque, estdo as muta¢des encontradas no cancer que funcionam como

indutores epigenéticos conhecidos como drivers, que coordenam o processo de oncogénese. No
Consorcio Internacional do Genoma do Cancer (ICGC) ha descricao de drivers localizados em
reguladores epigenéticos, mutacdes recorrentes da HMT2 e na desmetilase histona, como
também, hipermetilagcdo global do DNA, sendo a trimetilacdo da H3K4 (H3K4me3) ligada a
atividade génica, e a H3K27me3 a repressdo génica em varios tipos de genoma de cancer
(DAWSON; KOUZARIDES, 2012).

Avangos recentes mostram a rapida evolucao da epigenética nos estudos sobre o inicio
e progressao do cancer, onde o genoma ¢ afetado em grande parte nas regides intergénicas e
intronicas do DNA, particularmente nas sequéncias repetidas e nos elementos transponiveis,
além de ser modificado pelo surgimento de multiplas muta¢des nos genes drivers, que
objetivam aumentar a aptidao das células cancerigenas em manter um novo ambiente (ZHANG;
GAO:; JIA, 2017).

Aa aberragdes genéticas ou a remocao das marcas epigenéticas que ativam oncogenes
e/ou desestabilizam o genoma variam entre os tipos de cancer e a repercussao molecular, que
indiretamente podem ser empregadas para terapias personalizadas e mais precoces, como na
“terapia de precisdo”, onde pesquisas em genética e epigenética serdo as chaves para a
interrup¢do do processo de transformagdo maligna (COYLE; BOUDREAU; MARCATO,
2017).

A busca por marcadores moleculares de tumorigénese, relacionados diretamente ao
genoma do cancer, permite o diagnostico precoce em individuos de risco, € que o tratamento
seja mais especifico e menos deletério ao paciente (TOMCZAK; CZERWINSKA;
WIZNEROWICZ, 2015).

Epigenética no cdncer da tireoide

O cancer de tireoide, apesar da baixa mortalidade ¢ um dos mais prevalentes, com
56.000 novos casos diagnosticados por ano nos Estados Unidos (SIEGEL; MILLER; JEMAL,
2017), e no Brasil, figura como a 6* causa de cancer em mulheres e a 13* em homens
(INCA/BRASIL, 2016).

Carcinoma papilifero e carcinoma folicular sdo os tipos de cancer da linhagem folicular

mais comumente encontrados na tireoide. Considerados bem diferenciados, o carcinoma
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papilifero ¢ o de maior prevaléncia (80% dos casos), e de comportamento indolente, sendo na

maioria dos casos, de bom progndstico; O carcinoma medular da tireoide ¢ o terceiro tipo mais
descrito, oriundo das células “C”, secretoras de calcitonina, de ocorréncia esporadica ou
associado a neoplasia enddcrina multipla. E, mais raramente, o carcinoma indiferenciado ou
anaplasico, que apresenta arranjos celulares anarquicos, comportamento invasivo e extrema
agressividade e prognostico reservado (DOMENE et al., 2002).

As principais mutagdes descritas no cancer de tireoide sdo relacionadas as varidveis de
comportamento, como as documentadas no carcinoma papilifero que ocorrem em genes que
regulam a via MAPK (mitogen-activated protein kinase), que promovem 0 crescimento € a
perda de diferenciacdo dos tecidos tumorais, assim como as mutagdes no gene BRAF, com a
expressao da proteina modificada BRAFV600E e do oncogene RAS, e nos casos de carcinoma
medular as mutac¢des no oncogene RET (RIESCO-EIZAGUIRRE; SANTISTEBAN, 2016).

Das alteragdes epigenéticas relatadas no carcinoma papilifero e folicular, estdo as
metilacdes aberrantes dos genes supressores de tumores RASSF 1A, TIMP3, SLC548, DAPK,
RAPPB2 e RAP1GAP e principalmente a presenca de miRNAs, que podem ser expressos tanto
em células normais como tumorais com propriedades biologicas distintas, porém o perfil de
expressao ainda € pouco conhecido (FAAM et al., 2014).

Ao analisar detalhes na metilagdo diferencial do carcinoma papilifero da tireoide, um
estudo robusto ressaltou a importancia da desregulacdo epigenética na progressdo do tecido
normal para o cancer, com evidéncias de hipermetilagdo da zona promotora, e consequente
silenciamento do gene supressor de tumor PTEN, assim como, do comprometimento das vias
Whnt/b-catenina e p53, além de outras regides génicas, sugerindo que analises epigenéticas
complementares podem ser de grande importancia em procedimentos de puncao aspirativa por

agulha fina (PAAF) para o diagnostico diferencial de nédulos malignos (WHITE et al., 2016).
Epigenética do bocio coloide

Estudos epigenéticos sobre patologias tireoidianas sdo escassos na literatura,
especialmente do BC. No entanto, poderiam desempenhar um papel importante no diagndstico
e tratamento, uma vez que o ambiente exerce forte influéncia na maioria das doencas da tireoide,
como nas doengas autoimunes, doenga de Graves e tireoidite de Hashimoto, que expressam

micro RNAs (COPPEDE, 2017).
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A metilagdo global do DNA foi estudada em trés tipos de tecidos da tireoide:

hiperplasico, benigno e maligno, onde o tecido maligno apresentou maior percentual de
metilacdo que os demais, podendo se dever tanto pela desregulagdo da via de sinalizagdo JAK-
STAT, responsavel pela diferenciacdo celular e homeostase, quanto pela via de sinalizacao da
célula T, que tem um papel importante na protecdo imune contra células neoplasicas, sugerindo
a associagdo de metilacdo do DNA tecidual ao risco de transformagdo maligna (BIRD, 2003).
Outro trabalho de epigenética em doengas benignas da tireoide estudou metilagdes
aberrantes nas ilhas CpG dos genes CDKN2A4, PTEN, e RASSF 14 e as mutacdes conhecidas do
cancer de tireoide (BRAFV600E, NRAS no codon 61) em amostras de hiperplasia folicular,
adenoma folicular, carcinoma folicular e tecido normal da tireoide. Na hiperplasia folicular
foram excluidas mutagdes, porém foram encontradas metilagcdes aberrantes no gene supressor
de tumor RASSF A4, simultaneamente a ativacdo NF-kf3 (fator nuclear kf3), sugerindo ser uma
alteracdo epigenética comum a tumorigénese ou um dos primeiros eventos para a transformagao

maligna do BC (BROWN et al., 2014).
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Hipotese

HIPOTESE

Como as modificacdes epigenéticas estdo presentes em vdarias doengas humanas,
principalmente naquelas em que o ambiente exerce forte influéncia, descrever o mapa das duas
importantes marcas epigenéticas descritas em doengas neoplasicas, a metilagao global do DNA
e a pan-metilacdo da histona 3 na lisina 4, 9 e 27 (H3K4me3, H3K9me3 e H3K27me3) em
diferentes regides de 05 pecas cirurgicas de bocio coloide, comparando o resultado entre os
individuos e as regides anatomicas da glandula, define achados que poderdo abrir caminhos no

entendimento na génese do BC, servindo de comparagdo e integracdo a estudos futuros.
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Objetivos

Geral:

Mapear alteracdes epigenéticas nas diferentes regidoes de 05 pecgas cirirgicas de bocio coloide
de pacientes submetidas a tireoidectomia total em Manaus/AM, oriundas do Banco de Tecidos
de Tireoide Normal e com Bocio (BTNB).

Especificos:

1. Analisar as variagdes do padrao de metilacdo global do DNA nas diferentes regides

da tireoide.

2. Analisar nas mesmas amostras as variagdes do padrao de metilagdo da histona 3 nas

lisinas trimetiladas 4, 9 e 27 (H3K4me3, H3K9me3 e H3K27me3).

3. Comparar os resultados das modifica¢des encontradas entre os individuos e entre as

diferentes regides da glandula.
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Material e Métodos

Fluxograma da Pesquisa:

Na pesquisa, a metodologia empregada ¢ descrita no seguinte fluxograma (Figural?2).

Comprovagao
histopatoldgica

Selegdo dos
Pacientes com
Bdcio Coloide

(Autorizagao CEP
e TCLE, Critérios)
Tireoidectomia

No intraoperatdrio
= obtencao das
amostras,

transporte em gelo,
armazenamento a
-80 °C e Cadastro
no BTTNB

Obtengao dos
dados clinicos
e exames

Utilizagao das

Ext %0 de Protei amostras
Xtragao de rFroteinas conservadas a
o
EpiQuik Global ‘ 80 °C (45)
Pan-Methyl Histone Todo procedimento -
Quantification Kit foi realizado em gelo ..
H3K4me, H3K9me, e Divisao em 2 fragmentos
H3K27me
Analise dos Resultados

MethylFlash® Global
Pan-Methyl DNA 5mC Estudo

Epigenético

Figura 12: O fluxograma da pesquisa. (BTTNB- Banco de Tecidos de Tireoide normal e com bdcio; DNA
5mC = DNA 5-metilcitosina; H3K4me = histona 3 na lisina 4 pan-metilada, H3K9me= histona 3 na lisina 9
pan-metilada; H3K27 = histona 3 na lisina 27 pan-metilada).

Procedimentos Eticos

Termo de Consentimento Livre Esclarecido:

O Termo de Consentimento Livre Esclarecido (TCLE) de doagdo do tecido ao “Banco de
Tecidos Tireoidianos Normais e com Bocio” (BTTNB/UFAM) foi assinado por todos os

pacientes antes de se submeteram a tireoidectomia (Anexo 1, p. 107).

Aprovagdo no Comité de Etica em Pesquisa:

O Projeto BTTNB/UFAM, que abriga amostras doadas por pacientes portadores de patologias
cirirgicas da tireoide foi apreciado e aprovado em 22/05/2013, pelo Comité de Etica em
Pesquisa da Fundacao Hospital Adriano Jorge (FHAJ) com o parecer de n° 290.187, Plataforma
Brasil, sob o CAAE: 16463813.9.0000.0007 (Anexo 2, p. 108).
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Detalhes Do Estudo

Tipo de Estudo
Experimental com anélise exploratoria e énfase descritiva do padrdo de metilagdo global do
DNA e das histonas H3K4me3, H3K9me3 e H3K27me3 de tecidos frescos de 05 pegas de

bécios coloides.

Locais do Estudo:

Laboratério de Tecnologia do DNA do Centro de Apoio Multidisciplinar da Universidade
Federal do Amazonas (CAM/UFAM), em Manaus/AM/Brasil e Ponce Health Sciences
University/School of Medicine and Ponce Research Institute, em Ponce, Porto Rico (PR),
Estados Unidos das Américas (EUA).

Amostragem:
Fragmentos de tecido fresco (n=45) retirados de nove regides anatomicas da tireoide de cinco
espécimes cirurgicas de bdcios coloides, com diagndstico confirmado previamente por exame

histopatologico.

Critérios de Inclusao e Exclusdo

Critérios de Inclusdo:

Bocios coloides pertencentes ao BTTNB/UFAM de mulheres adultas, que concordaram
previamente com os termos descritos no TCLE, submetidas a tireoidectomia total na FHAJ, que
se associavam as patologias ndo autoimunes da tireoide no mesmo tecido, com diagnostico
confirmado por exame histopatologico, e que se encontravam armazenados a —80 °C no

Laboratorio de Criopreservacdo do CAM/UFAM.

Critérios de exclusdo:

Bdcios coloides pertencentes ao BTTNB de homens ou criangas, submetidos a tireoidectomia
subtotal ou parcial, que se associavam as patologias autoimunes da tireoide no mesmo tecido
(Tireoidite de Hashimoto ou Doenga de Basedow-Graves) confirmados por exame
histopatologico ou quando as amostras incluidas apresentaram insuficiéncia de material celular

ou perda de tecido.
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Anadlise Estatistica dos Dados:

1. Na comparag¢do das médias foi aplicado o teste paramétrico de Analise de Variancia
(ANOVA);

2. Nos graficos foi calculado os respectivos Intervalos de Confianga (IC) ao nivel de 95%.

3. Nacomparacao das diferengas entre a variabilidade das modifica¢des epigenéticas dos cinco
(05) individuos foi utilizado o Coeficiente de Correlacao Intraclasse.

4. A confiabilidade dos dados foi verificada por meio da consisténcia interna do instrumento
utilizado para coleta dos dados, por meio do coeficiente de alfa de Cronbach.

5. O nivel de significancia empregado em todas as analises de dados foi fixado em 5% para as
tomadas de decisao.

6. Os dados foram apresentados por meio de graficos e tabelas, onde foram calculadas a média
e o desvio-padrao (Dp)

7. Por ser aceita a hipdtese de normalidade dos dados foi utilizado o teste de Shapiro-Wilk ao
nivel de 5% de significancia (VIEIRA, 2004).

8. O software utilizado nas analises foi o programa SPSS versdo 21 para Windows.

Selecdo de Tecidos de Bocio Coloide

Foram selecionados 05 (cinco) BCs de mulheres adultas, cadastradas no BTTNB/UFAM sob
os numeros: 21, 28, 29, 30 e 31, enumeradas e dispostas por espécimes de BC, que passaram a
ser denominados no estudo por Pacientel, Paciente 2, Paciente 3, Paciente 4 e Paciente 5

respectivamente.

Detalhamento do BT TNB/UFAM (Anexo 3, p. 109)

Resultado dos Exames Histopatoldgica das pegas cirurgicas: (Anexo 4, p. 110)
Os exames histopatoldgicos foram realizados no Laboratério Reunidos em Manaus/AM, pelos
patologista Dr. Joaquim Souto Loureiro e Dr. Luis Carlos Ferreira, ambos professores do

Departamento de Patologia da UFAM, responsaveis técnicos pelos laudos histopatologicos.
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Os dados dos pacientes obtidos do BTTNB incluiam: n° do cadastro, registro hospitalar,

iniciais do nome, idade, sexo, naturalidade e resultado histopatologico (Tabela 3). Os achados

clinicos e descricdo de exames complementares foram compilados e distribuidos na tabela 4

complementar (Tabela 4/Anexo 5, p. 111).

Tabela 3. Descri¢ao dos dados das pacientes do BTTNB/UFAM.

N do Registro

Banco  Hospitalar Nome Idade  Sexo Naturalidade Histopatologico

Hiperplasia Folicular Multinodular

21 90028 M.J. O.B. 52anos F Manaus/AM (LD e I) Adenoma Folicular (LE)

28 17573  E.S.S.  6danos F  ManaugAM Lperplasia Multinodular
(Bécio Adenomatoso) com érea de
Adenoma Folicular (LD)

29 177285 V.AC. 54 anos F Manaus/AM  Hiperplasia Multinodular
(Bdcio Adenomatoso)

30 169386 ~ M.E.L.M. 59 anos F Manaus/AM  Hiperplasia Multinodular
(Bdcio Adenomatoso)

31 181384  G.K.LR. 33amos F  CoarjAM ~aenoma Folicular /Hiperplasia

Multinodular (Bécio Adenomatoso)
Carcinoma Folicular

Fonte: BTTNB/UFAM, 2014/2016 (LD: lobo direito; I: istmo; LE: lobo esquerdo; AM: Amazonas).

Detalhamento das Amostras

Quantitativo de amostras (fragmentos):

Foram utilizadas quarenta e cinco amostras de tecido de BC (n=45).

Volume e peso das amostras:

As amostras coletadas no intraoperatorio tinham aproximadamente 1,0 x1,0 cm de volume,

pesavam entre 140 e 160 mg, sendo divididas em trés fragmentos de 40 a 50 mg, colocadas em

microtubos e conservadas a — 80 °C.
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Regioes do bocio utilizadas no mapeamento epigenético:

A escolha das regides da glandula da tireoide onde as amostras foram coletadas obedeceu a
critérios anatomicos, abrangendo todas a glandula como um mapa. A divisao da glandula se fez
por lobos: direito (LD) e esquerdo (LE) e polos: superior (S), médio (M) e inferior (I),

didaticamente descrito no desenho abaixo (Figura 13).

LOBO PIRAMIDAL Ne LOCAL SIGLA
1 LOBO SUPERIOR DIREITO LSD
LOBO DIREITO LOBO ESQUERDO )
2 LOBO MEDIO DIREITO LMD
LOBO 3 LOBO INFERIOR DIREITO LID
P : SUPERIOR
1 v (Ls)
- 4 ISTMO SUPERIOR Is
( — T L
\o @ LOBO 5 ISTMO INFERIOR 1
i 5 MEDIO
AN DN () 6 LOBO SUPERIOR ESQUERDO LSE
L)
@ - LOBO 7 LOBO INFERIOR ESQUERDO LME
INFERIOR
(L)
8 LOBO MEDIO ESQUERDO LIE
ISTMO 9 LOBO PIRAMIDAL [J

Figura 13. Desenho esquematico da tireoide com as regides onde foram realizadas as coletas das amostras de
tecido, feita para cada um dos pacientes selecionados do BTTNB, sendo representadas por cores, com a cor salmao
para as amostras do lobo direito (LD), verde da regido Istmica (I), azul do lobo esquerdo (LE) e lilas do lobo
piramidal (P). Fonte: Jezini, DL 2017.

Anadlise Molecular

Preparo do ambiente de bancada, acondicionamento das amostras e manuseio:

Todo procedimento de manuseio das amostras foi feito com luvas de prote¢ao, e todos os tubos,
pontas de pipeta que foram utilizadas estavam novos e estéreis.

As amostras que foram retiradas do freezer a -80 °C eram mantidas imediatamente em gelo

durante todo o experimento.
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HISTONAS

Extracdo de Histonas

Meétodo empregado:

Protocolo de Extracdo de Histonas desenvolvido no Laboratorio de Tecnologia do DNA da
CAM/UFAM, pelos pesquisadores responsaveis: Professor Dr. Spartaco Astolfi Filho e
Professora Dra. Enedina Assun¢ao (2015).

Procedimento e as solu¢oes empregadas no protocolo (Anexo 6, p. 113).

Andlise Quantitativa da Metila¢do Das Histonas H3K4, H3K9 E H3K27:
Etapa realizada em colaboracdo com Dra. Janice Barros Monteiro, PhD, Assistant Professor

Biochemistry Department at Ponce Health Science University, Ponce/Porto Rico/EUA.

Meétodo empregado:
Kit de Quantificagdo Pan-Metil Histona EpiQuik® (Epigentek) gentilmente cedido pela Profa.

Dra. Janice Barros Monteiro.

Me¢étodo que quantifica simultaneamente a mono-, di- ¢ a trimetilagdo global da histona 3 nas
lisinas (K) escolhidas: H3K4, H3K9 ¢ H3K27 no extrato de histonas, com limite minimo de
deteccdo de 2 ng por pogo, e limite maximo de 20 ng a 5ug por poco de extratos de histonas,

cujo controle ¢ incluido na quantificagao.

E um ensaio imunoenzimatico, que constitui andlise em espectrofotometro da interagio
hierarquica de antigenos e anticorpos (Ag-Ac), cuja constante de afinidade (Kd) e
especificidade sdo elevadas. O ensaio ¢ realizado numa placa de suporte ou placa do tipo ELISA
de matriz descartavel, geralmente de poliestireno, que ¢ ideal ligar o primeiro Ac. O leitor de
ELISA quantifica a densidade optica (OD) de cada poco da placa, executando a leitura

comparando a curva padrao, ao controle negativo e ao teste branco da reagao.

Procedimento:
1. Foram utilizados kits individuais para cada tipo de histona estudada (H3K4me3, H3K9me3
e H3K27me3), obedecendo as recomendagdes do fabricante (COLORIMETRIC; P, 2015).
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2. Os ensaios foram feito em duplicata, para o controle de erros de manuseio, e o calculo do

percentual de metilacdo, feito com as formulas inclusas no kit:

Metilagao (%) = OD [tratado (testado) amostra — branco] X 100%
OD [untreated (control) amostra — branco]

Para quantificagdo da mono-, di-, e trimetilagao das histonas (H3K4/H3K9 e H3 K27): OD
versus quantidade do Controle padrao, sendo determinada a inclinag¢do da variavel (delta)

OD/ng, com a formula:

Quantidade (ng/mg proteina) = OD (amostra — branco) x 1000
Proteina (ng) * x inclinagdo

3. A curva padrado foi gerada com 8 pontos de concentrag¢do: branco, 1,5 ng/uL, 3 ng/uL, 6
ng/uL, 12 ng/pL, 25 ng/pL, 50 ng/pL e 100 ng/pL.

4. Em relacdo a distribui¢do das amostras nas placas de ELISA, as tiras de 1 a 3 foram
reservadas para o controle padrdo e as tiras de 4 a 12 para as amostras.

5. A distribui¢do das amostras nos pogos das trés placas obedeceu a seguinte sequéncia: as
tiras de 4 a 6 foram para a monometilagao, as de 7 a 9 para a dimetilacdo, e as de 10 a 12

para a trimetilagao.

Os procedimentos foram seguidos conforme o fluxograma cedido pelo fabricante EpiQuik™
contido no Global Pan-Methyl histonas H3-K4 / H3-K9/ H3-K27 Quantification kit
(Colorimétrico) (Anexo 7, p. 115).

DNA

Extracdo de DNA

A técnica empregada consiste no isolamento do DNA em membranas de silica, cujo DNA
adsorve especificamente as membranas, superficies e particulas de silica, em presenca de sais
caotropicos num determinado pH. Os contaminantes celulares sdo removidos por etapas de
lavagens, e finalmente o0 DNA ¢ eluido num tampao com baixa concentragdo de sal (tampao de

eluigdo).
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Meétodo empregado e técnica:

Kit de extracdo de DNA gendémico da PureLink® Genomic DNA MiniKit (Invitrogen, cat. no.
K1820-02), obedecida as recomendagoes do fabricante (LIFE TECNOLOGIES, 2013).
O kit e os equipamentos foram gentilmente cedidos pelo Prof. Dr. Adolfo José da Mota, UFAM.

Procedimento:
Foram seguidas as recomendagdes do fabricante PureLink® na sequencia das etapas do

procedimento e no preparo das amostras de DNA (Anexo 8, p.116-117).

Avaliacdo da qualidade do DNA genomico:

A qualidade do DNA isolado foi analisada por Eletroforese em gel de agarose a 1 %.

O resultado da qualidade do perfil eletroforético digitalizado das amostras foi considerado
satisfatorio, apesar de apresentar algum grau de degradacdo, porém foi considerado nao

significativo (Anexo 9, p. 118).

Quantificagdo do DNA genomico
Meétodo empregado:

Quantificacdo por espectrofotometro Nanodrop® (Thermo Scientific®)
Etapa refeita no Laboratéorio de Tecnologia do DNA/CAM/UFAM e confirmada na

Biochemistry Department at Ponce Health Science University, Ponce/Porto Rico, EUA.

Liofilizagdo das amostras

As amostras foram liofilizadas no Laboratério de Tecnologia do DNA CAM/UFAM.

Andlise Quantitativa da Metila¢do Global do DNA
Etapa realizada em colaboracdo com Dra. Janice Barros Monteiro, PhD, Assistant Professor

Biochemistry Department at Ponce Health Science University, Ponce/Porto Rico, EUA.

Meétodo empregado:
Kit de quantificagdo de metilacdo MetilFlash® (Epigentek), cujo método emprega a
quantificagdo direta colorimétrica, do tipo ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay) do

estado global de metilacdo do DNA, a 5-metilcitosina DNA (5-mC DNA).
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Procedimento:

Procedimento da Analise Quantitativa da Metilagao Global do DNA.

Desenho representativo da placa de ELISA, com a distribuicdo das amostras e controles nos
pogos e as fotos referentes ao experimento(Anexo 10 p. 119).

Fluxograma do método utilizado (Anexo 11, p. 121).

A sensibilidade limite de detec¢do de metilagao (5-mC-DNA) ¢ de 0,2 ng, com a fragdo metilada
do DNA quantificada pela leitura da absorbancia em espectrofotometro, onde a quantidade de

DNA metilado ¢ proporcional a intensidade OD medida.

Todo o ensaio foi feito em duplicata, e o célculo com a féormula inclusa no kit

Metilacio (%) = OD (tratado (testado) amostra — branco) X 100%
OD (untreated (controle) amostra — branco)

Para quantificagdo da metilagdo global do DNA: OD versus quantidade do Controle padrao,

sendo determinada a inclinagdo da variavel (delta) OD/ng, com a formula:

Quantidade (ng/mg proteina) = OD (amostra — branco) x 1000
Proteina (ug) * x inclinagdo
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Resultados

Os resultados das andlises

Resultados da quantificagao de DNA genémico por Nanodrop® (Anexo 12, p. 122).

Resultado da Metila¢do do DNA — o percentual de pan-metilacio da DNA 5SmC nas amostras

de bocio por regido da tireoide (Grafico 1).

Grifico 1: Resultado da leitura da absorbancia em espectrofotdmetro do percentual de pan-metilagao do
DNA 5-mC de amostras de bocio coloide, estratificada por paciente e area de tireoide.

14
5-mC% DNA Methylation

12

10

| |

| | ||| | | ‘ ” ‘|‘||||
21 211 21 28 28 28 29 29 29P 30 30 30 31 31 3
LME LSD LSE LMD LSD LID LME LSD LID LME LMD LSD LID LME LMD LSD LID LME

2

mValuel m®™Value2 mAverage Blank m®5-mC(ng) ™ID Number ™ 5-mC %DNA Methylated

Fonte: Jezini, D.L., Biochemistry Department at Ponce Health Science University, Ponce/Porto Rico, 2016.



69

Os resultados da distribuicao do percentual médio de metilagdo global do 5-mC DNA

por regido foram distribuidos (Tabela 5):

Tabela 5. Distribui¢ao do percentual de metilagdo global do DNA 5-mC nas amostras, por regido da tireoide.

METILAGAO GLOBAL DA 5-mC (ng) DNA DAS AMOSTRAS POR REGIAO DE BOCIO

REGIAO
datireoide Paciente 1(21) Paciente2(28)  Paciente3(29) Paciente4(30) Paciente5 (31)

LSD 0,547409091 1,151909091 -0,108090909 0,925409091 1,352909091
LMD 1,119909091 2,068909091 1,090409091 1,283909091
LID 0,679909091 0,347409091 0,803909091 1,424409091 1,161909091
IS 0,937409091 1,094409091 @ -emmeeemmeeeeee -0,025590909 1,186409091
1l 0,581409091 1,045909091 0,030409091 1,745409091 1,219409091
LSE 0,555909091 1,369409091 1,064409091 0,361909091 1,500409091
LME 0,620909091 1,194909091 1,219409091 1,358909091 1,043409091
LIE 0,209909091 1,259409091 1,062409091 1,221409091 0,945409091

P e 1,457409091

LSD- lobo superior direito; LMD- lobo médio direito; LID-lobo inferior direito; IS —istmo superior; Il-istmo inferior;
LSE- lobo superior esquerdo; LME: lobo médio esquerdo; LIE: lobo inferior esquerdo; P- lobo piramidal

Fonte: Jezini, D.L., leitura da absorbancia em espectrofotometro. Biochemistry Department at Ponce Health
Science University, Ponce/Porto Rico/EUA, 2016.
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Quando distribuidos em conjunto, os graficos do percentual de metilagcdo global do

DNA das amostras distribuida por regido anatomica da tireoide das cinco pacientes, todas as

pacientes apresentaram uma regido de menor metilagdo, exceto a paciente 5 (31) (Figura 19).

PATIENT 1 - female, 53 PATIENT 2 - female, 54 - Follicular
Follicular Adenoma hyperplasia
0,210 Wi
1: 0,547 Wi
6:0,621 82
A w2
' \ m3 5-mC DNA Methylation lavel u3
' 206719 O 0,0-0,5ng w4
5: 0,556 R O 0,5-0,9ng s
y ms © 0,9-1,2ng .o
U6 ® 12-15ng
7
w7 ® >15ng
4:0,581 3:0,937 ug
PATIENT 3 - female, 63 - Follicular PATIENT 4 - female, 59- PATIENT 5 - female, 33- Papillary
Adenoma/ Follicular hyperplasia Follicular hyperplasia Carcinoma/Follicular Adenoma/
1:-0,108 FoIIicuI§|: hyperplasia "
. 1:0,925 0,945 .
8:1,062 ) ) , 1,353
- 2:2,069 1 8:1,221 | ¥l ’ \ "1
w2 11,090 W2 [ }]
7:1,21
M3 7:1, =3 3
W M4 Ha
@s s [ H
6 =6
6:1,064
N e 11,824 o 1,162,
3:0,804
¥7 6:0,362 us : s
5:0,030 . g por 2
4:1,457 1,186
1 2 3 4 5 6 7 8 9
LSD LMD LID I IS LSE LME LIE P

Figura 19: Conjunto de graficos representando a distribui¢do do percentual de metilagdo global de DNA 5-mC
nas diferentes regides do bocio de todos os 05 pacientes (BTTNB 21, 28, 29, 30 e 31). (As cores representam o
nivel de metilagdo global, sendo o verde variando de 0,0 a 0,5 ng, laranja claro de 0,5 a 0,9 ng, laranja escuro de
0,9 a 1,2 ng, vermelho claro de 1,2 a 1,5 ng e o vermelho escuro >1,5 ng).
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Resultado da Metilacdo das Histonas — resultado da leitura de absorbancia em

espectrofotometro da H3K4me3 foram distribuidos (Tabela 6/grafico 2), da H3K9me3 (Tabela
7/grafico 3, p. 72) e da H3K27me3 (Tabela 8/grafico 4, p. 73).

Tabela 6 . Resultado do percentual da pan-metilagdo da H3K4 por regido de bocio.

Numero ID Valor 1 Valor 2 Média Placa No. OD-Branco  Quantidade de proteina metilada

21LSD 1,116 1,089 1,103 3 0,999 1085,326087
21LSE 2,233 1,951 2,092 3 1,988 2160,869565
21LID 1,550 1,457 1,504 3 1,400 1521,195652
21 LIE 3,673 3,788 3,731 3 3,627 3941,847826
21 LME 2,933 3,016 2,975 3 2,871 3120,108696

2118 0,913 0,339 0,626 3 0,522 567,3913043

2111 0,458 0,151 0,305 3 0,201 217,9347826
28 LSD 0,128 0,109 0,119 3 0,015 15,76086957
28 LSE 0,124 0,117 0,121 3 0,017 17,93478261
28 LID 0,144 0,122 0,133 3 0,029 31,52173913
28 LIE 0,132 0,117 0,125 3 0,021 22,2826087
28 LMD 0,112 0,109 0,111 3 0,007 7,065217391
28 LME 0,231 0,166 0,199 3 0,095 102,7173913

28 1S 0,283 0,194 0,239 3 0,135 146,1956522

29P 3,236 3,198 3,217 3 3,113 3383,695652
29 LME 3,820 2,985 3,403 3 3,299 3585,326087
29 LSE 3,296 3,453 3,375 3 3,271 3554,891304
29 LID 3,157 3,157 3 3,053 3318,478261
30LSD 1,058 1,001 1,030 3 0,926 1005,978261
30LSE 3,129 3,373 3,251 3 3,147 3420,652174
30 LMD 1,614 1,322 1,468 3 1,364 1482,608696
30 LME 2,080 1,671 1,876 3 1,772 1925,543478
31LSE 2,465 2,036 2,251 3 2,147 2333,152174
31 LID 1,523 1,028 1,276 3 1,172 1273,369565
31LIE 3,543 3,737 3,640 3 3,536 3843,478261
31 LME 3,246 3,075 3,161 3 3,057 3322,282609

311S 3,299 2,271 2,785 3 2,681 2914,130435

Fonte: Jezini, D.L., leitura da absorbancia em espectrofotometro. Biochemistry Department at Ponce
Health Science University, Ponce/Porto Rico, 2016.

Griéfico 2: Pan metilagdo da histona H3K4 em amostras de bocio coloide dos 05 (cinco) pacientes [1 (21),
verde, 2 (28), azul escuro, 3 (29), laranja, 4 (30) azul turquesa e 5 (31) magental].
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Fonte: Jezini, D.L., Biochemistry Department at Ponce Health Science University, Ponce/Porto Rico, 2016.



Tabela 7 . Resultado do percentual da pan-metilagdo da H3-K9 por regido de bdcio.

Numero ID Valor 1 Valor 2 Média PlacaNo. OD-Branco Quantidade de proteina metilada

21 LSD 0,806 0,329 0,568 3 0,465 483.,8541667
21 LSE 1,498 1,126 1,312 3 1,209 1259,375
21 LID 1,038 1,021 1,030 3 0,927 965,1041667
21 LIE 2,449 2,308 2,379 3 2,276 2370,3125
21 LME 3,131 2,972 3,052 3 2,949 3071,354167
211S 0,745 0,260 0,503 3 0,400 416,1458333
28 LSD 0,098 0,110 0,104 3 0,001 1,041666667
28 LSE 0,114 0,117 0,116 3 0,013 13,02083333
28 LID 0,121 0,131 0,126 3 0,023 23,95833333
28 LIE 0,120 0,110 0,115 3 0,012 12,5
28 LMD 0,095 0,098 0,097 3 -0,006 -6,770833333
28 LME 0,165 0,216 0,191 3 0,088 91,14583333
28 1S 0,347 0,278 0,313 3 0,210 218.,2291667
29 P 2,903 2,630 2,767 3 2,664 2774,479167
29 LME 3,030 1,718 2,374 3 2,271 2365,625
29 LSE 1,198 1,254 1,226 3 1,123 1169,791667
29 LID 1,563 1,316 1,440 3 1,337 1392,1875
30 LSD 0,519 0,344 0,432 3 0,329 342,1875
30 LSE 1,050 1,238 1,144 3 1,041 1084,375
30 LMD 0,752 0,590 0,671 3 0,568 591,6666667
30 LME 0,561 0,456 0,509 3 0,406 422,3958333
301IS 0,631 0,508 0,570 3 0,467 485.,9375
31LSE 1,576 1,511 1,544 3 1,441 1500,520833
31 LID 1,445 1,043 1,244 3 1,141 1188,541667
31 LIE 2,428 2,565 2,497 3 2,394 2493,229167
31 LME 1,571 1,738 1,655 3 1,552 1616,145833
311S 1,471 1,211 1,341 3 1,238 1289,583333

Fonte: Jezini, D.L., leitura da absorbancia em espectrofotometro. Biochemistry Department
at Ponce Health Science University, Ponce/Porto Rico, 2016.

Grafico 3: Pan metilagdo da histona H3K9 em amostras de bocio coloide dos pacientes: [1 (21), verde, 2
(28), azul escuro, 3 (29), laranja, 4 (30) azul turquesa e 5 (31) magenta].

3500,000 H3K9

=

S 3000,000

=

=

%]

E  2500,000

]

=

N

2

S 2000,000

e

2

=

&  1500,000

=

]

=t

S 1000,000

]

=

<o

' 500,000

o)

= I 1H T

= 0,000 —_—— -
0O W A W w v Qo Ww QoW QW ov o ww QD QW won WA Wwowun
N v S DTS 3998 S5 0SS S 9 =98 D vl s S o v D= = 3
H‘—c‘—1Q:Nwoocoﬁ—l;r\l“c—h‘mmoo—'a‘mﬁ‘—cg:m

500,000 & by A S A R R b=
Pacientes por regiao de bécio

Fonte: Jezini, D.L., Biochemistry Department at Ponce Health Science University, Ponce/Porto Rico, 2016.




Tabela 8. Resultado do percentual da pan-metilagdo da H3-K27 por regido de bocio.

Média  PlacaNo.  OD-Branco  Quantidade de proteina metilada

S —— e _ e — e __

21LSD 0,774 0,726 0,750 3 0,626 665,9574468
21LSE 2,084 1,892 1,988 3 1,864 1982,978723
21 LID 1,698 1,424 1,561 3 1,437 1528,723404
21 LIE 1,793 1,715 1,754 3 1,630 1734,042553
21 LME 2,608 2,511 2,560 3 2,436 2590,957447
211S 0,554 0,239 0,397 3 0,273 289,893617
2111 0,181 0,125 0,153 3 0,029 30,85106383
28 LSD 0,154 0,113 0,134 3 0,010 10,10638298
28 LSE 0,439 0,120 0,280 3 0,156 165,4255319
28 LID 0,113 0,122 0,118 3 -0,007 -6,914893617
28 LIE 0,130 0,125 0,128 3 0,004 3,723404255
28 LMD 0,111 0,113 0,112 3 -0,012 -12,76595745
28 LME 0,215 0,164 0,190 3 0,066 69,68085106
28 1S 0,192 0,258 0,225 3 0,101 107,4468085
20P 1,743 1,650 1,697 3 1,573 1672,87234
29 LME 2,395 1,969 2,182 3 2,058 2189,361702
29LSE 1,984 1,863 1,924 3 1,800 1914,361702
29 LID 2,216 1,712 1,964 3 1,840 1957,446809
30LSD 1,156 0,637 0,897 3 0,773 821,8085106
30LSE 1,596 1,801 1,699 3 1,575 1675
30 LMD 0,493 0,512 0,503 3 0,379 402,6595745
30 LME 1,182 1,289 1,236 3 1,112 1182,446809
31LSE 2,805 2,759 2,782 3 2,658 2827,659574
31 LID 1,936 1,868 1,902 3 1,778 1891,489362
31LIE 2,173 1,733 1,953 3 1,829 1945,744681
31 LME 1,641 1,547 1,594 3 1,470 1563,829787
311S 2.569 2.957 2,763 3 2.639 2807,446809

Grafico 4: Pan metilagdo da histona H3K27 em amostras de bdcio coloide dos pacientes: [1 (21), verde, 2
(28), azul escuro, 3 (29), laranja, 4 (30) azul turquesa e 5 (31) magenta].
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Fonte: Jezini, D.L., Biochemistry Department at Ponce Health Science University, Ponce/Porto Rico, 2016.
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Painel ilustrativo do resultado da metilacio das histonas — um painel ilustrativo foi criado

para melhor visualizar a distribuicdo das trés histonas estudadas (H3K4me3, H3K9me3 e
H3K27me3) nas amostras de bocio por regido da glandula (fator regido) e por paciente (fator
paciente) (Figura 20) utilizando as cores com progressivas tonalidades correspondendo ao

percentual de metilacdo.

(A)Fator Regido
_ 0 0,5 1,0 1,5 2,0 2,5 3,0 3,5
N3o realizado
Pan-metilacao das Histonas = Fator Regido
AREA DA H3K4me H3K9me H3K27me
GLANDULA pacl | pac2 |pac3|pac4 |pac5|pacl|pac2|pac3|pacd| pac5 |[pacl| pac2 |pac3| pac4 | pac5
(21) | (28) |(29) | (30) |(31)|(21) | (28) | (29) |(30)| (31) |(21)| (28) | (29) | (30) | (31)
LSD -
LMD . ) _ ;
LID _ .
LSE ]
LME
LIE . ;
Is -
] [ I _ _ -
P N .
p<0,122 p<0,188 p<0,461
(B) Fator paciente
Pan-metilagdo das Histonas = Fator Paciente
i H3K4me H3K9me H3K27me
]
[=) _§ L|L L|L|L Cl L{LfL|L|L]|tL | LjL|LfLfr|t VL
® S| M S | M| I P[S|M|I|S|M]|I PlS(M| I |S|M|I P
o S| 1 S S|
— |D|D E|E|E D|D|D|E|E|E D/D|D|E|E|E
am| | TR -
28 (2) ST T T
29(3) | ~ |- T T l T T
30 (4) N B T ) N A
p<0,0001 p< 0,003 p<0,0001

Figura 20: Painel ilustrativo representando a diferenga nos padrdes das histonas H3K4me3, H3K9me3 e
H3K27me3 considerando o fator regido (A) e o fator paciente (B). Fonte: Jezini, DL, 2017.




75

Metilacdo global do DNA x descricoes histopatolégicas - Os resultados da metilacido global
do DNA quando distribuidos conforme as descri¢des histopatologicas de cada bocio estudado
na paciente 1 (Figura 21), paciente 2 (Figura 22, p.76), paciente 3 (Figura 23, p.77), paciente
4 (Figura 24, p. 78) e paciente 5 (Figura 25, p.79).

A)
Distribuicao do padrao de Metilagdo de DNA 5-mC por regido da tireoide
Paciente 1 (21): Mulher, 53 anos, Hiperplasia Folicular Multinodular (LD e I) Adenoma
Folicular de tireoide (LE) 6: 0,624
5-mC %DNA S
No. LOCAL 5-mC(ng) Methylated > °55"/ -
1 LSD 0,547409091 0,547409091 !
40581
2 LID 0,679909091 0,679909091
3 IS 0,937409091 0,937409091 .
12 Paciente 1 (21)
4 1} 0,581409091 0,581409091 1
08
5 LSE 0,555909091 0,555909091 5-mC DNA Methylation lavel o
© 0,0-0,5ng '
6 LME 0,620909091 0,620909091 O 05-09ng oA
©® 09-1,2ng
® 1,2-15ng 02 |'}|
7 LIE 0,209909091 0,209909091 ® >15ng 0
1 2 3 4 5 6 7
B)

Distribuicao do padrdao de Metilagdo de DNA 5-mC por regido da tireoide e resultado histopatolégico

Metilag3o Global do DNA Paciente 1 (21): Mulher, 53 anos, Hiperplasia Folicular
Multinodular (LD e I) Adenoma Folicular de tireoide (LE)

Hiperplasia
Folicular
Multinodular

Medidas:
Adenoma LD:5,0x3,5x2,0cm
Folicularde | LE globoso: 8,0 x 5,5 x 5,0 cm
tireoide Istmo: 2,5x 1,5cm

Macro:

LD é multinodular com os nédulos constituidos por material
gelatinoso com aspecto coloide.

LE é uma tnica formacao globosa encapsulada, com aspecto
gelatinoso

Istmo: com formacio nodular brancacenta fibrosa, medindo 1,0
cm de didmetro.

Micro: tireoide exibindo neoplasia pela proliferacio de foliculos
de didmetros variados, ora revestidos por células pavimentosas,
ora por células cubicas, de permeio a tecido conjuntivo frouxo.

Figura 21A: Mapa de distribuigdo do percentual de metilagdo global de 5-mC DNA nas éareas de bocio da
Paciente 1 (21), de 54 anos de idade. As cores verdes, laranja claro, laranja escuro, vermelho claro e
vermelho escuro representam o nivel crescente de metilagdo respectivamente, ¢ o branco, ndo realizado.
21B: Mapa de distribui¢ao do percentual de metilagio global de 5-mC DNA nas areas de bocio da Paciente
1 (21), comparando com o exame histopatologico.



Distribuicao do padrao de Metilagdo de DNA 5-mC por regidao da tireoide

Paciente 2 (28): Mulher, 54 anos, Hiperplasia Multinodular da tireoide (Bdcio a1
Adenomatoso) com édrea de Adenoma Folicular (LD)

5-mC %DNA W4
No. LOCAL 5-mC(ng) Methylated o
M6
1 LSD 1,151909091 1,151909091 w7
g
2 LMD 1,119909091 1,119909091 5:1,046
3 LID 0,347409091 0,347409091 6 ]
2 ' Paciente 2 (28)
4 IS 1,094409091  1,094409091 " A e
1,2
5 Il 1,045909091 1,045909091 1
5-mC DNA Methylation lavel 08
6 LSE 1,369409091 1,369409091 06
O 0,0-0,5ng /
O 0,5-09ng 04
7 LME  1,194909091  1,194909091 @ 09-12ng
® 1,2-15ng 02
8 LIE 1,259409091 1,259409091 ® >15ng o
1 2 3 4 5 6 7 8
Distribuicdo do padrido de Metilagdo de DNA 5-mC por regido da tireoide e resultado histopatoldgico
Metilagdo Global do DNA Paciente 2 (28): Mulher, 54 anos, Hiperplasia Multinodular (Bécio
Adenomatoso) com drea de Adenoma Folicular (LD)
Adenoma .
Folicular Hiperplasia Medidas:
Folicular LD: 6,0x5,0x 3,0 cm
Multinodular LE:4,0x3,0x 1,0 cm.

Macro: superficie nodular acastanhada e firme.

LD: capsula delgada, superficie exibindo diminutas cavitacdes cisticas
de parede espessa e brancacenta.

LE: superficie uniforme e translicida.

Micro: proliferacio de foliculos com diAmetros variados, ora
revestidos por células cubicas, ora por células pavimentosas,
albergando na luz substancia coloide. No estroma observa-se septos de
tecido conjuntivo de permeio a linfécitos, histiécitos e
hemossiderofagos. Em outras dreas nota-se tireoide exibindo neoplasia
constituida pela proliferacao de foliculos de diametro variado,
revestidos ora por células pavimentosas, ora por células cubicas, de
permeio a tecido conjuntivo frouxo.

Figura 22A: Mapa de distribui¢do do percentual de metilagdo global de 5S-mC DNA nas areas de bocio
da Paciente 2 (28), de 54 anos de idade. As cores verdes, laranja claro, laranja escuro, vermelho claro e
vermelho escuro representam o nivel crescente de metilagdo respectivamente, e o branco, nao realizado.
22B: Mapa de distribuigdo do percentual de metilagdo global de 5-mC DNA nas areas de bocio da
Paciente 2 (28), comparando com o exame histopatologico.



A)

B)

Distribuicdo do padrdo de Metilagdo de DNA 5-mC por regido da tireoide

Paciente 3 (29) : Mulher, 63 anos, Hiperplasia Multinodular (Bocio Adenomatoso)

1:-0,108
8:1,062
2:2,069 g1
5-mC %DNA
No. LOCAL 5-mC(n
ng) Methylated 7:1,219, "2
u3
w4
1 LSD -0,108090909 -0,108090909
s
6:1,064 / W6
7 LMD 2,068909091 2,068909091 310800 5,
LID 5:0,030 Es
4 0,803909091 0,803909091 2:1,457
3 I 0,030409091 0,030409091 25 Paciente 3 (29)
2
8 P 1,457409091 1,457409091
15
2 LSE 1,064409091 1,064409091 5-mC DNA Methylation lavel !
O 0,0-0,5ng
6 LME 1,219409091 1,219409091 O 0,5-0,9ng 05
@ 09-1,2ng l
@® 12-15ng T
5 LIE 1,062409091 1,062409091 ® 1508 '1-' — 1

Distribui¢dao do padrao de Metilagdo de DNA 5-mC por regido da tireoide e resultado histopatolégico

Metilagdo Global do DNA
eiflagdo Hlobaldo Paciente 3 (29) : Mulher, 63 anos, Hiperplasia Multinodular

(Bocio Adenomatoso)

Hiperplasia . .
Fol_icular Hligirgi?:;a Medidas:
Multinodular Multinodular LE: 12,0x 6,5x 6,0 cm

LD: 6,0x5,0x 3,0cm

Macro: superficie externa lisa, bocelac

LE:. Apresenta superficie nodular acastanhada e firme. Ao
corte vé-se capsula delgada, nédulos de didmetros diversos,
ora translicidos, ora enegrecidos, medindo em media 1,0 cm
de didmetro.

LD: mostram nédulos bem individualizados translicidos.
Micro: tireoide exibindo proliferacao de foliculos com
didmetros variados, ora revestidos por células cubicas, ora por
células pavimentosas, albergando na luz substancia coloide.
No estroma observa-se septos de tecido conjuntivo de permeio
a linfocitos, histiocitos e hemossiderofagos.

Figura 23A: Mapa de distribui¢do do percentual de metilagdo global de 5-mC DNA nas areas de
bocio da Paciente 3 (29), de 54 anos de idade. As cores verdes, laranja claro, laranja escuro,
vermelho claro e vermelho escuro representam o nivel crescente de metilagdo respectivamente, € o
branco, ndo realizado. 23B: Mapa de distribui¢do do percentual de metilagdo global de 5-mC DNA
nas areas de bocio da Paciente 3 (29), comparando com o exame histopatoldgico.
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Distribuicao do padrao de Metilagao de DNA 5-mC por regidao da tireoide
Paciente 4 (30) : Mulher, 59 anos, Hiperplasia Multinodular da tireoide (Bocio Adenomatoso)
1:0,925
8:1,221
w1
5-mC %DNA
. L L - 2
No OcA 5-mCing) Methylated 71 -3
M4
1 LSD 0,925409091 0,925409091 -5
6
2 LMD 1,090409091 1,090409091 20
6:0,362
3 LID 1,424409091 1,424409091 s
5:1,745
4 I 1,745409091 1,745409091
25 Paciente 4 (30)
5 IS -0,025590909 -0,025590909 2
15
6 LSE 0,361909091 0,361909091 5-mCDNA Methylation lavel
1
7 LME 1,358909091 1,358909091 8 g'gjg';:g
@ 0,9-1,2ng 05 lh
8 LIE 1,221409091 1,221409091 @ L2-15ng 0 -
’ ’ ® >1,5ng ._113?5573

B)

Distribuicdo do padrao de Metilagdo de DNA 5-mC por regido da tireoide e resultado histopatolégico

Paciente 4 (30) : Mulher, 59 anos, Hiperplasia Multinodular

Metilagdo Global do DNA (Bocio Adenomatoso)
Hiperplasia . . Medidas: LE4,0x 2,5x2,5¢cm
Folicular Hiperplasia LD 3,0x2,5x 2,0 cm; e Istmo: 4,5x 4,0 x 2,5cm.
Multinodular F ol'1cu1ar A
Multinodular Macro:

LE: parénquima pardo escuro com nédulo solidos complexos bem
delimitados, contendo areas sélidas e areas cisticas preenchidas por
coloides densos, medindo 1,5 cm no maior eixo. Istmo: parénquima
pardo escuro com nédulos complexos bem delimitados, contendo areas
solidas e areas cisticas preenchidas por coloides densos, medindo 3,0
cm no maior eixo.

LD parénquima pardo escuro, com nédulos complexos bem
delimitados, contendo areas sélidas e areas cisticas preenchidas por
coloides densos, medindo 1,0 cm no maior eixo.

Micro: tireoide exibindo proliferacio de foliculos com diAmetros
variados, ora revestidos por células cubicas, ora por células
pavimentosas, albergando na luz substancia coloide. No estroma
observa-se septos de tecido conjuntivo de permeio a linfocitos,
histiocitos e hemossiderofagos.

Figura 24A: Mapa de distribuig@o do percentual de metilagdo global de 5-mC DNA nas areas de bocio da
Paciente 4 (30), de 59 anos de idade. As cores verdes, laranja claro, laranja escuro, vermelho claro e vermelho
escuro representam o nivel crescente de metilagdo respectivamente, e o branco, ndo realizado. 24B: Mapa de
distribui¢do do percentual de metilagdo global de 5-mC DNA nas areas de bocio da Paciente 4 (30),
comparando com o exame histopatologico.
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B)

Distribuicdao do padrao de Metilagdao de DNA 5-mC por regido da tireoide

Paciente 5 (31): Mulher, 33 anos, Adenoma Folicular / Hiperplasia 0,985
Multinodular (Bécio Adenomatoso) Carcinoma Papilifero

5-mC %DNA 34
LOCAL -
No OCA S-mCing) Methylated _—
us
1 LSD 1,352909091 1,352909091 =6
11,1625,
2 LMD 1,283909091 1,283909091 :
1,219
3 LID 1,161909091 1,161909091 1L 186
4 IS 1,186409091 1,186409091 18 Paciente 5 (31)

LIE 0,945409091 0,945409091 @ >15ng

5 1] 1,219409091 1,219409091 LD LE 14
12
1
6 LSE 1,500409091 1,500409091 5-mC DNA Methylation lavel o8
O 0,0-0,5ng 06
7 LME 1,043409091 1,043409091 © 0,5-0,9ng 04
@ 09-1,2ng 02

® 12-15ng ’

8
1 2 3 4 5 6

Distribui¢do do padrdo de Metilagdo de DNA 5-mC por regido da tireoide e resultado histopatolégico

Metilagdo Global do DNA . . .
Paciente 5 (31): Mulher, 33 anos, Adenoma Folicular / Hiperplasia

Carcinoma Papilifero Hiperplasia Folicular Multinodular (Bécio Adenomatoso) e Carcinoma Papilifero (LD)
Hiperplasia Folicular Multinodular +
Multinodular +
Adenoma Folicular

. Medidas: LE 5,0x 2,8 x2,5 cm
Adenoma Folicular LD 5,0x3,5x 2,5cm, e Istmo: 5,0x 3,5x 3,0cm.

Macro: tireoide constituida por LE, LD e Istmo medindo em
conjunto 7,0 x 6,5 x 3,5 cm

Micro: aos cortes do LE: parénquima pardo escuro com nédulo
solido bem delimitado, medindo 1,0 cm no maior eixo.

Istmo: apresenta-se de coloracio pardo clara subvertido por
nédulos complexos com dreas irregulares preenchidas por material
coloidal aAmbar. LD: tem coloracio pardo escura, superficie
multinodular medindo a maior 1,5 cm.

Conclusido: Carcinoma Papilifero medindo 1,0 cm de diAmetro,
nio encapsulado, localizado em LD. Auséncia de invasao linfatica,
vascular ou de extensdo extratireoidiana. Margens cirdrgicas
livres. Tecido adjacente com Adenoma Folicular e Hiperplasia
Multinodular da tireoide (Bocio Adenomatoso).

LD LE

Figura 25A: Mapa de distribui¢do do percentual de metilagdo global de 5-mC DNA nas areas de bocio
da Paciente 5 (31), de 33 anos de idade. As cores verdes, laranja claro, laranja escuro, vermelho claro e
vermelho escuro representam o nivel crescente de metilagdo respectivamente, e o branco, ndo realizado.
25B: Mapa de distribuicdo do percentual de metilagdo global de 5-mC DNA nas éareas de bocio da
Paciente 5(31), comparando com o exame histopatologico.
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Analise de Dados Estatisticos

Metilacdo do DNA

Considerando as pacientes, ndo houve evidéncias de que exista diferenga significativa
nos padrdes de metilacdo de DNA entre as mesmas (p = 0,114), comparadas em nivel de 5 %
de significancia (Tabela 9), ou seja, os padroes de metilagcdo global média das 5-mC DNA das

amostras por paciente foram similares (Grafico 5, p. 81).

Tabela 9 - Analise descritiva e de varidncia da metilagdo global das 5-mC DNA das amostras.

Medidas Descritivas

Fator De Variacao — —. — P*
n média dp minimo maximo

Paciente

1(21) 8 0,5904 0,1990 0,2099 0,9374

2 (28) 8 1,0730 0,3100 0,3470 1,3690

3(29) 8 0,8730 0,6810 -0,1080 2,0690 0,114

4 (30) 8 1,0130 0,5840 -0,0256 1,7450

5(@31) 8 1,2117 0,1736 0,9454 1,5004

Regifo da Tiredide

LSD 5 0,7740  0,5770 -0,1080 1,3530

LMD 5 1,2310 0,5360 10,5900 2,0690

LID 5 0,8840 0,4200 0,3470 11,4240

IS 5 0,8260 0,4880 -0,0256 1,1860 0.843
11 5 0,9250 0,6510 0,0304 11,7450 ’
LSE 5 0,9700 0,4980 0,3620 11,5000

LME 5 1,0680 10,2760 0,6210 11,3590

LIE 5 0,9400 04270 0,2100 1,2590

* Valores de p sdo significativos parap <0,05 (5%) - Andlise de Variancia
dp = desvio padrao; *ANOVA para comparagio das médias. Alfa de Cronbach = 0,93
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Grafico 5 - Metilagdo global média das 5-mC DNA das amostras distribuidas por paciente.
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Fonte: Jezini, D.L.

Considerando a regido da tireoide, ndo houve evidéncias de que exista diferencgas significativas
nos padrdes de metilacdo entre as mesmas, ou seja, os resultados sdo similares (p = 0,843)

(Gréfico 6).

Grafico 6 - Metilagdo global média das 5-mC DNA das amostras distribuidas por regido da tireoide.
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Fonte: Jezini, D.L.
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Os resultados da comparagao entre as regides da tireoide num mesmo paciente (Grafico 7):

1. Paciente 1 (21): o LIE foi considerado estatisticamente o que menos apresentou percentual

de metilacdo de DNA.

2. Paciente 2 (28): o LID foi considerado estatisticamente o que menos apresentou percentual

de metilagdo de DNA.

3. Paciente 3 (29): o Il e LSD foram considerados estatisticamente os que menos apresentaram

percentual de metilagdo de DNA, inclusive o LSD com valor negativo.

4. Paciente 4 (30): o IS e LSE foram considerados estatisticamente os que menos apresentaram

percentual de metilagdo de DNA, inclusive o IS com valor negativo.

5. Paciente 5 (31): ndo foram encontradas regides com baixo percentual de metilagdo de DNA,

ou seja, toda a glandula se encontrava com o DNA globalmente metilado.

Grifico 7. Médias da metilagdo de DNA 5-mC de cada paciente em comparagdo com as regides que apresentaram menor
percentual de metilagdo (< 0,5 ng)
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Fonte: Jezini, D.L.

Metilacdo das Histonas
Considerando a analise de variancia, observou-se que, ao nivel de 5% de significancia, que ha
fortes evidéncias de que os padrdes médios de metilagdo das histonas H3K4me3, H3K9me3 e

H3K27me 3 das pacientes avaliadas sdo significativamente diferentes entre si (p < 1%), ou seja,
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as trés histonas se apresentam significativamente diferentes entre as pacientes. Ressaltando que,

aparentemente na paciente 2 (28), nenhuma das histonas metiladas estavam presentes e na
paciente 1(21), as histonas metiladas estavam mais expressas que nas demais (Tabela 10),

(Grafico 8; 9 -10, p. 84).

Tabela 10 - Analise descritiva e de varidncia da pan-metilagdo das histonas considerando o paciente como fator
de variabilidade

Medidas Descritivas

Histona Paciente — — — p**
n* Média dp Minimo Maximo
1 6 1.465,43 852,28 289,89 2.590,96
2 7 48,10 68,19 -12,77 165,43
H3K27 3 5 2.207,23 576,03 1.563,83 2.827,66 p<0,0001
4 5 822,55 644,07 30,85 1.675,00
5 4 1.933,51 211,61 1.672,87 2.189,36
1 6 2.066,12 1.276,19 567,39 3.941,85
2 7 49,07 53,51 7,07 146,20
H3K4 3 5 2.737,28 987,87 1.273,37 3.843,48 p<0,0001
4 5 1.610,54 1.193,41 217,93 3.420,65
5 4 3.460,60 129,82 3.318,48 3.585,33
1 6 1.427,69 1.072,06 416,15 3.071,35
2 7 50,45 80,69 -6,77 218,23
H3K9 3 5 1.617,60 517,72 1.188,54 2.493,23 0,003
4 5 585,31 293,53 342,19 1.084,38
5 4 1.925,52 768,11 1.169,79 2.774,48

* Total de regides da tireoide de cada paciente
** Valores de p sdo significativos parap <0,05 (5%) - Analise de Variancia
n°= quantidade de amostras, dp = desvio padrdo

Grafico 8 - Pan-metilacdo média da histona H3K4me3 entre as pacientes avaliadas.
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Grafico 9- Pan-metilagdo média da histona H3K9me3 entre as pacientes avaliadas.
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Grifico 10 - Pan-metilagdo média da histona H3K27me3 das pacientes avaliadas.
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Considerando a analise de variancia entre as regides de um mesmo individuo, observou-
se que nao houve diferenga significativa ao nivel de 5% de significancia, nos padrdes médio de
metilacdo da H3K4me3, H3K9me3 e H3K27me3 (p > 5%). Isso significa que por individuo, os

padroes médios da pan-metilacdo das histonas das diferentes regides da glandula sdo



praticamente similares entre si (Tabela 11), (Gréficos 11; 12 -13 p. 86).

Tabela 11 - Analise descritiva e de varidncia da pan-metilagdo das histonas considerando a regido da tireoide
como fator de variabilidade

Medidas Descritivas

Histona Regidao — — — p**
n* Média dp Minimo Maximo
LSD 3 499,29 430,75 10,11 821,81
LMD 2 194,95 293,75 -12,77 402,66
LID 4 1.342,69 919,27 6,91 1.957,45
H3K27 IS 3 1.068,26 1.508,94 107,45 2.807,45 0,461
LSE 5 1.713,09 968,55 165,43 2.827,66
LME 5 1.519,26 976,51 69,68 2.590,96
LIE 3 1.227,84 1.065,38 3,72 1.945,74
LSD 3 702,36 595,93 15,76 1.085,33
LMD 2 744,84 1.043,37 7,07 1.482,61
LID 4 1.536,14 1.355,22 31,52 3.318,48
H3K4 IS 3 1.209,24 1.491,42 146,20 2.914,13 0,122
LSE 5 2.297,50 1.419,41 17,93 3.554,89
LME 5 2.411,20 1.438,41 102,72 3.585,33
LIE 3 2.602,54 2.235,11 22,28 3.941,85
LSD 3 275,69 248,18 1,04 483,85
LMD 2 292,45 423,16 -6,77 591,67
LID 4 892,45 604,69 23,96 1.392,19
H3K9 IS 3 641,32 570,07 218,23 1.289,58 0,188
LSE 5 1.005,42 576,13 13,02 1.500,52
LME 5 1.513,33 1.262,65 91,15 3.071,35
LIE 3 1.625,35 1.398,12 12,50 2.493,23
* Total de pacientes
** Valores de p sdo significativos parap < 0,05 (5%) - Analise de Variancia
Grifico 11 - Pan-metilacdo média da histona H3K4me3 por regido do bdcio.
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Grifico 12 - Pan-metilacdo média da histona H3K9me3 por regido do bdcio.
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Grafico 13 - Pan-metilagdo média da histona H3K27me3 por regido do bocio.
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Considerando a pan-metilagdo das histonas por regido da glandula, os achados foram

praticamente similares entre si. (Graficos 14-15; Graficos 16—18, p. 88; Graficos 19-20, p. 89).

Pan-metilacao média das histonas por regido de bocio

Grafico 14— Regido do lobo superior direito (LSD) por histona estudada.

900,00 702,36
800,00
700,00
499,29
600,00
© 500,00
5 275,69
= 400,00
300,00
200,00
100,00
0,00
H3K27 H3K4 H3K9
HISTONAS

Fonte: Jezini, D.L.

Grifico 15 - Regido do lobo superior inferior direito (LID) por histona estudada.

2.000,00
1.536,14
1.800,00
1.342,69
1.600,00
1.400,00
1.200,00 892,45
©
3 1.000,00
s
800,00
600,00
400,00
200,00
0,00
H3K27 H3K4 H3K9
HISTONAS

Fonte: Jezini, D.L.



Grafico 16 — Regido do lobo superior médio direito (LMD) por histona estudada.

1.000,00
900,00
800,00
700,00
600,00
500,00
400,00
300,00
200,00
100,00

0,00

Média

194,95

m

H3K27

744,84

H3K4
HISTONAS

292,45

H3K9

Fonte: Jezini, D.L.

Grafico 17 - Regido do istmo superior (IS) por histona estudada.
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Grafico 18- Regido do lobo superior esquerdo (LSE) por histona estudada.
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Grafico 19- Regido do lobo médio esquerdo (LME) por histona estudada.
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Grafico 20- Regido do lobo inferior esquerdo (LIE) por histona estudada.
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Todas as correlagdes entre a metilagdo do DNA com as histonas foram negativas. Isso
significa que quando a metilagdo do DNA diminui a das histonas também diminui. Entretanto,

essa correlagdo entre a metilagdo e as histonas ndo foi significativa, ao nivel de 5% de
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significancia. Mas a correlacdo entre a metilagdo do DNA e a histona H3K9 demanda atencgao,

pois um pequeno aumento no tamanho da amostra talvez evidencie que a correlagdo entre

ambos ¢ significativa (Tabelal2), (Grafico 21).

Tabela 12 - Correlagio entre a metilagdio do DNA com a metilagdo das Histonas H3K27, H3K4 e H3K9

Histonas Correlacio p*
H3K27 -26,7% 0,188
H3K4 -25,4% 0,21
H3K9 -31,0% 0,124

* Valores de p sdo significativos para p < 0,05 (5%) - Coeficiente de Correlagdo
de Pearson

Grifico 21. Correlagio entre a metilagdo do DNA com as histonas H3K27me3, H3K4me3 e H3K9me3.
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Discussao

A participacdo da epigenética na génese do BC parece ser cada vez mais evidente,
documentada neste trabalho pela presenca de padrdes aberrantes de metilagcdo global do DNA
e da histona 3 nas lisinas 4, 9 e 27, em praticamente todas as regides anatomicas da tireoide das
pacientes estudadas. Estes microambientes encontrados, inicialmente semelhantes aos descritos
em varios tipos de cancer, podem ser resultantes de algum determinante etiol6gico comum as
duas patologias, corresponder as variagdes de apresentag@o clinica ou ao risco do BC sofrer
transformagao maligna.

Apesar de estudos complementares serem necessarios para a identificagdo do que esta
gerando estes padrdes aberrantes de metilagdo no BC e quais genes e/ou vias metabodlicas
participam do processo, do ponto de vista estatistico, os resultados merecem atengdo, pois
ambas modificagdes epigenéticas sdo inéditas no BC. Os padrdes médios de metilagdo global
do DNA se apresentaram semelhantes em todos os bocios estudados, ndo demonstrando
predilecdo por regides da tireoide, e os padroes médios da pan-metilagdo da histona 3 nas trés
lisinas (H3K4, H3K9 e H3K27), os resultados diferiram apenas entre as pacientes, mas se
mostraram semelhantes em todas as regides da glandula. Ressaltando que, aparentemente na
paciente 2 (28) nenhuma das histonas estava pan-metilada, e na paciente 1(21), as histonas todas
se mostravam mais expressas que nas demais.

Mesmo com os estudos em epigenética do BC sendo escassos na literatura, as metilagdes
aberrante, ou seja, muito além dos padrdoes comumente encontrados nos tecidos normais, tanto
de DNA como de histonas, que participam de silenciamentos ou ativacdo de genes, sdo pouco
descritas em patologias benignas, sendo amplamente documentadas na génese do céancer
(BAYLIN; JONES, 2011), indicando mais uma vez, que em alguma etapa do processo da
génese do BC, pode se assemelhar ao campo epigenético que precede o cancer.

Além disso, sabemos que todo tecido bioldgico em condi¢des patologicas sofre
mudangas, geradas a partir de alteragdes moleculares induzidas por fatores intrinsecos e/ou
extrinsecos. Estas mudancas podem se traduzir em varidveis teciduais complexas e
progressivas, as proliferagdes hiperplasicas, neoplasicas sem ou com indiferenciagao celular e
perda dos limites, e consequente atribui¢do as células da capacidade de invasdo e metastases a
distancia, sendo um desafio reconhecer as margens precisas de seguranga entre o tecido normal

e o maligno (PALACIO-TORRALBA et al., 2017).
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O DNA sofre metilagdo de forma distinta a nivel tecidual, determinada pela expressao

de genes especificos que regulam a transcri¢do e que controlam a especificidade dos tecidos ou
células, indicando que cada tipo apresenta um perfil tinico de metilagio do DNA, como os
padrdes de metilagdes encontrados no cancer ou nas linhagens de células embrionarias
humanas, sendo observado que modificagdes epigenéticas podem ser comuns a determinada
resposta ou expressao génica, como descrita na histona 3 (H3), que apesar dos mecanismos nao
serem bem esclarecidos, existe franca associagdo da trimetilagdo da H3K27 com apoptose
celular e repressdo génica. (YAGI et al., 2008).

Na carcinogénese, a metilagdo aberrante do DNA e da histona H3K4, H3K9 e H3K27,
desempenham papeis importantes nas principais etapas de transformagdo maligna dos tecidos,
pois modificam diretamente a transcricdo por meio do silenciamento de genes supressores de
tumores ou através de miRNAs, como nos casos de leucemia linfocitica cronica, carcinoma de
ovario, mama ¢ melanoma maligno (ESTELLER, 2011; DAWSON; KOUZARIDES, 2012).
Com isso, algumas modificacdes epigenéticas podem ser utilizadas no futuro como
biomarcadores de deteccdo de varios tipos de cancer (NI; YE; HUANG, 2017).

Metilagdes aberrantes do DNA também sdo descritas no cancer humano relacionado as
infecgdes virais ou bacterianas, como no cancer de figado, estdbmago, nasofaringe e de cabeca
€ pescogo, como parte integrante do "campo epigenético de cancerizagdo" resultante da agdo
indireta exercida pela inflamagdo cronica ou pela agdo direta, principalmente de virus, sobre a
magquinaria epigenética das células hospedeiras (HATTORI; USHIJIMA, 2016).

Existem também evidencias de que ocorra a reprogramagao metabodlica de células com
transformagdo maligna, com o objetivo de recriar um microambiente propicio ao
desenvolvimento do cancer no estagio inicial da doenca, cujas necessidades sdo proeminentes
de maior perfusdo sanguinea, aporte de oxigénio e nutrientes, pH ideal, fatores de oxidacdo e
inflamacdo tecidual, todos controlados por genes que sofreram modificacdes genéticas ou
epigenéticas durante o processo (SATOH et al., 2017).

O mecanismo dominante da instabilidade genomica das células ¢ o desequilibrio da
metilacdo do DNA, pelo fato de ser a modificagdo mais determinante na regulacdo da biologia
de tumores, tanto em fendtipos de hipometilagdo quanto de hipermetilagdo, correspondendo a
regulacdo anormal e interagdo de um grande niimero de fatores de transcricdo que levam ao
comportamento neoplasico maligno, como mudangas estruturantes, aumento da proliferacao

celular, redug¢do da apoptose e capacidade do tumor em invadir tecidos adjacentes ou migrar
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em metéstases para outros 6rgaos, como documentado em estudos com animais experimentais

(Figura 26) (CONERLY, M., & GRADY, 2010; ESPADA; ESTELLER, 2013).

Desequilibrio na Metilagao do DNA em em células neoplasicas
(estaminais adultas é maior que nas células mais diferenciadas)

A
- A\
Fenctipo da Hipometilagdo global do DNA Fendtipo da Hipermetilagdo global do DNA
(geralmente na heterocromatina pericéntrica) (ilhas CpG ou regido promotora)
Pode induzir a transformago Ativagdo de o )
neoplésica por Instabilidade genomica O HENES Inativagdo de genes
supressores de tumor
, \ 7
Nas células somdticas, aumenta o G
numero de mutagdes e anormalidades Inativagdo de genes de
cromossdmicas estruturantes reparo do DNA (por ex.
MLH1, MGMT.
\
Promovem a aquisicao de comportamento maligno:
aumento da proliferagdo, escape de apoptose e R
aumento na capacidade de invas3o _ Cancer

Figura 26: Desequilibrio de metilagdo do DNA no Céncer. Fonte: Conerly, M., & Grady, W. M., 2010.

Com o advento de técnicas de sequenciamento apds tratamento com bissulfito de baixa
representacdo (RRS), complementadas com RNA-seq e ChIP-seq ilumina, se consegue
identificar o perfil de metilagdo do DNA de varios genes ao mesmo tempo, permitindo
reconhecer redes de ligacdo entre eles, como descrito em pesquisa que estudou 82 tipo de
tecidos humanos, oriundos da placenta, cérebro e musculo esquelético, onde foi observado que
a hipermetilagdo era presente nos genes envolvidos nos canceres originarios de células
progenitoras, e a hipometilagdo, nas alteragdes de telomeros e centromeros. Nas amostras nao
cancerosas foram vistos padrdes especificos de metilagdo somente em tecidos celulares

primarios ou estaminais, porém sem perfil aberrante (VARLEY et al., 2013).
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Outro estudo utilizando técnica de ChIP-sequence, observou ser possivel a existéncia
da presenca simultdnea num unico promotor da histona 3 trimetilada nas lisinas 4 e 27
(H3K4me3 e H3K27me3), nos chamados dominios bivalente, provavelmente relacionados ao
equilibrio da expressdo génica ativa e da instabilidade gendmica das células durante o
desenvolvimento, como necesséria aos genes Hox. As marcas H3K4me3 e H3K27me3 podem
estar presentes em diferentes conformagdes de forma assimétrica no mesmo nucleossomo. No
entanto, ainda necessita de estudos complementares para ser melhor interpretada (VOIGT;
TEE; REINBERG, 2013).

A metilagdo das histonas, principalmente a H3K4me3 pode ativar rapidamente a zona
promotora de genes regulados pelo p53, a partir da interacdo com proteinas especificas
envolvidas na formacdo do complexo da pré-inicializacdo (PIC), ou seja, em condigdes de
estresse genotoxico a H3K4me3 aumenta os fatores de transcri¢do positivos e bloqueia os
negativos na dependéncia de p53, aumentando a instabilidade celular e aumentando o risco de
transformag¢do maligna (LAUBERTH et al., 2013).

Existem ainda algumas varidveis longas da H3K4me3, responsaveis por indicar o
aumento da atividade de alongamento e intensificagdo da transcri¢do. A¢ao esta conservada em
células normais, mas ativada em genes supressores de tumores no cancer em geral, enquanto a
H3K4me3 larga do tipo celular ser relacionada a genes de identidade celular e de atividade
supressora de tumores especificos em determinadas células (CHEN et al., 2015).

Na tireoide, as lesdes foliculares de origem maligna ou benigna apresentam
caracteristicas citologicas semelhantes, ndo sendo incomum achados de sobreposi¢ao entre elas.
Segundo alguns autores, o0 BC pode ser considerado lesdo precursora do carcinoma folicular da
tireoide pela provavel participagdo epigenética no processo de diferenciacdo celular, perda da
apoptose ou das condig¢des para mutacdes em genes do tipo drivers (YASUOKA et al., 2017).

Relatos recentes de modificagdes epigenéticas, que sdo observadas comumente no
carcinoma folicular da tireoide, foram descritas em adenomas foliculares, como os miRNAs de
interferéncia, modificacdes na expressdo do oncogene PTEN, regulador negativo da via de
sinalizacdo da PI3K-AKT (phosphoinositide-3-kinase/v-akt murine thymoma viral oncogene
homologue), e do gene CDKNIA, inibidor da quinase 1 dependente de ciclina, por meio da
sinalizacdo via NF-kB, regulacdo de gene-alvo pelo CDKNI1B (controlador o ciclo celular) e

do gene RECK (inibidor de metaloprotease), ambas alteragdes responsaveis pela transformagao
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maligna das células foliculares, comportamento agressivo e desdiferenciacdo anapléstica

(RODRIGUEZ-RODERO et al., 2017).

Embora os grandes estudos de epigenomas de referéncia publicados ainda ndo
incluissem tecidos tireoidianos humanos normais ou patolégicos (ROADMAP
EPIGENOMICS CONSORTIUM et al., 2015), recentemente utilizando a técnica de ChIP-seq,
foi documentada a caracterizagdo do epigenoma de algumas espécimes de patologias da tireoide
(dois adenomas foliculares, um bécio coloide e um carcinoma papilifero), sendo observado seis
modificacdes de histonas em quatro marcas ativadoras (H3K4mel, H3K4me3, H3K27ac e
H3K36me3) e duas marcas reprimidas (H3K9me3 e H3K27me3) (SIU et al., 2017).

As influencias da metilagcdo global do DNA e das histonas diretamente na génese do
BC implica em amplia¢ao de novos estudos, com técnicas mais especificas e de sequenciamento
de alta performance, com o propdsito de determinar os genes envolvidos.

Finalmente, os achados deste trabalho podem contribuir para mudar o paradigma de que
achados moleculares de metilacdo aberrante de DNA e histonas ocorreriam somente em
patologias ligadas a malignidade, e que o BC resulta de um estado de mudangas epigenéticas
sendo de potencial risco ou se comporta como lesdo precursora da transformacdo maligna em
alguns individuos, podendo sugerir a interferéncia destas alteragcdes na progressdo da doenga
(Figura 27). Contudo, estudos complementares sdo necessarios para esclarecer melhor quais

genes podem estar silenciados ou ativados, e confirmar esta informagao.
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) 1 ) |
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(Déficit de lodo) ’
Alteragdes Genéticas (?) [

Carcinoma
indiferenciado

Carcinoma
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Figura 27: Sugestio da rota de modifica¢des epigenéticas que podem ocorrer no bocio coloide e a progressdao
a variaveis teciduais. Fonte: Jezini, DL.
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Conclusao

Nos tltimos anos, a epigenética certamente se tornou uma area do conhecimento muito
importante no esclarecimento de inimeras patologias em que o ambiente prepondera como
gatilho. No BC, os estudos epigenéticos disponiveis na literatura sdo escassos, porém se
mostravam necessarios, uma vez que o BC ¢ considerada endémico na nossa regido.

Mapear a metilacdo do DNA e da histona 3 nas lisinas 4, 9 e 27 nas diferentes regides
da tireoide de cinco espécimes de BC, trouxe novas perspectivas a elucidacdo dos mecanismos
moleculares envolvidos, com resultados que merecem ser complementados em estudos futuros,
focados na compreensao da génese e manutengdo destes padrdes anormais encontrados, além
disso, quebram o paradigma de que as metilacdes aberrantes ndo estdo presentes em patologias
consideradas benignas.

Apesar dos bdcios selecionados apresentarem o parénquima bem heterogéneo, inclusive
com dois deles associados ao adenoma folicular e um ao carcinoma papilifero da tireoide, os
achados ndo mostraram diferencas significativas do ponto de vista estatistico, denotando que
todas as regides estudadas das cinco pacientes, expressaram padrdes semelhantes de metilagao
do DNA e das histonas pelo método empregado.

A metilagdo do DNA, marca epigenética tradicionalmente considerada muito estavel, e
na maioria da vezes relacionada ao silenciamento génico, foi igualmente elevada nas pacientes
estudadas. Nos resultados das modificagdes das histonas, a ocorréncia num mesmo individuos
de padrdes médios da H3K4me3, H3K9me3 e H3K27me3 sdo praticamente similares entre si,
diferindo apenas entre os individuos, sugerindo que haja fatores desencadeantes comuns ou que
podem corresponder as variaveis de expressdo teciduais encontradas no BC. As correlagdes
entre a metilacdo do DNA e as histonas estudadas foram negativas, significando que quando a
metilacdo do DNA diminui a das histonas também diminui, necessitando expansdo do tamanho
das amostras para se verificar a importancia do tal achado.

Com o avango tecnologicos e de bioinformatica, torna-se cada vez mais clara a
importancia das aplicagdes futuras das epigenética no conhecimento da génese do BC, como
também dos genes e mecanismos envolvidos nos processos. Portanto, apesar da necessidade de
estudos complementares, os achados deste trabalho podem contribuir para pesquisas futuras

que melhorem o diagndstico precoce da transformagao tecidual e o tratamento do BC.
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TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO - TCLE

O (A) SENNOT (8)uiiiiiiieciie ettt e etae e eaae s esta sendo
convidado a participar da CONSTRUCAO DA BIBLIOTECA DE TECIDOS
TIREOIDIANOS NORMAIS E COM BOCIO, que visa realizar o armazenamento de
pequenos fragmentos de amostras de tecidos tireoidianos submetidos a tireoidectomia na
Fundacao Hospital Adriano Jorge (FHAJ) por bdcio.

A coleta e 0 armazenamento destes fragmentos tireoidianos auxiliardo na execugdo de
trabalhos cientificos relacionados a bocios, possibilitando a criagdo de multiplas linhas de
pesquisa e fortalecimento das ja existentes na area da genética em satide humana.

Descricdo do procedimento: Durante a tireoidectomia realizada na FHAJ, serad
acessada a regido anterior do pescogo, através da mesma incisdo realizada pelo cirurgido,
expondo a glandula tireoide, seus ligamentos e nervos para posterior retirada exclusivamente
do tecido tireoidiano, sem possibilidades de reconhecimento futuro da identidade.

Passiveis riscos e/ou desconfortos: a coleta do material serd realizada da peca
cirurgica ja retirada no ato operatorio, assim, a coleta do material em si, ndo lhe trard riscos
nem outros danos.

Para mais informacoes:
Prof. Joao Bosco Lopes Botelho, Tel.: (92) 99183-8680. Escola Superior de Ciéncias da
Saude da Universidade do Estado do Amazonas. Av. Carvalho Leal s/n.

Declaro consentimento em participar deste Projeto, autorizando a retirada do material
necessario segundo as condi¢des a mim explicadas por esse termo.
Declaro ainda estar ciente de que esta pesquisa tem finalidade cientifica, que a

participag@o tem carater voluntario, e que as identidades dos voluntarios serdo mantidas em
total sigilo por tempo indeterminado, tanto pelo executor como pela institui¢do onde sera
realizada. Os resultados dos procedimentos executados na pesquisa serdo analisados e
alocados em tabelas, figuras ou graficos e divulgados em palestras, conferencias, periddicos
cientifico ou outras forma de divulgacdo que propicie o repasse dos conhecimentos para a
sociedade e para autoridades normativas em saide nacionais ou internacionais, de acordo
com as normas/ leis regulatorias de prote¢do nacional e internacional.

Também estou ciente de que a participacdo neste trabalho ndo trard danos, além dos
previstos neste termo, € que em qualquer momento eu poderei obter esclarecimentos sobre
todos os procedimentos utilizados na pesquisa ou retirar seu consentimento em qualquer fase
da pesquisa, sem prejuizo fisico, material ou moral.

Manaus, de de

Assinatura do doente/responsavel

Pesquisador responsavel
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ANEXO 3 — Detalhamento do Banco de Tecidos de Tireoides Normais e com B/6cio da

localizado na Universidade Federal do Amazonas /UFAM:

Localizagao:
O BTTNB/UFAM esta localizado na sala de Criopreservagdo no Laboratério de Biotecnologia
no Minicampos da Universidade Federal do Amazonas (UFAM), em Manaus/AM.

Forma de Armazenamento dos tecidos:
Os tecidos frescos de bocios foram colocados em microtubos de 1,5 ml, individualizados e

identificados por regido da coleta estdo sob conservagao a — 800C.

Responsaveis pelo BTTNB/UFAM:
O pesquisador responsavel pela formacdo do BTTNB/UFAM ¢ o Prof. Dr. H.C. Jodo Bosco

Lopes Botelho/BIOTEC/UFAM, e o pesquisador responsavel pelo armazenamento ¢ o Prof.
Dr. Spartaco Astolfi Filho/BIOTEC/UFAM e Dra. Enedina Nogueira de Assuncao.

Local de obtencdo das amostras para o BTTNB
As amostras foram obtidas diretamente do centro cirirgico da FHAJ, logo ap6s a cirurgia da

tireoide (tireoidectomia).

Transporte das amostras:
Imediatamente apds a coleta dos fragmentos no Centro Cirurgico da FHAJ, os microtubos com
as amostras frescas foram devidamente acondicionados e transportados em recipiente proprio

com nitrogénio liquido.
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ANEXO 4 - Resultado dos Exames Histopatoldgica das pecas cirurgicas

Descrigao histopatologica pegas cirurgicas dos Bocios:

Paciente 1 (21) — M. J. O.B.

Macro: Tireoide com o LD medindo 5,0 x 3,5 x 2,0 cm, LE globoso, medindo 8,0 x 5,5 x 5,0
cm, o lobo intermediario medindo 2,5x 1,5cm. Aos cortes o LD é multinodular com os ndédulos
constituidos por material gelatinoso com aspecto coloide. O LE ¢ uma unica formagao globosa
encapsulada, com aspecto gelatinoso, o lobo intermedidrio com formac¢ao nodular brancacenta
fibrosa, medindo 1,0 cm de didmetro.

Micro: os cortes mostram tireoide exibindo neoplasia pela proliferagdo de foliculos de
didmetros variados, ora revestidos por células pavimentosas, ora por células cubicas, de

permeio a tecido conjuntivo frouxo. Conclusdo: Adenoma Folicular de tireoide (LE)

Paciente 2 (28) — E. S. S.

Macro: Tireoide pesando 30 g LD medindo 6,0 x 5,0 x 3,0 cm ¢ o LE 4,0 x 3,0 x 1,0 cm.
Apresentam superficie nodular acastanhada e firme. Os cortes no LD mostra capsula delgada,
superficie exibindo diminutas cavitagdes cisticas de parede espessa e brancacenta. Os cortes do
LE evidencia superficie uniforme e translticida.

Micro: os cortes mostram tireoide exibindo proliferacdo de foliculos com didmetros variados,
ora revestidos por células cubicas, ora por células pavimentosas, albergando na luz substancia
coloide. No estroma observa-se septos de tecido conjuntivo de permeio a linfocitos, histiocitos
e hemossiderofagos. Em outras areas nota-se tireoide exibindo neoplasia constituida pela
proliferacdo de foliculos de didmetro variado, revestidos ora por células pavimentosas, ora por
células cubicas, de permeio a tecido conjuntivo frouxo.

Conclusido: Hiperplasia Multinodular da tireoide (Bécio Adenomatoso) com area de

Adenoma Folicular (LD).

Paciente 3 (29) - V. A. C.

Macro: Tireoide pesando 220 g, o LE medindo 12,0 x 6,5 x 6,0 cm e 0o LD: 6,0 x 5,0 x 3,0 cm,
com superficie externa lisa, bocelada. Apresentam superficie nodular acastanhada e firme. Ao
corte vé-se capsula delgada, nédulos de diametros diversos, ora translticidos, ora enegrecidos,
medindo em media 1,0 cm de diametro. LD os cortes mostram nodulos bem individualizados
translacidos.

Micro: os cortes mostram tireoide exibindo proliferacdo de foliculos com didmetros variados,

ora revestidos por células cubicas, ora por células pavimentosas, albergando na luz substancia
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coloide. No estroma observa-se septos de tecido conjuntivo de permeio a linfocitos, histiocitos

e hemossider6fagos. Conclusao: Hiperplasia Multinodular da tireoide (Bécio Adenomatoso)

Paciente 4 (30) - MLE.L.M.

Macro: tireoide constituida por LE, LD e Istmo medindo em conjunto 7,0 por 5,5 por 2,5 cm,
pesando 30 g, coloragdo pardo clara, superficie lobulada e capsula réta na porcao inferior do
LE, assim como na borda inferior do istmo. Os segmentos medem A-LE 4,0 x 2,5 x 2,5 cm, o
B-LD 3,0x2,5x2,0cm, e C—14,5x4,0x2,5cm. Aos cortes do LE parénquima pardo escuro
com nodulo sélidos complexos bem delimitados, contendo 4areas solidas e areas cisticas
preenchidas por coloides densos, medindo 1,5 cm no maior eixo. O Istmo parénquima pardo
escuro com nddulos complexos bem delimitados, contendo 4reas sélidas e areas cisticas
preenchidas por coloides densos, medindo 3,0 cm no maior eixo. O LD parénquima pardo
escuro, com nodulos complexos bem delimitados, contendo areas solidas e areas cisticas
preenchidas por coloides densos, 1,0 cm no maior eixo.

Micro: os cortes mostram tireoide exibindo proliferacao de foliculos com didmetros variados,
ora revestidos por células cubicas, ora por células pavimentosas, albergando na luz substancia
coloide. No estroma observa-se septos de tecido conjuntivo de permeio a linfocitos, histiocitos

e hemossider6fagos. Conclusao: Hiperplasia Multinodular da tireoide (Bécio Adenomatoso).

Paciente 5 (31) - G.K.L.R.

Macro: tireoide constituida por LE, LD e Istmo medindo no conjunto 7,0 x 6,5 x 3,5 cm,
pesando 70 g, coloragcdo pardo escura, superficie lobulada e capsula fibrosa integra. Os
segmentos medem A-LE 5,0 x 2,8 x 2,5 cm, 0 B-LD 5,0 x 3,5x2,5cm, e C-15,0x3,5x
3,0cm.

Micro: aos cortes do LE parénquima pardo escuro com nodulo s6lido bem delimitado, medindo
1,0 cm no maior eixo. O istmo apresenta-se de coloragdo pardo clara subvertido por nédulos
complexos com areas irregulares preenchidas por material coloidal &mbar. O LD tem coloracao
pardo escura, superficie multinodular medindo a maior 1,5 cm.

Conclusiao: Produto de tireoidectomia total, Carcinoma Papilifero medindo 1 cm de didmetro,

nio encapsulado, localizado em LD. Auséncia de invasdo linfatica, vascular ou de extensio

extratireoidiana. Margens cirurgicas livres. Tecido adjacente com Adenoma Folicular e

Hiperplasia Multinodular da tireoide (Bocio Adenomatoso).
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ANEXO 6 — Procedimento e as solucdoes empregadas no protocolo para extracio de

histonas:
(Autor: Spartaco Astolfi, Enedina Assung¢do, 2015)

Procedimento:

Fragmentacdo das amostras — com auxilio de pingas e laminas de bisturi, as amostras foram

cortadas e colocadas em pequenos envelopes de papel aluminio (dobrados a mao) e fechados.
Com auxilio de uma pinga longa, foram submergidos em almofariz preenchida com nitrogénio
liquido. Apds o congelamento pelo nitrogénio, ainda dentro do papel aluminio, as amostras de
tecido eram rapidamente pulverizadas por processo manual por meio de um bastao.

Identificacdo das amostras — as amostras foram colocadas em microtubos de 1500 pL que

foram devidamente identificadas com o numero do registro do BTTNB e com as iniciais da
regido da tireoide a que pertenciam, sendo mantidas constantemente em gelo.

Adicdo de solucao tampdo BET — foram adicionadas aos microtubos com as amostras

pulverizadas, 500 puL de tampao BET, e homogeneizada no préprio tubo com auxilio de um
pistilo fino, e depois mantidas em gelo por 5 a 10min.

Primeira centrifugacdo — logo apds o descanso no gelo, os tubos foram centrifugados a 2000g

a 4°C por 5 minutos, com descarte do sobrenadante.

Nova adicao de solucdo tampdo BET — no sedimento residual dos tubos foram adicionados

novamente 500 pL de tampao BET, sendo homogeneizados com o auxilio de um pistilo fino,
permanecendo outra vez no gelo por mais 5 a 10 min.

Segunda centrifugacdo — os tubos foram centrifugados a 2000 g a 4 °C por 5 minutos, com

descarte novamente do sobrenadante, sendo reservado o sedimento.

Ressuspensdao em solu¢do HE - nos sedimentos residuais dos tubos, onde estavam as histonas,

foram colocados 120 pL de solugdo de extracdo de histona (HE), e feita a ressuspensdo,
permanecendo os tubos em gelo por mais 30 minutos. A cada 5 minutos eram homogeneizados
suavemente no proprio tubo, com auxilio do pistilo fino.

Terceira centrifugacdo — os tubos foram centrifugados a 12.000 g por 5 minutos a 4 °C.

Subdivisdo do sobrenadante em aliquotas — a subdivisdo foi feita em trés aliquotas de 100 pL

(aliquota 1, 2 e 3 de cada amostra de tecido), sendo descartado o sedimento.

Adicdo de acetona —nas aliquotas 1, 2 e 3 foram adicionados individualmente 1 mL de acetona,

permanecendo as amostras em -20 °C overnight.
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Quarta centrifugacdo - no dia seguinte, os tubos foram centrifugados 12.000 g/10 min, com

descarte cuidadoso do sobrenadante outra vez.

Secagem e armazenamento dos pellets — secos os pellets, foram em seguida, estocados a -80

°C. Ao serem utilizadas, foram ressuspensas em 100 pL de H>O milli-Q estéril.

Solugdes empregadas no Protocolo:

1. Tampao fosfato-salina (PBS): 800 g NaCl (cloreto de so6dio), 20 g de KCl (cloreto de
potéssio), 144 g de Na2HPO4 - 2H20 (fosfato de sodio dibasico dodeca-hidratado) e
24 g de fosfato de potassio monobasico (KH2PO4) em 8L de 4gua destilada, levar em

autoclave a 121 °C, com pressdo de 1 atm por 20 minutos, e estocado a 4 °C.

2. Tampao de extracdo BET (Triton Extraction Buffer): PBS pH 7.4 ajustado com
hidroxido de sdédio (NaOH) + TRITON x100 0,5 % (C34H62H11) - surfactante ndo
i6nico + PSMF 2 mM, 0,02 % (v/v) de NaN3 (azida de s6dio), numa densidade de célula
de 107 células/ml.

3. Solucdo de extracdo de histona (HE): composta por glicerol 10% + HCIl (acido

cloridrico) 0,5 M e 2-mercaptoetilamine-HCI. 0,1 M
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ANEXO 7 - Fluxograma do método de quantificacio de Histonas

Fluxograma do método de quantificacdo de metilagdo de Histonas EpiQuik™ Global Pan-
Methyl histonas H3-K4 / H3-K9/ H3-K27 Quantification kit (Colorimétrico) - com adaptagado
feita a partir do site da Epigentek, 2015 (Figura 14).

Obs.: O procedimento metodologico foi realizado para cada tipo especifico de histona estudada,

e em placas e anticorpos especificas para cada tipo, conforme recomendacdes do fabricante.

Pan-meH3-K4
vinculada aos pogos
para o ensaio

extratosdehistona = Desagregacdo do tecido
liofilizados — @ ou lise celular
, lisados de
. tecido ou célula
Ressuspengaoem
H,0 milli-Q estéril @

Adicionar o anticorpo de

Procedimento Esquematico para deteccio apds lavagem

quantificar as histonas

EpiQuik Global Pan-Methyl Histone H3K4
EpiQuik Global Pan-Methyl Histone H3K9
EpiQuik Global Pan-Methyl Histone H3K27
Quantification Kit (Colorimétrico)

) Adicionarasolucdo para
o desenvolvimento da cor
e medira absorbancia

Figura 14. Fluxograma do método de quantificagdo colorimétrica de metilagdo EpiQuik® Global Pan-
Methyl histonas H3-K4 / H3-K9/ H3-K27 Quantification kit (Colorimétrico). Fonte: extraido e adaptado
do site da Epigentek, 2015
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ANEXO 8 — Procedimento de Extracio do DNA/Preparo das Amostras

Fragmentacio e digestio:

Fragmentacio: com auxilio de pingas e laminas de bisturi, as amostras de tecidos de tireoide
foram cortadas e acondicionadas em pequenos envelopes feito a mao de papel aluminio, para
serem facilmente submergidas com auxilio de uma ping¢a em almofariz com nitrogénio liquido,
sendo congeladas e rapidamente pulverizadas por processo manual (utilizando um pistilo), e
colocadas em tubos de microcentrifuga estéril devidamente identificados com o numero do
registro no BTTNB e regido da tireoide a que pertenciam, sendo mantidas o tempo todo em

gelo. As amostras tinham aproximadamente 25 mg de tecido pulverizado.

Digestao pela Proteinase K: utilizada para uma eficiente lise de tecidos/células, sendo
adicionado 180 pL de tampdo de digestdo Genomic PureLink® e 20 pL de Proteinase K
(fornecido com o kit) a cada amostra, com o tecido ficando completamente imerso na mistura
tampao, e foram bem misturados com vortex, e em seguida Incubados a 55 °C, com vortex
ocasional até que a completa lise (1- 4 horas).

Para remover qualquer material particulado, o lisado foi centrifugado na velocidade maxima
durante 3 minutos a temperatura ambiente, e o sobrenadante transferido para um novo tubo de

microcentrifuga estéril.

Digestiao pela RNase A: foi adicionado 20 pL de RNase A (fornecido no kit) ao lisado, e
misturado bem por meio de um breve vortex, e incubado a temperatura ambiente durante 2
minutos. Em seguida, foram adicionados 200 puL do tampao PureLink® Genomic Lysis /
Binding Buffer e misture bem por vortex, e adicionados 200 pL. 96-100% de etanol ao lisado, e

bem misturado por vortex por 5 segundos.

Procedimento de purificacio usando colunas de rotagdo: Tampdes e tubos com colunas:
PureLink® Genomic Wash Buffers 1 e 2 / PureLink® Genomic Elution Buffer / Colunas de
rotagdo PureLink® em microtubos / microtubos PureLink®

Obs.: Antes de iniciar o procedimento foi adicionado etanol (96-100%) nos tampdes de lavagem
segundo o rotulo: PureLink® Genomic Wash Buffer I e PureLink® Genomic Wash Buffer 2, e

foram armazenados a temperatura ambiente.
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Ligacao do DNA:

1. Selecionada a coluna de rotagdo PureLink®.

2. Em seguida, foi adicionado o lisado (~ 640 pL) a coluna de rotagdo PureLink® e
centrifugado a 10 000%g durante 1 minuto a temperatura ambiente.

3. Descartado o tubo de baixo, recolhendo apenas a coluna, sendo colocada em um
microtubo.

4. Foram adicionados ao novo microtubo com a coluna 500 pL de tampao de lavagem 2.

5. Em seguida, o microtubo com a coluna foi centrifugado a velocidade méaxima durante 3

minutos a temperatura ambiente. Descartado outra vez o tubo de baixo.

Eluicao:
1.Colocada a coluna de rotacdo em um tubo esterilizado de microcentrifuga de 1,5 mL
2. Adicionado 30 pL de PureLink® Genomic Elution Buffer a coluna.
3. Os tubos foram incubados a temperatura ambiente durante 1 minuto.
4. Centrifugados a velocidade maxima durante 1 minuto a temperatura ambiente.

5. Finalizado com o tubo contendo o DNA purificado. Removido e descartada a coluna.

Resumo do procedimento metodoldgico (Figura 15):

w | | w0 | |

> > > Dowpst(eam
applications
—
7 b4 7
Sample preparation DNA binding Washes Elution

and pretreatment

Figura 15. Procedimento para extragdo de DNA gendmico orientado pelo fabricante do PureLink (Invitrogen,
cat. no. K1820-02). Fonte:https://www.thermofisher.com/order/catalog (ultimo acesso 02/07/2017
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ANEXO 9 - Quantificacao do DNA gendmico

Técnica empregada foi por quantificagdo por espectrofotometro Nanodrop® (Thermo
Scientific®) — Etapa refeita no Laboratério de Tecnologia do DNA/CAM/UFAM Biochemistry
Department at Ponce Health Science University, Ponce/Porto Rico, 2016

1. Iniciamos com o preparo da solucdo de trabalho (Working Solution) com o fluoréforo
na proporgao de 1:200.

2. Na quantificagdo usamos uma curva padrao com valor de 0 a 200, com duas solu¢des
padrdo, na quantidade de 10 pL do padrao e 190 pL da solucdo de trabalho (W#S).

3. Foram adicionados 10 mL de cada solug¢do padrao Nanodrop® ao tubo apropriado, e
colocado em vortex por 2-3 segundos, com devidos cuidados para evitar bolhas
(utilizando pipeta de precisdao). Foram pipetados nos tubos 199 pL da solugdo e 1 uL do
DNA extraido de cada amostra ndo diluido.

4. Iniciados os procedimentos no aparelho para a devida leitura e calibracao (Figura 16).

Resultado:

M12345678 9101112131415161718 M19202122 2324252627282930313233343536

12.000

2,000
1650

1.000

100

Figura 16: Perfil eletroforético das amostras de DNA de bocio. Fonte: Laboratorio de Tecnologia do
DNA - CAM/UFAM, 2016.
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ANEXO 10 - Procedimento da Analise Quantitativa da Metilagao Global do DNA:

Procedimento:

1.

As amostras de DNA genomico liofilizadas foram ressuspensas em H20 milli-Q estéril,
e em seguida colocadas na placa de ELISA com pocos de 350 pL, distribuidas
obedecendo uma sequencia esquematica (Figural9), com a primeira tira sendo
reservada as solucdes padroes de negativo e branco.

Para o controle negativo utilizamos 20 pg/mL do ME3 - um polinucleotideo nao
metilado contendo 50 % de citosina, Teste branco que consiste na adi¢do somente do
tampao com o objetivo de avaliar se houve contaminacdo durante o experimento. Na
sequencia, foram colocados em 10 pocos a Curva padrao (concentragdes crescentes e
conhecidas do antigeno empregado), como padrdo de comparagdo para deduzir as
quantidades de antigenos nas solugdes-testes.

O teste foi feito em duplicata, para que houvesse o controle dos erros de manuseio. A
média dos resultados foi avaliada e ndo houve diferenca significativa.

Inicialmente na placa, foi colocada solugdo tampdo (saturada) do Kit contendo o
primeiro anticorpo em concentragdo conhecida e suficiente para adsorver nos pocos da
placa.

Logo depois, os pocos foram lavados com tampao de lavagem, e ao retirar o tampao, o
anticorpo fica aderido a placa.

Foi adicionada a solugdo contendo proteina de alto peso molecular, como a BSA
(Albumina de Soro Bovino), com o objetivo de bloquear as areas onde os anticorpos
ndo aderiram a placa (sitios inespecificos).

Em seguida, os pocos foram lavados vinculados aos anticorpos de captura e detecgdo
por 1,5 horas, onde as Ilhas CpG metiladas foram comprovadas apds incubagdo com os
anticorpos de captura for 30 minutos, seguidos da incubagdo com o Ac de detec¢ao por

mais 30 minutos, tampdes e reagentes sobre microplacas de 96 pocos.
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Desenho e foto respectivas da configuracao da distribuicdo das amostras e dos controles

nos pogos na placa de ELISA, as fotos referentes ao experimento e as fotos do fluxo do

procedimento em bancada até a leitura colorimétrica (Figura 17).
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Figura 17. Procedimento da analise da Metilagdo Global do DNA em placa/leitor de ELISA desenho:
Jezini, DL. 2017 e Fotos retiradas nas dependéncias da Ponce Health Science University, Ponce/Porto
Rico, 2016 (ME3 (20 pg/ml de controle negativo, C (curva padrio), 21, 28, 29, 30 e 31 (amostras).
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ANEXO 11 - Fluxograma da metodologia colorimétrica de ELISA para a quantificacio

de metilagio do DNA detalhada abaixo, com adaptacao feita a partir do site da Epigentek

(Figura 18).

—
, extraido e preparado
l“
Colocar o DNA + ensaio
Nnos pPogos

DNA genOGmico

Lavar os pogos, depois adicionar
o anticorpo de captura

Lavar os pocos, depois adicionar
0 anticorpo de deteccaoe

aumentar a solugcdo

Adicionar solucao de
desenvolvimento de cor, em
seguida, medir a absorbancia

Adaptado de http://www.epigentek.com/

Figura 18: Fluxograma do método de quantificacdo de metilagdo do DNA
genomico utilizando a técnica em ELISA no kit de Quantificagdo de

Metilagdo MetilFlash®. Fontes: Jezini, D.L.
Fonte: adaptado de http//www.epigentec.com/ (acessado em abril/2016).
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Resultado da Quantificagdo de DNA genomico das amostras de bocio utilizando Nanodrop® detalhadas pelos

numeros BTTNB.
#|Sample ID |User name|  Date and Time | Nucleic Acid | Unit |/A260 (Abs) |/A280 (Abs) |260/280 260/230| Sample Type Facto
1 23 LME MB Core 9/30/2016 4:36:37 PM 72.3 pg/ml 1.447 0.796 1.82 1.56 DNA 50.00
2 23LMD MB Core 9/30/2016 4:40:20 PM 101.1 pg/ml 2,023 1.148 1.76 1.55 DNA 50.00
3 23 LMD* MB Core 9/30/2016 4:41:57 PM 70.5 pg/ml 1.410 0.780 1.81 1.75 \DNA 50.00
4 28 LSE MB Core 9/30/2016 4:43:56 PM 46.4 'ug/ml 0.927 0.520 1.78 1.65 DNA 50.00
5 28 LMD MB Core 9/30/2016 4:45:27 PM 53.7 ‘ug/ml 1.074 0.617 1.74 1.32 DNA 50.00
6 281S MB Core 9/30/2016 4:46:11 PM 45.1 pg/ml 0.902 0.523 1.73 1.42 DNA 50.00
7 29 LSD MB Core 9/30/2016 4:46:47 PM 40.1 pg/ml 0.802 0.477 1.68 1.66 DNA 50.00
8 2811 MB Core 9/30/2016 4:47:28 PM 56.7 pg/ml 1.133 0.600 1.89 1.36 DNA 50.00
9 281I12nd |MBCore 9/30/2016 4:48:19 PM 77.1 pg/ml 1.542 0.883 1.75 1.66 DNA 50.00
10 28 LID MB Core 9/30/2016 4:49:09 PM 46.9 pg/ml 0.937 0.579 1.62 1.07 DNA 50.00
11 28 LIE MB Core 9/30/2016 4:49:43 PM 62.5 pg/ml 1.250 0.717 1.74 1.82 DNA 50.00
1228 LME MB Core 9/30/2016 4:50:36 PM 73.3 pg/ml 1.466 0.820 1.79 1.95 DNA 50.00
13129 LSE MB Core 9/30/2016 4:51:35 PM 36.2 'ug/ml 0.725 0.485 1.49 1.01 IDNA 50.00
1429 LSD MB Core 9/30/2016 4:52:10 PM 33.9 pg/ml 0.679 0.445 1.53 1.12 DNA 50.00
152911 MB Core 9/30/2016 4:52:52 PM 51.1 ‘ug/ml 1.021 0.615 1.66 1.19 DNA 50.00
1629 LID MB Core 9/30/2016 4:53:33 PM 63.9 \Hg/ml 1.278 0.740 1.73 1.65 'DNA 50.00
17 29 LIE MB Core 9/30/2016 4:54:11 PM 115.8 pg/ml 2.316 1.307 1.77 1.49 DNA 50.00
1829 LME MB Core 9/30/2016 4:54:56 PM 68.8 ‘ug/ml 1.376 0.793 1.74 1.46 DNA 50.00
1929 P MB Core 9/30/2016 4:55:32 PM 32.5 pg/ml 0.649 0.391 1.66 1.57 DNA 50.00
20 30 LSE MB Core 9/30/2016 4:56:11 PM 48.2 ‘ug/ml 0.964 0.562 1.72 1.37 DNA 50.00
2130 LMD MB Core 9/30/2016 4:56:51 PM 90.5 pg/ml 1.810 1.008 1.79 1.66 DNA 50.00
2230 IS MB Core 9/30/2016 4:57:29 PM 87.1 pg/ml 1.743 1.443 1.21 0.77 DNA 50.00
23 30 LSD MB Core 9/30/2016 4:58:01 PM '100.0 pg/ml 1.999 1.104 1.81 1.67 DNA 50.00
2430 I MB Core 9/30/2016 4:58:37 PM 44.6 ug/ml 0.893 0.554 1.61 1.00 DNA 50.00
2530 LID MB Core 9/30/2016 4:59:11 PM 44.9 pg/mil 0.897 0.538 1.67 1.21 DNA 50.00
26 30 LIE MB Core 9/30/2016 4:59:53 PM 55.4 pg/ml 1.107 0.643 1.72 1.56 DNA 50.00
2730 LME MB Core 9/30/2016 5:01:43 PM 54.0 ‘pg/ml 1.080 0.602 1.79 1.46 DNA 50.00
28 31 LSE MB Core 9/30/2016 5:03:48 PM 66.2 pg/ml 1.323 0.742 1.78 1.52 DNA 50.00
29 31 LMD MB Core 9/30/2016 5:04:47 PM '105.9 pg/ml 2.117 1.149 1.84 1.94 DNA 50.00
30»31 IS MB Core »9/30/2016 5:05:34 PM ‘56.8 »ug/ml 1.136 0.651 1.75 1.80 'DNA 50.00
3131 LSD MB Core 9/30/2016 5:06:17 PM 34.0 ug/ml 0.679 0.403 1.68 1.49 DNA 50.00
323111 MB Core 9/30/2016 5:07:16 PM 123.3 pg/ml 2.466 1.350 1.83 1.97 DNA 50.00
3331LD MB Core 9/30/2016 5:08:14 PM 101.4 pg/mil 2.028 1.108 1.83 1.86 DNA 50.00
3431 LIE MB Core 9/30/2016 5:09:35 PM 80.4 pg/ml 1.609 0.909 1.77 1.61 DNA 50.00
3531 LME MB Core 9/30/2016 5:10:21 PM 132.4 pg/ml 2.648 1.437 1.84 1.80 DNA 50.00
36 29 LMD MB Core 19/30/2016 5:11:18 PM ‘5.5 ‘ug/ml 0.111 0.076 1.45 121 DNA 50.00
3729MD 2nd MBCore  9/30/2016 5:12:18 PM 5.6 ug/ml 0.113 0.084 1.34 1.22 DNA 50.00
38 29 LME MB Core ‘9/30/2016 5:13:37 PM 354 \Uglml 0.709 0.382 1.85 1.73 DNA 50.00
3921 LID MB Core ‘9/30/2016 5:14:43 PM ‘53.5 ug/ml 1.072 0.595 1.80 1.76 DNA 50.00
40 21 IS MB Core 19/30/2016 5:15:42 PM 49.9 ‘ug/ml 0.999 0.557 1.79 1.51 DNA 50.00
42111 MB Core ‘9/30/2016 5:16:31 PM 853 ug/ml 1.706 0.896 1.90 1.83 DNA 50.00
4221 1SD |MB Core \9/30/2016 5:17:10 PM '80.5 ‘\pg/mIAl.GOQ 0.830 |1.94 1.86 DNA 50.00
43121 LIE MBCore  9/30/2016 5:17:57 PM 32.8 ug/ml 0.655 0.372 1.76 1.49 DNA 50.00
44 21 LSE MBCore  9/30/2016 5:18:40 PM 120.4 \pg/ml 2.408 1.205 2.00 1.94 DNA 50.00

10mm Absorbance

220

230

240

260

280 290
Wavelength (nm)

270

330

340

Fonte: Jezini, D.L. de Biochemistry Department at Ponce Health Science University, Ponce/Porto Rico,

2016.



ANEXO 13

123

Tabela 5: Resultado da leitura da absorbancia em espectrofotometro do percentual de pan-metilagdo da

5-mC DNA de amostras de bécio, estratificada por area de tireoide.

ID Number Value 1 Value 2 Average Blank 5-mC(ng) 5-mC %DNA Methylated
23 LME 1,567 1,628 1,5975 0,153 1,288409091 1,288409091
23 LMD 1,806 1,914 1,86 0,153 1,550909091 1,550909091
23 LMD 1,942 1,794 1,868 0,153 1,558909091 1,558909091
28 LSE 1,703 1,654 1,6785 0,153 1,369409091 1,369409091
28 LMD 1,517 1,341 1,429 0,153 1,119909091 1,119909091

2815 1,37 1,437 1,4035 0,153 1,094409091 1,094409091
28 LSD 1,448 1,474 1,461 0,153 1,151909091 1,151909091
2011 1,31 1,4 1,355 0,153 1,045909091 1,045909091
28 LID 0,608 0,705 0,6565 0,153 0,347409091 0,347409091
28 LIE 1,527 1,61 1,5685 0,153 1,259409091 1,259409091
28 LME 1,554 1,454 1,504 0,153 1,194909091 1,194909091
29 LSE 1,36 1,387 1,3735 0,153 1,064409091 1,064409091
29LSD 0,188 0,214 0,201 0,153 -0,108090909 -0,108090909
2911 0,294 0,385 0,3395 0,153 0,030409091 0,030409091
29LID 1,152 1,074 1,113 0,153 0,803909091 0,803909091
29 LIE 1,346 1,397 1,3715 0,153 1,062409091 1,062409091
29 LME 1,511 1,546 1,5285 0,153 1,219409091 1,219409091
29 LMD 2,441 2,315 2,378 0,153 2,068909091 2,068909091
29P 1,685 1,848 1,7665 0,153 1,457409091 1,457409091
30 LSE 0,671 0,671 0,671 0,153 0,361909091 0,361909091
30LMD 1,472 1,327 1,3995 0,153 1,090409091 1,090409091
301S 0,288 0,279 0,2835 0,153 -0,025590909 -0,025590909
30LSD 1,17 1,299 1,2345 0,153 0,925409091 0,925409091
3011 2,065 2,044 2,0545 0,153 1,745409091 1,745409091
30LID 1,64 1,827 1,7335 0,153 1,424409091 1,424409091
30 LIE 1,507 1,554 1,5305 0,153 1,221409091 1,221409091
30 LME 1,628 1,708 1,668 0,153 1,358909091 1,358909091
31 LSE 1,742 1,877 1,8095 0,153 1,500409091 1,500409091
31LMD 1,566 1,62 1,593 0,153 1,283909091 1,283909091
3118 1,526 1,465 1,4955 0,153 1,186409091 1,186409091
31LSD 1,531 1,793 1,662 0,153 1,352909091 1,352909091
3111 1,596 1,461 1,5285 0,153 1,219409091 1,219409091
31LID 1,501 1,441 1,471 0,153 1,161909091 1,161909091
31LIE 1,325 1,184 1,2545 0,153 0,945409091 0,945409091
31 LME 1,319 1,386 1,3525 0,153 1,043409091 1,043409091
21 LME 0,946 0,914 0,93 0,153 0,620909091 0,620909091
21LID 1,177 0,801 0,989 0,153 0,679909091 0,679909091
211S 0,974 1,519 1,2465 0,153 0,937409091 0,937409091
2111 0,929 0,852 0,8905 0,153 0,581409091 0,581409091
21LSD 0,957 0,756 0,8565 0,153 0,547409091 0,547409091
21LIE 0,458 0,58 0,519 0,153 0,209909091 0,209909091
21LSE 0,927 0,803 0,865 0,153 0,555909091 0,555909091

Fonte: Jezini, D.L., leitura da absorbancia em espectrofotometro. Biochemistry Department at Ponce
Health Science University, Ponce/Porto Rico, 2016.

Distribui¢ao da Metilagdo global do DNA comparada a variacdo tecidual do histopatoldgico

dos pacientes
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