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RESUMO

As formas familiares de carcinomas ndo-medulares da tirdide (Familial Nonmedullary Thyroid
Carcinoma - FNMTC) representam 5 a 10% das neoplasias da tir6ide. Foram ja mapeados 9 loci de
susceptibilidade para o FNMTC, no entanto, até a data, apenas os genes DICER1, SRGAP1, NKX2-1,
FOXE1 e HABP2 foram identificados. O envolvimento de diferentes loci sugere a existéncia de
heterogeneidade genética para o FNMTC, contudo, a sua base molecular, permanece essencialmente
desconhecida.

Através da sequenciacdo global do exoma, identificou-se uma nova variante (c.65C>T, p.T22l) no
gene C8orf48, que segregava com a doenca na familia. A proteina codificada pelo gene C8orf48
interage com proteinas envolvidas na via de sinalizacdo Wnt (WiNgless-Type MMTV integration site
family)..

Este projecto teve como objectivo a realizacdo de estudos funcionais para a variante p.T22l do
gene C8orf48, em diferentes modelos celulares [células humanas de carcinoma do colo uterino (HelLa),
células foliculares de tir6ide normal de Rattus norvegicus (PCCL3), fibroblastos embrionarios de Mus
musculus (NIH 3T3) e células humanas de carcinoma papilar da tiréide (TPC-1)].

Estudos em células NIH 3T3 sugeriram que a variante p.T22l (MUT) ndo promove a proliferacdo e
migracdo celular. Estes resultados poderdo estar relacionados com diferentes condicionantes
experimentais, podendo também dever-se a homologia de cerca de 60% entre o gene C8orf48 de
murganho (endégeno) e o gene C8orf48 humano.

Estudos preliminares sugeriram que a expressao exégena do gene C8orf48, em células NIH 3T3,
podera afectar a expressao da B-catenina, apoiando o seu envolvimento na via de sinalizagcdo Wnt. Em
ensaios preliminares realizados em células TPC-1, o silenciamento do gene C8orf48 induziu a
apoptose (tardia).

Em estudos futuros, sera importante prosseguir o estudo do efeito do silenciamento do gene
CB8orf48 e da sua sobre-expressdo (nas formas Wild type e MUT), na morte celular para identificar os
potenciais efectores celulares pré- e/ou anti-apoptéticos envolvidos neste processo, e na expressao da
B-catenina (via Wnt).

A clarificacdo do papel do gene C8orf48 podera contribuir para a compreensdo dos mecanismos
moleculares envolvidos na etiologia do FNMTC. A identificacdo de novos genes de susceptibilidade
para o FNMTC permitira a identificacdo precoce dos portadores de mutacdo, podendo ainda contribuir

para o desenvolvimento de novas estratégias terapéuticas.

Palavras-Chave: tiride, cancro, carcinoma nado-medular da tiréide familiar (FNMTC), C80rf48, ensaios

funcionais.
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ABSTRACT

The familial forms of non-medullary thyroid carcinoma (FNMTC) represent 5% to 10% of thyroid
carcinomas. Nine susceptibility loci have already been mapped, however, to date, only the DICER1,
SRGAP1, NKX2-1, FOXE1 and HABP2 susceptibility genes were identified. The involvement of distinct
chromosomal loci suggests the existence of genetic heterogeneity for FNMTC, however, its molecular
basis remains essentially unknown.

Using the new technology of Whole-Exome Sequencing (WES), we previously identified a novel
variant (c.65C>T, p.T22l) in the C8orf48 gene, which segregated with the disease in the family. The
C8orf48 encoded protein interacts with proteins involved in Wnt signaling pathway.

In this project, we aimed to perform functional studies of the C8orf48 p.T22I variant, in different cell
models [human cervix carcinoma cell line of (HeLa), normal thyroid follicular cells (PCCL3), mouse
embryo fibroblast cell line (NIH 3T3), and a human papillary thyroid carcinoma cell line (TPC-1)].

Studies performed with NIH 3T3 cells suggested that the p.T22l variant (MUT) does not promote
cell proliferation and migration. These results may be related to different experimental conditionings,
and may also be due to the homology of about 60% between the mouse C8orf48 gene (endogenous)
and the human C8orf48 gene.

Preliminary studies suggested that exogenous expression of the C8orf48 gene in NIH 3T3 cells
may affect the expression of B-catenin, supporting its involvement in the Wnt signaling pathway. In
preliminary assays performed in TPC-1 cells, we observed that C8o0rf48 gene silencing induced late
apoptosis.

In future studies, it will be important to continue the study of the effect of silencing the C8orf48
gene, and of its overexpression (in the Wild type and MUT forms), in cell death to identify potential pro-
and/or anti-apoptotic cell effectors involved in this process, and in the expression of B-catenin (Wnt
pathway).

Clarification of the role of the C80rf48 gene may contribute to the understanding of the molecular
mechanisms involved in the etiology of FNMTC. The identification of novel susceptibility genes for
FNMTC will allow the early identification of mutation carriers, and may contribute to the development of

new therapeutic strategies.

Key Words: thyroid, cancer, familial non-medullary thyroid carcinoma (FNMTC), C8orf48, functional

studies.
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1 Tumorigénese

z

A tumorigénese é um processo que envolve varias etapas, em que ocorrem alteracdes
genéticas, cuja acumulacdo leva a transformacdo progressiva das células normais em células
malignas (Spencer et al., 2006). Assim, o estudo da tumorigénese a partir de modelos animais e
humanos demostrou que o desenvolvimento de um tumor é feito de uma forma andaloga a evolucao
Darwiniana, na qual uma sucessédo de alterac@es genéticas conferem uma vantagem selectiva para a
célula, como por exemplo, estimulando a progressédo da célula no ciclo celular, induzindo invaséo e
mobilidade celular e altera¢gdes da morfologia celular, inibindo a morte celular, levando desta forma,
progressivamente, a transformacdo de células normais em células cancerigenas (Hanahan e
Weinberg, 2000; Baba e Cétoi, 2007; Hanahan e Weinberg, 2011).

AlteracBes em oncogenes, genes supressores de tumor e em genes responsaveis pela
reparacdo do DNA podem levar ao desenvolvimento tumoral (Vogelstein e Kinzler, 2004). Cerca de
90% das mutacBes que ocorrem nestes genes sdo somaticas, levando ao desenvolvimento de
tumores esporadicos, enquanto que cerca de 10% das mutacfes sdo germinais, estando associadas
a predisposicao hereditaria para o desenvolvimento de tumores (Vogelstein e Kinzler, 2004; Futreal et
al., 2004). Como ja foi referido, uma neoplasia ndo resulta de uma Unica alteracdo genética, pois as
células dos mamiferos possuem multiplos mecanismos que as protegem contra os efeitos
potencialmente letais das mutacfes em genes de susceptibilidade para o cancro, sendo assim
necessario um conjunto de alteracfes em oncogenes, em genes supressores de tumor e/ou em
genes de reparacdo do DNA para o desenvolvimento tumoral (Vogelstein e Kinzler, 2004).

Os oncogenes resultam de mutacdes activadoras de proto-oncogenes. As proteinas codificadas
por estes genes induzem a uma excessiva proliferacédo celular, levando ao desenvolvimento tumoral
(Lodish et al., 2004). Este tipo de mutacdes actuam de forma dominante, sendo necessaria apenas
uma mutacdo num dos alelos para conferir a célula uma vantagem selectiva no crescimento
(Vogelstein e Kinzler, 2004). A activacdo de oncogenes pode resultar de translocacdes
cromossOmicas, rearranjos entre genes, amplificacbes de genes ou de mutacbes pontuais
intragénicas (Vogelstein e Kinzler, 2004).

Os genes supressores de tumor codificam proteinas que inibem a proliferacdo celular. As
mutacdes que levam a perda de funcao destes genes actuam de forma recessiva, ou seja, ambos os
alelos devem estar inactivos para promover o desenvolvimento do tumor (Lodish et al., 2004).

Knudson, em 1971, formulou a hipétese two-hit para a inactivacdo dos genes supressores de
tumor (Figura I-1). De acordo com esta hip6tese, em individuos que herdassem uma copia mutada do
gene (o primeiro hit presente nas células germinais e, consequentemente, em todas as células do
individuo), seria apenas necessaria uma mutacao somatica que inactivasse a segunda copia do gene
(o segundo hit) para desencadear a tumorigénese por inactivacdo de um gene supressor de tumor.
Por outro lado, nos tumores esporadicos, para a inactivacdo de um gene supressor de tumor, seria

necessario que ocorressem duas mutac6es somaticas (Knudson, 1971). A inactivacdo da segunda
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copia do gene pode ocorrer através de diferentes mecanismos: mutacBes pontuais ou pequenas
delecBes que levam a perda da funcdo da proteina que é codificada pelo gene; grandes delecdes ou
guebras de cromossomas que envolvem o0 gene supressor de tumor e que levam a perda de
heterozigotia (LOH — Loss of Heterozygosity); recombina¢des somaticas em que a coOpia do gene
normal é substituida pela copia mutante; hipermetilacdo de promotores de genes que conduz ao seu

silenciamento transcripcional (Chial, 2008).
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Figura I-1 - Representacdo esquematica da hipdtese two-hit formulada por Knudson (adaptado de Gutmann,
2001).

Por fim, uma terceira classe de genes que estdo envolvidos no desenvolvimento tumoral sdo os
genes responsaveis pela reparacdo do DNA. A estrutura primaria do DNA esta constantemente
sujeita a alterac6es por metabolitos celulares e agentes exdgenos, que podem levar a alteracdes de
bases ou entdo provocar alteragcbes mais complexas, como dele¢Bes, fusbes, translocacdes ou
aneuploidias (Sancar et al., 2004). O reconhecimento do DNA alterado para iniciar uma resposta
molecular adequada pode ser feito por diversos mecanismos, tais como: a) reconhecimento directo;
b) reconhecimento por “multistep”; c¢) reconhecimento por “proxy”; d) reconhecimento dos
intermediarios da reparacdo do DNA (Sancar et al., 2004).

Relativamente as vias de reparacdo do DNA, estas podem ser dividas em cinco categorias: a)
Reparacao directa (DR - Direct Repair), por exemplo a reparacdo dos dimeros de pirimidina pela
enzima fotoliase; b) Reparacéo por excisédo de bases (BER - Base Excision Repair); ¢) Reparacéo por
excisdo de nucleétidos (NER - Nucleotide Excision Repair), sendo o principal mecanismo de
reparacdo o de remocdo de aductos de DNA formados pela exposicdo a radiacdo ou quimicos; d)
Reparacao do cross-link do DNA (Cross-link Repair); €) Reparacdo de quebras da dupla cadeia e da
Recombinacdo (Double-Strand Break Repair and Recombinational Repair) (Sancar et al., 2004;
Vogelstein e Kinzler, 2004).

Weinberg e Hanahan (2000 e 2011) propuseram que o0s tumores partiiham entre si dez

caracteristicas, isto €, dez capacidades distintas e complementares que possibilitam o
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desenvolvimento de uma neoplasia e a sua disseminacdo através de metastases (Hanahan e

Weinberg, 2011). Estas caracteristicas sdo as seguintes:

Sinalizacdo
proliferativa

permanente

Evasédo aos
inibidores de
crescimento

Capacidade de
invasao e
metastizacdo

Inducao da angiogénse

Capacidade replicativa
llimitada

Figura I-2 - Diagrama esquematico das capacidades adquiridas pelas células neoplasicas que possibilitam o
desenvolvimento e a disseminagéo dos tumores (adaptado de Hanahan e Weinberg, 2011)

* Sinalizacdo proliferativa permanente: Para proliferar, as células necessitam de sinais de

crescimento, garantindo assim a homeostasia celular e a manutencdo da estrutura dos tecidos,
sendo, portanto, um processo muito controlado. No entanto, as células tumorais possuem a
capacidade de manter a sua proliferacdo de forma ilimitada, uma vez que geram muitos dos seus
préprios sinais, tornando-se independentes do micro-ambiente que as rodeia. Através da
desregulacdo destes sinais, as células tumorais podem adquirir a capacidade de manter a sinalizagéo
proliferativa, a partir da producao de factores de crescimento que passam a activar permanentemente
0s receptores membranares, ou através de envio de sinais para estimular a proliferacdo de células
normais.

* Evasdo aos inibidores de crescimento: As células tumorais tém a capacidade de desenvolver

mecanismos envolvidos na capacidade de evaséo a sinais anti-proliferativos, que nas células normais
actuam como sinais de feedback negativo para manter a homeostasia.

* Resisténcia a morte celular programada (apoptose): A capacidade de expansédo das células

tumorais depende da razdo entre a taxa de proliferacdo e a taxa de apoptose. Assim sendo, as
células tumorais ndo adquirem apenas uma maior capacidade proliferativa, mas adquirem também
uma resisténcia intrinseca a morte celular para limitar ou evitar a apoptose. De forma alternativa, os
tumores podem alcancar os mesmos fins através do aumento da expressdo de reguladores anti-
apoptoéticos (como o gene BCL-2), de sinais de sobrevivéncia (IGF1/2), ou pela diminuicdo da
expressédo de factores pro-apoptéticos (genes BAX, BIM, PUMA).

» Capacidade replicativa ilimitada: As células normais apresentam uma capacidade replicativa

definida e controlada, devido a associacdo de duas barreiras para a proliferacdo: a senescéncia, que
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corresponde a uma entrada da célula num estrado nao-proliferativo mas viavel, e a crise celular, que
envolve a morte da célula. Neste sentido, € necessario que sejam inactivados mecanismos
intrinsecos das células, para que as células tumorais tenham a capacidade de se multiplicar
indefinidamente — imortalizacdo - levando a expansdo macroscoépica do tumor. Estudos demonstram
gue a maioria dos tumores apresentam os mecanismos de manutencdo dos telomeros activados,
(normalmente com actividade enzimatica da telomerase), assim como inactivacdo de determinados
genes e vias metabdlicas, como por exemplo, TP53 e RB/p16'NK4a, sendo ambos marcos de

imortalizacdo (Reddel, 1999).

* Inducéo da angiogénese: Para haver uma expansdo tumoral é necessario que haja uma rede

de vasos sanguineos que assegure as necessidades metabolicas destas células. As células tumorais
adquirem a capacidade de induzir a formagcdo de vasos sanguineos (processo designado por
angiogénese), de forma a sobreviverem. Nas células tumorais, a expressdo do gene VEGF-A,
responsavel pela codificacdo de ligandos envolvidos na inducdo da formacdo de novos vasos
sanguineos, durante o desenvolvimento embrionario e pds-natal, pode ser estimulada tanto por
hipoxia como pela sinalizagdo promovida por oncogenes.

e Capacidade de invasao dos tecidos e metastizacdo: No desenvolvimento da maioria dos

cancros, as células do tumor primario adquirem a capacidade de invadir outros tecidos, localmente
e/ou metastizando. A invasdo deve-se, em parte, a activacdo constitutiva ou transitéria de um
programa celular designado por transicdo epitélio-mesenquimatosa (EMT - Epithelial-Mesenchymal
Transition), no qual células epiteliais se transformam progressivamente em células mesenquimatosas.
Durante a EMT ocorre a supressdo da expressao da E-caderina e o aumento da expressdo de
proteinas, como a vimentina e a miosina, 0 que potencia a capacidade invasiva e metastatica dos
tumores. Deste modo, este mecanismo esta envolvido na aquisicdo de motilidade e de propriedades

invasivas e metastaticas.

Reprogramacao da Evasao oo sistema
energia metabdlica Imunitano

Instabilidade do genoma
€ mutagao

Figura I-3 - Diagrama esquematico das novas capacidades necessarias para a progressao tumoral (adaptado de
Hanahan e Weinberg, 2011).
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. Algumas caracteristicas referidas anteriormente podem
ser adquiridas pelas células tumorais a partir de uma sucessao de alteracdes que ocorrem nos seus
genomas. A capacidade que determinados genes apresentam para deteccao e correccdo de defeitos

de DNA permite que a frequéncia de mutacfes esponténeas seja reduzida durante cada geracao
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celular. Contudo, no processo de tumorigénese, a aquisicdo de mutacdes em diferentes genes ocorre
com uma frequéncia mais elevada. Um dos genes mais importantes a nivel dos sistemas de
reparacdo do DNA, e que se encontra alterado com maior frequéncia em cancro, é o gene supressor
de tumor TP53. Este gene, em resposta aos danos no DNA, estimula a paragem do ciclo celular ou a
apoptose.

* Inducdo de inflamacdo: Em condi¢cdes de inflamacdo, o microambiente adequado para o
desenvolvimento tumoral é favorecido, uma vez que sao produzidos factores de crescimento e de
sobrevivéncia que limitam a morte celular, enzimas que faciltam a angiogénese, invasédo e
metastizacdo a partir da modificacdo da matriz extracelular, e sinais que conduzem a activacao da
EMT.

* Reprogramacdo da energia metabdlica: Uma das caracteristicas essenciais do
desenvolvimento tumoral é a proliferacdo celular descontrolada, sendo necessario um ajuste do
metabolismo energético para a sustentacéo do crescimento e divisdo celular. Este metabolismo pode
ocorrer: em condicdes aerdbias, onde as células normais processam a glucose, primeiro para
piruvato, via glicélise no citoplasma e depois para diéxido de carbono na mitocéndria ou entdo em
condicdes anaerbbias, em que a glicélise é favorecida e pouco piruvato é transferido para a
mitocOndria. Verificou-se também que as células tumorais, na presenca de oxigénio, podem realizar a
glicélise, processo que passou a ser designado por “glicélise aerébica”. Esta alteracdo do
metabolismo deve-se principalmente ao aumento da expressdo de proteinas da via da glicélise e de
inibidores do metabolismo mitocondrial (Tennant et al., 2010).

* Evasdo do sistema imunitario: O sistema imunitario tem como funcdo a monitorizacdo e
vigilancia das células e tecidos, desempenhando funcdes que permitem a resisténcia e erradicacao
de grande parte das células tumorais, designada de imunidade anti-tumoral. Desta forma, para que
um tumor para se propague, necessita de mecanismos que blogueiem esta imunidade, como por
exemplo, adquirir a capacidade de desactivar componentes do sistema imunolégico. Um modelo
proposto recentemente sugere que esta evasdo ao sistema imune resulta da seleccdo de variantes

tumorais que sao resistentes a sua accao (Dunn et al., 2006; Kim et al., 2007).
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2 Embriogénese, anatomia e funcao da glandula tiroideia

O desenvolvimento da glandula tiroideia comeca na
terceira semana de gestacdo e termina na sétima semana.
Na terceira semana de gestacdo, a estrutura primordial da
glandula tiroideia desenvolve-se a partir da proliferacédo
epitelial na membrana da faringe primitiva, ocorrendo uma
invaginacdo da endoderme na mesma (Sadler e Langman,
2006).

designado por foramen cecum e durante a quarta semana

Este ponto de origem da glandula tiroideia é

até a sétima semana de gestacao, este tecido primitivo da
tirdide desce do osso hidide e cartilagens da faringe para
chegar a sua posicdo final pré-traqueal adulta (Hoyes e
Kershaw, 1985; Fancy et al., 2010).

Relativamente a anatomia da glandula da tiroideia, esta

glandula enddcrina localiza-se na regido cervical junto a

Glandula fr t
da tirdide \\ o y
5 ]
. Lobo

Lobo direito / N s
esquer
[ T Traqueia

Istmo

Cartilagem
da tirgide

Figura I-4-Localizagdo anatdmica
da glandula tiroideia.
(adaptado de
www.abc.net.au/health/library/stories/2

005/06/16/1831822.htm).

traqueia e é composta por dois lobos laterais unidos por um
istmo (Figural-4) (Hoyes e Kershaw, 1985). Em média, a glandula tiroideia pesa cerca de 15-25
gramas (g) nos adultos, contudo, o tamanho e aparéncia podem variar consoante 0 sexo, com a sua
actividade funcional, o seu estado hormonal e com a incorporacéo de iodo (Muro-Cacho e Ku, 2000).

Existem duas populacdes de células com maior importancia na glandula tiroideia: as células
foliculares e as células parafoliculares (células C) (Muro-Cacho e K. Ku, 2000). As células foliculares,
gue sdo o tipo celular mais abundante, sdo responsaveis pela formacdo de uma monocamada que
reveste os foliculos, sendo responsaveis pelo armazenamento de iodo e sintese de hormonas
tiroideias (Muro-Cacho e Ku, 2000; Kondo et al., 2006), enquanto que as células parafoliculares, que
se encontram entre os foliculos da tir6ide, tém a funcdo de produzir e secretar calcitonina, hormona
responsavel pela manutencéo dos niveis de célcio no sangue (Kondo et al., 2006).

As principais hormonas sintetizadas pelas células foliculares, também designadas por hormonas
tiroideias, sdo a triiodotironina (ou T3, uma vez que é composta por 3 atomos de iodo) e a tiroxina (ou
T4, por ser composta por 4 atomos de iodo), sob o controlo do eixo hipotalamo-hipéfise (Kondo et al.,
2006; Stathatos, 2012). Um dos mais importantes reguladores da funcéo da tiréide é a hormona TSH
(Thyroid-Stimulating Hormone) produzida pela hipéfise anterior, que é libertada pela influéncia das
hormonas TRH (Thyrotropin Realeasing Hormone) e das hormonas tiroideias, neste caso, por
feedback negativo (Figura I-5) (Kondo et al., 2006; Stathatos, 2012). As hormonas tiroideias t€ém um
efeito inibitério directo na producdo da hormona TRH. Contrariamente, baixos niveis destas hormonas
leva a um aumento da sintese de TRH no hipotadlamo, estimulo da producdo de TSH na hipdfise e,
consequentemente, estimulo da sintese e secrecdo das hormonas tiroideias pelas células foliculares.

As hormonas tiroideias desempenham um papel importante no metabolismo, crescimento, na

maturacdo de diferentes sistemas de érgaos, assim como no sistema cardiovascular, reprodutivo e



INTRODUCAO

sistema nervoso central (Gomberg-Maitland e Frishman, 1998; Spitzweg e Morris, 2002; Krassas et
al., 2010).

Hipotalamo

Foliculos
(50-500 um)

Colodide contendo iodo,

Hipéfise tiroglobina, T3 e T4

L v -
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Figura I-5 — Regulac@o hormonal dos eixos hipotalamo-hipéfise-tirdide (adaptado de Kondo et al., 2006).

O iodo é absorvido da circulacéo pela glandula tiroideia e figado. Um corpo de um individuo
saudavel contém cerca de 15 a 20 miligramas (mg) de iodo e 70-80% encontra-se na glandula
tiroideia para formar as hormonas tiroideias (Spitzweg e Morris, 2002; Chung, 2014). Na membrana
basolateral das células foliculares da tir6ide, um transportador especifico de iodo sodio-dependente
(NIS — Sodium lodide Symporter) permite que a absor¢éo de iodo para a glandula tiroideia ocorra, a

partir do plasma, por transporte activo (Spitzweg e Morris, 2002; Chung, 2014).

3 Neoplasias datiréide

Os tumores da tirdide sdo as neoplasias mais frequentes do sistema enddcrino e a sua
incidéncia tem aumentado continuamente durante as Ultimas trés décadas em todo o mundo (Curado
et al., 2007). Contudo, este aumento da taxa de incidéncia deve-se principalmente ao
desenvolvimento das técnicas de diagnéstico, como por exemplo, ecografia e biopsias aspirativas por
agulha fina (Figge, 2006; Morris et al., 2013).

Apesar destes tumores serem aqueles em que mais aumentou a incidéncia nas Ultimas décadas,
a incidéncia mundial do cancro da tirdide ainda é relativamente baixa e afecta com maior frequéncia

individuos com idade superior aos 45 anos (lto et al., 2013). O cancro da tiréide é trés a cinco vezes
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mais frequente em mulheres do que nos homens, e a incidéncia também é maior nas mulheres. A
razdo para esta diferenca é desconhecida, mas um aumento da prevaléncia de doencas da tir6ide em
mulheres e uma diminuicdo da diferenca de prevaléncia entre os sexos apos o inicio da menopausa
sugerem um papel fundamental para os estrogénios, tanto directa como indirectamente, através do
aumento dos niveis de TSH (Ito et al., 2013). Determinados factores sdo assim essenciais para o
desenvolvimento de carcinomas da tir6ide, como por exemplo, a idade, factores hormonais, genéticos
e ambientais (Figge, 2006). Os factores ambientais incluem: a) os efeitos genotoxicos do iodo
radioativo, isto é, efeitos que conduzem a danos no DNA, uma vez que a tirdide é dependente do iodo
obtido a partir do ambiente, e b) os efeitos ndo-genotdxicos, resultantes da deficiéncia em iodo
(DeLellis et al., 2004).

De acordo com a Organizacdo Mundial da Saude, os tumores da tiréide podem ser divididos em
tumores primarios, secundarios ou metastaticos, sendo os metastaticos mais raros (Nikiforov e Ohori,
2009). A maioria dos tumores primarios sdo tumores epiteliais formados a partir de células foliculares
da tiréide, designados por carcinomas ndo-medulares (NMTC - Nonmedullary Thyroid Carcinoma)
(Nikiforov e Ohori, 2009; Nikiforov e Nikiforova, 2011). Este tipo de tumores engloba os tipos mais
comuns de neoplasias da tirdide, tais como, os adenomas foliculares benignos (FTA — Follicular
Thyroid Adenoma), carcinomas foliculares (FTC — Follicular Thyroid Carcinoma) e carcinomas
papilares (PTC — Papillary Thyroid Carcinoma) da tirdide. Os FTC e PTC fazem parte do grupo dos
carcinomas bem-diferenciados da tirdide (WDTC — Well Differentiated Thyroid Carcinoma). Os
carcinomas pouco diferenciados (PDTC — Poorly Differentiated Thyroid Carcinoma) e anaplasicos
(ATC — Anaplastic Thyroid Carcinoma) também tém origem a partir das células foliculares. Diferentes
estudos apontam para que PDTC e ATC resultem da desdiferenciacdo de carcinomas foliculares ou
papilares (bem diferenciados), existindo também a possibilidade de surgirem de novo (Nikiforov e
Ohori, 2009; Nikiforov e Nikiforova, 2011) (Figura I-6 e Tabela I).

Carcinoma %

. -
o papllar " ‘\
- e ——— *—K\
»  Carcinoma pouco Carcinoma
diferenciado anaplasico

Célula folicular ™ Carcinoma _//,//

'. folicular "
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__,/
Adenoma -
Folicular
Carcinoma Carcinoma
Neoplasia bem pouco Carcinoma
benigna diferenciado diferenciado indiferenciado

Figura |-6 — Esquema da progressdo e desdiferenciacdo das células foliculares derivadas do cancro da tiréide
(adaptado de Nikiforov e Nikiforova, 2011).
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Tabela | — Esquema representativo dos diferentes tipos de tumores da glandula tiroideia

Neoplasias da Tiroide

_ _ Origem
Origem Folicular _
Parafolicular
) Tumores
Carcinomas Nao-Medulares (NMTC) _
benignos
Carcinomas bem-
diferenciados ) )
Carcinomas ) Carcinomas
(WDTC): Carcinomas
) ) Pouco . Adenomas Medulares (MTC)
Carcinoma Papilar _ ) Anaplasicos )
Diferenciados Foliculares (FTA)
(PTC) (ATC)
) (PDTC)
Carcinoma
Folicular (FTC)

O segundo grupo de neoplasias que ocorrem na glandula tiroideia e que representa uma minoria
dos tumores, designam-se por carcinomas medulares da tiréide (MTC — MedullaryThyroid Carcinoma)

e tém origem a partir das células parafoliculares da tir6ide (Muro-Cacho e K. Ku, 2000) (Tabela ).

3.1 Carcinomas medulares da tiréide (MTC)

O carcinoma medular da tiréide ¢ um tumor maligno que tem origem a partir das células
parafoliculares da tirdide e que representa menos de 10% das neoplasias da tiréide (Tabela II)
(DeLellis et al., 2004; Pacini et al., 2010). Macroscopicamente, os MTC apresentam uma consisténcia
firme, com uma cor branco-avermelhada e sdo bem delineados (DeLellis et al., 2004; Pacini et al.,
2010). Os MTC tendem a metastizar precocemente para os ganglios linfaticos e para o figado,
pulmdes e ossos (Pacini et al., 2010).

A maioria dos MTC séo esporadicos, contudo, 20 a 30% dos casos surgem no contexto de uma
sindrome hereditaria, sendo o0 modo de transmissdo autossémico dominante (DeLellis et al., 2004;
Pacini et al., 2010). Esta forma hereditaria estd habitualmente associada a neoplasias endécrinas
multiplas (sindrome MEN 2 - Multiple Endocrine Neoplasia type 2). A sindrome MEN2 é caracterizada
pela combinacdo de MTC com feocromocitomas e/ou tumores da paratiréide (hiperparatiroidismo)
(MEN 2A), ou de MTC com feocromocitomas, neuromas multiplos das mucosas e habito marfanéide
(MEN 2B). Os carcinomas medulares da tirdide familiares também podem surgir isoladamente na
auséncia de outras neoplasias (FMTC — Familial Medullary Thyroid Carcinoma) (Pacini et al., 2010). A
sindrome MEN 2A, MEN 2B e o FMTC resultam de mutacGes germinais que levam a um ganho-de-
funcao do proto-oncogene RET (REarranged during Transfection) (Pacini et al., 2010).

Os casos esporadicos de MTC representam 70 a 80% de todas as neoplasias medulares da
tirdide (DelLellis et al., 2004). Mutac6es somaticas no coddo 918 do proto-oncogene RET foram

identificadas em 25-33% nos tumores de doentes com MTC esporadico (Pacini et al., 2010), assim
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como no estudo realizado pelo nosso grupo, mutacdes somaticas no mesmo gene foram detectadas
em 64,7% dos tumores de doentes com MTC esporadico (Moura et al., 2009). O nosso grupo também
identificou mutacdes no gene RAS em 68% dos casos esporadicos negativos para mutacdes no gene
RET, e em apenas 2,5% dos casos esporadicos positivos para mutacdes no gene RET, sugerindo
gue a activagdo dos proto-oncogenes RAS e RET representam eventos genéticos alternativos para a

tumorigénese dos MTC esporadicos (Moura et al., 2011).

3.2 Adenomas foliculares datirdide (FTA)

O adenoma folicular é um tumor benigno homogéneo, redondo ou com uma estrutura oval, na
glandula tiroideia, que se encontra coberto por uma fina capsula fibrosa (DelLellis et al., 2004;
McHenry e Phitayakorn, 2011).

Os factores envolvidos no desenvolvimento dos adenomas foliculares sdo os mesmos que estao
envolvidos no desenvolvimento de carcinomas foliculares, como por exemplo, deficiéncia de iodo,
radiacdo e desenvolvimento de bocio endémico (DeLellis et al., 2004; McHenry e Phitayakorn, 2011).

A nivel genético, foram identificados rearranjos PAX8-PPARy (PAX8 — Paired Box 8; PPARy —
Peroxisome Proliferation-Activated Receptor type y) em cerca de 4-33% dos adenomas foliculares
(Marques et al., 2002; Castro P. et al., 2006; McHenry e Phitayakorn, 2011). PAX8 é um gene que
codifica uma proteina nuclear, que é um factor de transcricdo especifico da tirdide, e que esta
envolvido na diferenciacdo das células foliculares. A proteina de fusdo PAX8-PPARYy podera ter uma
funcdo oncogénica, dado que suprime a actividade wild type do gene PPARY, que tem a capacidade
de inibir a proliferacdo e promover a diferenciacdo das células tumorais (Marques et al., 2002).

Um estudo demonstrou que PAX8-PPARy aumenta a viabilidade das células da tiréide e causa
efeitos opostos na expressdo de genes especificos da tirdide, sugerindo que este rearranjo possa
contribuir para a transformacao maligna de células foliculares da tiréide (Espadinha et al., 2007).

Diversos estudos demonstram que a ocorréncia de mutacdes no gene RAS (Rat sarcoma virus
homolog) em adenomas foliculares é bastante frequente (23%-48%) (Figura I-7) (Nikiforova et al.,
2003; Castro P et al., 2006; Jeong et al., 2015).

3.3 Carcinomas ndo-medulares datiréide (NMTC)
Os carcinomas ndo medulares da tiréide tém origem nas células foliculares e representam

aproximadamente 90% dos tumores da tiréide (DeLellis, 2006).

3.3.1 Carcinomas Papilares (PTC)

Os carcinomas papilares da tirdide sdo os carcinomas mais comuns da glandula tiroideia,
representando aproximadamente 80% dos carcinomas da tiréide em adultos (Tabela Il) (Erickson,
2014). Os doentes com PTC apresentam uma faixa etaria entre os 20 e os 50 anos de idade, com
uma razdo de mulheres:homens afectados de 4:1 (Erickson, 2014). Apesar dos PTC serem a
neoplasia mais comum da tiréide, apresentam um excelente prognéstico e a taxa de sobrevivéncia

destes doentes é aproximadamente de 90% (Caron, 2006).
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A maioria dos PTC possui uma cor cinzento-esbranquicada e limites irregulares, podendo o seu
tamanho variar entre menos de 1 centimetro até varios centimetros (DeLellis et al., 2004). Os nlcleos
dos PTC apresentam inUmeros alteracbes, tais como, alargamento, forma oval, sulcos e
pseudoinclusfes (DeLellis et al., 2004).

Existem diversas variantes de neoplasias papilares da tiréide, sendo importante descrever
histologicamente estas variantes para definicAo do prognéstico e associacdo com outras doencas
(Erickson, 2014).

Os PTC apresentam diferentes tipos de alteragfes, incluindo rearranjos e mutacdes pontuais,
(DeLellis, 2006). Cerca de 60% dos casos de PTC apresentam mutacdes no gene BRAF (Murine
sarcoma viral (v-raf) oncogene homolog B1), e 20-30% dos casos de PTC em adultos apresentam
rearranjos RET/PTC (Figura I-7) (Erickson, 2014). Em geral, os rearranjos encontram-se relacionados
com a exposicao a radiacdo, enquanto que a origem das mutac¢des pontuais, como por exemplo, no
gene RAS, que ocorre com baixa frequéncia em carcinomas papilares da tiréide, permanece ainda
desconhecida (DeLellis, 2006). Os rearranjos RET/PTC1 sdo mais comuns em microcarcinomas
(microPTC) e em tumores papilares classicos (cPTC) (DeLellis et al., 2004; Erickson, 2014). Uma
caracteristica comum as alteracdes nos genes RET, TRK (Tropomyosin-Related Protein), BRAF e
RAS é o facto destes genes pertencerem a via MAPK (Mitogen Activated Protein Kinase) que esta
envolvida na sinalizacdo de uma variedade de factores de crescimento e de receptores de superficie
celular (DeLellis, 2006).

3.3.2 Carcinomas Foliculares (FTC)

Os carcinomas foliculares sédo tumores epiteliais que apresentam evidéncias de diferenciacéo
das células foliculares, mas sem as caracteristicas nucleares dos carcinomas papilares (DeLellis et
al., 2004). Os FTC apresentam uma prevaléncia de 10-15% (Tabela Il) e a incidéncia dos FTC é
maior em areas com deficiéncia de iodo e em individuos expostos a radiacdo (DeLellis et al., 2004).

A maioria dos FTC sdo tumores sélidos encapsulados, com uma cor castanho-acinzentado na
superficie e com dimensdes normalmente superiores a 1 cm de diametro (DeLellis et al., 2004;
Sobrinho-Simdes et al., 2011).

Os FTC ocorrem normalmente como tumores Unicos. A sua disseminacdo através da corrente
sanguinea para os pulmd@es e 0ssos € um processo bastante comum (Sobrinho-Simdes et al., 2011).

De acordo com as suas propriedades de invasdo, os FTC podem ser classificados em duas
categorias (Delellis, 2006; Sobrinho-Simdes et al., 2011): a) os FTC com invasdo minima, que séo
tumores com invasao transcapsular e/ou invasdo capsular limitada, com risco de recorréncia ou de
metastizacdo minimo (DeLellis, 2006); b) os FTC com invasdo extensa, que sdo tumores com
evidéncias de invasdo capsular e/ou vascular e que estdo associados a morbilidade e mortalidade
elevadas (DelLellis, 2006). Recentemente, foi criada uma nova classificacdo de carcinomas
foliculares, designados por carcinomas angioinvasivos, com o intuito de facilitar o progndstico e
terapéutica deste tipo de carcinomas (Sobrinho-Simdes et al., 2011).

Uma outra variante de FTC sdo os tumores oncociticos (oncFTC). Tal como os FTC

convencionais, estes tumores podem ser subdivididos em FTC oncociticos de invasdo minima ou de
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invasdo extensa (DeLellis, 2006). As células foliculares desta variante de FTC sdo designadas por
células Hiirthle, as quais apresentam diversas alteraces, tais como grandes deleces no DNA
mitocondrial, mutacdes nos genes mitocondriais OXPHOS e muta¢cBes no DNA que codifica para
proteinas mitocondriais (Sobrinho-Simdes et al., 2011).

Estudos sobre os carcinomas foliculares da tirdide identificaram o oncogene de fusdo PAX8-
PPARy, assim como o envolvimento da proteina de fusdo PPFP (PAX8/PPARYy protein fusion) na
patogenicidade dos FTC (Marques et al., 2002; Eberhardt, 2010). Outras evidéncias demonstram que
mutacdes no gene RAS sdo detectadas em cerca de 40% dos casos de FTC e que a activacao da via
PTEN/PI3K/AKT esta frequentemente envolvida no desenvolvimento destes tumores (Figura 1-7)
(Howell et al., 2013). Contudo, a co-expressdo das mutacdes do gene RAS com a proteina PPFP é
raramente detectada em FTC (Eberhardt, 2010).

3.3.3  Carcinomas Pouco Diferenciados (PDTC)

Os carcinomas pouco diferenciados sdo tumores malignos raros que tém como origem nas
células foliculares e sado caracterizados pela perda parcial da diferenciacdo das células tiroideias
(Nikiforov et al., 2012). Este tipo de carcinomas apresentam uma prevaléncia reduzida, representando
menos de 10% dos casos de NMTC (Tabela Il), sendo mais afectadas as pessoas idosas, com idades
compreendidas entre os 55 e 65 anos (Nikiforov et al., 2012).

Quanto as caracteristicas morfolégicas dos PDTC, estes tumores normalmente apresentam-se
como massas sélidas de cor cinzento-esbranquicada, com dimensdes superiores a 3 centimetros de
didmetro (Delellis et al., 2004). Os PDTC podem manifestar diversos padrées de crescimento, tais
como insular, trabecular ou soélido, e apresentam propriedades mitéticas significativas, invasao
capsular, vascular e necrose (DeLellis, 2006). Os modelos de progressao tumoral apresentados por
diferentes autores sugerem que alguns PDTC desenvolvem-se a partir de tumores da tiréide bem-
diferenciados (PTC ou FTC) pré-existentes, enquanto outros se desenvolvem de novo (Pita et al.,
2009; Nikiforov et al., 2012). Os PDTC disseminam-se frequentemente para ganglios linfaticos e
metastizam para o figado e ossos (DeLellis et al., 2004).

As mutacOes somaticas que ocorrem nos PDTC podem ser divididas em 2 grupos: (1) mutacdes
nos genes BRAF e RAS que ocorrem em tumores bem-diferenciados, iniciando a tumorigénese e
predispondo os tumores para eventos moleculares subsequentes que levam a sua desdiferenciacao
(Nikiforov et al., 2012); (2) muta¢cBes que estdo presentes apenas em PDTC e sdo eventos tardios,
gue conduzem directamente ao processo de desdiferenciacdo, incluindo mutacdes nos genes TP53
(Nikiforov et al., 2012). Um estudo recente demonstrou que as mutacdes no gene RAS ocorrem em
cerca de 18% dos PDTC, enquanto que as mutac¢des no gene TP53 ocorrem em 27% dos casos de
PDTC, respectivamente (Pita el al., 2014).

3.3.4 Carcinomas Anaplasicos (ATC)
Os carcinomas anaplasicos da tirdide sdo definidos como neoplasias constituidas parcial ou

totalmente por células indiferenciadas (DeLellis, 2006).
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Os ATC séo as neoplasias mais agressivas da tiréide e apesar de representarem menos de 5%
de todas as neoplasias desta glandula (Tabela 1), a taxa de mortalidade é superior a 90% com uma
média de sobrevivéncia de 6 meses ap6és o diagnéstico (DeLellis et al., 2004).

Em termos epidemioldgicos, verifica-se que o racio de incidéncia mulher:homem deste tipo de
tumor é de 5 para 1, e que a maioria dos doentes apresentam idades superiores aos 55 anos
(Taccaliti et al., 2012).

A nivel morfol6gico, os ATC apresentam-se como uma massa branca cervical, que se encontra
em rapida expansao e exibem areas de necrose, hemorragia e invasdo muscular. A dimensao da
massa tumoral pode variar entre os 3 a 20 centimetros e a nivel microscépico, estes tumores sao
caracterizados pela presenca de células escamosas, epiteli6ides e fusiformes, ocorrendo
frequentemente misturas deste tipos de células nos tumores individuais (DeLellis, 2006). Os ATC
podem ser fixos e duros, em 75% dos casos, podendo estar presente como nédulo simples (60%) ou
multiplos nédulos (40%), ou entdo, com envolvimento bilateral (25% dos casos) (DeLellis et al., 2004).

Cerca de 20-50% dos doentes com ATC apresentam metastases maioritariamente nos pulmdes,
e 25% desenvolvem novas metastases, nos 0ssos e cérebro (Taccaliti et al., 2012). A metastizacao
local para ganglios também é observada em 40% dos doentes com ATC (Taccaliti et al., 2012).

Avancos no estudo dos mecanismos moleculares envolvidos no desenvolvimento dos ATC
poderdo contribuir para o desenvolvimento de terapias direccionadas a alvos moleculares. Parte dos
ATC apresentam mutacfes em genes envolvidos nos PTC e FTC (eg. genes RAS e BRAF),
sugerindo que estes carcinomas anaplasicos se desenvolvem a partir de tumores pré-existentes,
bem diferenciados ou pouco-diferenciados, por um processo de desdiferenciacdo, podendo adquirir
novas mutagdes, por exemplo nos genes TP53, PTEN, CTNNB1 e PIK3CA (Figura I-7).
Alternativamente, tem sido sugerido que alguns ATC poderdo desenvolver-se a partir de mutacdes de
novo (Taccaliti et al., 2012). Alterac6es genéticas no gene TP53 sdo as mais frequentes em
carcinomas anaplasicos (42-55%), enquanto que as outras mutacdes seguem a frequéncia indicada:
RAS (22-31%), BRAF (8-26%), CTNNB1 (0-38%), PIK3CA (4-17%), PTEN (10%) e CDKN1 (cyclin-
dependent kinase inhibitors) (10-14%) (Taccaliti et al., 2012; Pita et al., 2014). Num estudo recente
realizado pelo nosso grupo, em 48 tumores (26 ATCs e 22 PDTCs) analisados, 17 com mutacdes no
gene TP53 e 12 com muta¢cBes no gene RAS, apenas um ATC apresentava mutacdo nestes dois

genes, em co-existéncia, sugerindo que estes eventos sdo mutuamente exclusivos (Pita et al., 2014).

Tabela Il — Tumores da tiréide e suas caracteristicas (adaptado de Xing, 2013).

Tipo Células Prevaléncia Caracteristicas
de de origem (% dos
tumor cancros da
tirdide)

e Tumor da tiréide benigno;

e Estrutura semelhante aos FTC, mas tipicamente

Células
FTA foliculares  Les&o benigna encapsulado;
da tirdide » Auséncia de capacidade de invas&o capsular ou vascular;

* Reduzida capacidade de metastizacao.
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e Bem diferenciado;
* Nucleo com diversas caracteristicas, tais como,

alargamento, forma oval, elongacéo e inclusdes;

foliculares

Células
PTC foliculares 80-85 * Propensao para metastases ganglionares;
da tiroide +  Subtipos de PTC incluem PTC convencional (cPTC),
variante PTC folicular (fvPTC) e também algumas variantes
raras.
* Bem diferenciado;
e Hipercelular;
Células * Auséncia das caracteristicas nucleares dos PTC;
FTC foliculares 10-15 . ~ | lar-
da tiroide nvasao vascular ou capsular;
*  Propenséo para metastizar por via hematogénea;
e Células Hurthle (tnico subtipo de FCT).
* Pouco diferenciado;
Células « Com agressividade intermédia entre os carcinomas da tirdide
PDTC foliculares 5-10 ; _ o )
da tiréide bem diferenciados e indiferenciados.
* Indiferenciado;
) * Mistura de células pleomérficas e células epitelidides;
Celulas ) _ )
ATC foliculares 2.3 * Extremamente invasivo e metastatico;
da tirdide +  Letal na maioria dos casos;
* Pode ocorrer de novo ou a partir dos PTC, FTC ou PDTC.
* Moderadamente agressivo;
Células * Propensao para metastases ganglionares;
MTC parafolicula 2.3 P P gang ’
res da e Ocorréncia em formas familiares (sindrome MENZ2) ou
tirdide s
esporadicas
TPS3 P53
RAS RAS
PTEN PTEN
PIK3CA CDKN2C
BRAF CDKNIB SNAI2
RAS CDKN2B CDKN3
Células ' | '
WDTC —+—> PDTC ——> ATC

o«

Figura I-7 — Alteracdes moleculares envolvidas no desenvolvimento dos ATC e PDTC (adaptado de Pita
et al. 2014).
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4 Formas familiares de carcinomas ndo-medulares da tiréide (FNMTC)

4.1 Aspectos clinicos do FNMTC

Os carcinomas da tirdide sdo maioritariamente esporadicos (aproximadamente 90-95% dos
casos), mas também podem estar associados a uma predisposicdo familiar (5-10% dos casos). As
formas familiares sdo identificadas quando, pelo menos dois familiares em 1° grau apresentam
carcinomas da tirdide (LiVolsi e Baloch, 2009). Estes casos familiares podem ser divididos em duas
categorias (LiVolsi e Baloch, 2009). A primeira categoria corresponde as formas familiares de NMTC
(FNMTC — Familial Nonmedullary Thyroid Carcinoma) em que a lesdo principal é o tumor da tiréide e
representa cerca de 3 a 7% de todos os casos de carcinomas ndo-medulares (Bonora et al, 2010).
Esta associacao familiar € mais frequente em casos com PTC, embora seja também ocasionalmente
reportada em casos com FTC. Estas evidéncias para a existéncia de FNMTC provém de
investigacdes epidemiolégicas, de estudos de grandes familias com NMTC e de estudos genéticos de
linkage nessas familias (Malchoff e Malchoff, 2006). A segunda categoria corresponde as formas
familiares com manifestacédo de lesbes tiroideias associadas a neoplasias hereditarias extratiroideias
(Malchoff e Malchoff, 2006). Este grupo inclui a sindrome de Cowden, a sindrome de Gardner
(polipose adenomatosa familiar, FAP), o complexo de Carney e a sindrome de Werner (LiVolsi e
Baloch, 2009; Moses et al., 2011).

O padrao de transmissdo do FNMTC é autossémico dominante, com penetrancia incompleta que
aumenta com a idade (Malchoff e Malchoff, 2006). Os membros de familias com FNMTC também
podem apresentar nédulos benignos da tiréide, incluindo adenomas foliculares, bécio multinodular e
difuso e tiroidite auto-imune (Bonora et al, 2010). Os tumores dos casos com FNMTC apresentam
caracteristicas que sdo também comuns a outros tumores associados a sindromes neoplasicas
hereditarias, tais como a manifestacdo em idades mais precoces e multifocalidade (LiVolsi e Baloch,
2009).

Além destas caracteristicas, alguns estudos sugerem que os doentes com NMTC familiar
guando comparados com as formas esporadicas, podem apresentar tumores mais agressivos, em
idades mais precoces, apresentando com maior frequéncia bilateralidade, metastizacdo para os
ganglios linfaticos e invasdo da capsula (Malchoff e Malchoff, 2006; LiVolsi e Baloch, 2009; Bonora et
al, 2010; Moses et al., 2011). Contrariamente, estudos realizados por outros autores sugerem que as
formas familiares de NMTC e as esporadicas aparentam ter um comportamento clinico semelhante,

néo estando o PTC familiar associado a um pior prognéstico (Moses et al., 2011; Pinto et al., 2013).

4.2 Loci de susceptibilidade para o FNMTC

A base genética do FNMTC permanece ainda pouco conhecida (Tabela Ill). Com o avanco das
novas tecnologias na area da genética molecular, tém sido identificados diversos loci de
susceptibilidade para o FNMTC, a partir de analises de linkage que abrangem todo o genoma
humano, em familias informativas com mdltiplos familiares afectados (Bonora et al, 2010). O estudo

de diferentes miRNAS e do efeito do tamanho dos telémeros e da actividade da telomerase na
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predisposicdo genética para o FNMTC tem sido também investigado nos ultimos anos (Navas-Carrillo
et al., 2014).

42.1 Locus MNG1

O primeiro locus identificado como potencialmente implicado em FNMTC foi o MNG1
(Multinodular Goiter 1), a partir do estudo de uma familia com 18 casos de bdcio multinodular (MNG),
dos quais dois também apresentavam PTC (Bignell et al.,1997). O modo de transmissao nesta familia
era autossémico dominante. Apés a genotipagem de 34 individuos, numa analise de linkage que
envolveu todo o genoma, o locus de susceptibilidade foi mapeado na regido cromossémica 14931
(Bignell et al., 1997). Em 2011, foi identificado um gene de susceptibilidade para o FNMTC neste
locus, o gene DICERL1 (Frio et al., 2011). No entanto, o estudo de familias com FNMTC indicou que
apenas aquela que tinha sido estudada inicialmente (Bignell et al., 1997) apresentava mutagcdo neste
gene (Frio et al., 2011). Foram no entanto detectadas mutacGes no gene DICER1 em familias com
FMNG (ver ponto 5).

4.2.2 Locus TCO

O locus TCO (Thyroid Carcinoma With Cell Oxyphilia) foi mapeado pela primeira vez na regido
cromossOmica 19p13.2 numa familia Francesa com seis casos de MNG e trés casos com carcinomas
de células Hirtle, de acordo com o Consoércio Francés de NMTC (Canzian et al., 1998). Os tumores
oxifilicos, também conhecidos como tumores oncociticos, e na glandula tiroideia como tumores de
células de Hiirthle, sédo constituidos por células repletas de mitocondrias (Bonora et al., 2010).

Inicialmente foi especulado que o locus TCO estaria associado apenas a uma Unica forma de
FNMTC com células Hirthle. Contudo, a analise de linkage de familias adicionais sugeriu uma
potencial interaccdo genética entre o locus TCO na regido 19p132 e o locus NMTC1 na regido 2g21
(ver ponto 4.2.4), que resulta num aumento significativo do risco de NMTC, nos casos em que a

doencas segrega com os dois loci de susceptibilidade (Navas-Carrillo et al.,2014).

4.2.3 Locus fPTC/PRN

O locus fPTC/PRN foi inicialmente identificado na regido cromossémica 1921 numa familia
Americana com cinco membros afectados com PTC, um dos quais também com cancro do célon e
dois com carcinoma papilar renal (PRN). Foram realizados estudos de linkage, que envolveram 31
membros desta familia, e conduziram ao mapeamento do gene de susceptibilidade no cromossoma
1921, designado por locus fPTC/PRN (Malchoff et al., 2000).

Até a data, o envolvimento do locus fPTC/PRN em FNMTC néao foi confirmado por outro estudo

independente (Navas-Carrillo et al.,2014).
4.2.4 Locus NMTC1

A existéncia de um locus de susceptibilidade para FNMTC (NMTC1) na regido cromossémica

2921 foi inicialmente identificado a partir de estudos de linkage de uma grande familia da Tasmania,

16



INTRODUCAO

gue apresentava uma elevada frequéncia de PTC. A analise de linkage abrangendo todo o genoma
conduziu ao mapeamento do gene de susceptibilidade no cromossoma 2g21 (McKay et al., 2001).
Num outro estudo, que envolveu dez familias com FNMTC, mostrou que 70% dessas familias
apresentavam linkage com os loci TCO e NMTCL1, como foi referido no ponto 4.2.2, o que sugeriu que
uma interacdo entre os locus TCO e NMTC1 poderia aumentar o risco de FNMTC (McKay et al.,
2004). Observou-se também a perda de heterozigotia dos locus TCO e NMTC1 em alguns dos
tumores dos doentes com FNMTC, confirmando que alteracfes nestes loci de susceptibilidade podem

ser relevantes numa fraccéo dos casos com FNMTC (Cavaco et al.,2008; Na et al., 2011).

425 Locus FTEN

Em 2008, o nosso grupo realizou o estudo de uma grande familia Portuguesa, que apresentava
onze membros afectados com lesGes benignas da tiréide, incluindo bécios multinodulares e
adenomas foliculares, e cinco doentes afectados com cancro da tiréide (Cavaco et al., 2008b).

Através da andlise de linkage global do genoma, foi identificado um novo locus de predisposicéo
para 0 FNMTC na regido cromossémica 8p23.1-p22, sendo este locus designado de FTEN,
abrangendo uma regido minima a 7,46 Mb. A analise de mutacbes por sequenciacdo do DNA,
permitiu excluir dezassete genes candidatos na regido minima. Na andlise de LOH que foi realizada
em 7 tumores de doentes da familia, para investigar a inactivacdo de um possivel gene supressor de
tumor na regido cromossOmica 8p23.1-p22, ndo foram detectadas perdas alélicas (Cavaco et al.,
2008b). A partir destes estudos e por sequenciacdo global do exoma de um doente desta familia
Portuguesa, foi identificado um novo gene candidato para o FNMTC, o gene C8orf48 (Pereira, 2012).
Nesta tese de Mestrado, este gene foi alvo de estudos funcionais para investigar o seu envolvimento

na tumorigénese.

4.2.6  Outros loci de susceptibilidade

Uma analise por arrays de SNPs em 38 familias com membros com FNMTC nos Estados Unidos
da América e ltalia identificou linkage em 49 parentes afectados entre o fenétipo FNMTC e as regides
cromossOmicas 1921 e 6922 (Suh et al., 2009).

Em 2009, He e os seus colaboradores identificaram na regido cromossémica 8g24 um locus de
susceptibilidade para o PTC (He et al., 2009). Este locus foi identificado numa grande familia com
PTC e melanoma (He et al., 2009).

4.3 miRNAs para os FNMTC

MicroRNAs (miRNAs) sdo pequenos RNAs nédo-codificantes endégenos (com aproximadamente
22 nucledtidos), conservados, de cadeia simples, que reprimem a expressdo genética a nivel pés-
transcripcional (Bartel, 2004). De acordo com a base de dados miRBase, o genoma humano codifica
mais de 1500 sequéncias de miRNAs, que interagem com aproximadamente 60% dos genes
codificantes de proteinas (Kozomara et al., 2011).

Os miRNAs emparelham com a sequéncia complementar na regido 3' ndo traduzida (3'UTR) de

mMRNAs codificantes de proteinas, levando a clivagem do mRNA ou a repressdo do mecanismo de
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traduccdo envolvido na sintese proteica. Assim, os miRNAs tanto podem inibir a tradugcdo, como
induzir a degradacdo do mRNA alvo, dependendo da complementaridade entre o0 miRNA e o local de
ligacdo, do numero de locais de ligacdo e da acessibilidade a esses mesmos locais. Existem duas
classes de microRNAs relevantes para o cancro: 0os “onco-miRs”, envolvidos na promocéo dos efeitos
oncogénicos e os “tumour-supressive miRNAs” que limitam a progresséo do cancro (Navas-Carrillo et
al.,2014).

Recentemente, foi realizado um estudo comparativo dos perfis dos miRNAs nos FNMTC e
NMTC esporadicos. Neste estudo, a expressdo de miRNAs foi analisada utilizando microarrays. Os
autores identificaram 2 miRNAs, miR-886-3p e miR-20a, que apresentam diferentes niveis de
expressdo entre FNMTC e NMTC e que foram posteriormente confirmadas por PCR quantitativo em
tempo real (QRT-PCR). Este estudo revelou que o miR-886-3p actuava em genes envolvidos na
replicacdo do DNA e regulava uma via de adesao focal, e que 0 aumento da expressdo do miR-886-
3p em linhas de cancro da tiréide inibia a proliferacdo e migracao celular. Estes resultados sugerem
gue o miR-886-3p podera ter uma importante funcdo na biologia celular do cancro da tiréide e na

regulacdo dos genes envolvidos na replicacdo do DNA e adeséo focal (Xiong et al., 2011).

4.4 Telémeros e telomerase nos FNMTC

Os telémeros sao regides nao-codificantes na extremidade dos cromossomas de eucariotas, que
consistem em centenas de cépias repetitivas de uma simples sequéncia - tandem repeat - (TTAGGG
em vertebrados), que tem como principal funcdo estabilizar o cromossoma na replicagcdo durante a
divisdo celular. Os telémeros ficam progressivamente mais curtos em cada replicacdo celular devido
a sintese incompleta da cadeia de DNA e a danos oxidativos. Quando os telébmeros ficam
criticamente pequenos, a célula entra em senescéncia ou apoptose (Ju et al., 2008).

A telomerase é uma ribonucleoproteina com actividade de transcriptase reversa que promove a
extensdo dos telémeros, através da adicdo de sequéncias repetitivas de DNA ricas em guanina. Na
auséncia da telomerase, ou quando a actividade desta enzima é reduzida, as vias de sinalizacdo que
conduzem a apoptose sado activadas (Gilson et al., 2007).

A maioria das células morrem por apoptose quando os telomeros ficam criticamente curtos,
raramente as células que sobrevivem mantém estaveis os telomeros de curtas dimensdes a partir da
reactivacdo da telomerase, o que facilita a imortalizacdo das células. Isto sugere que a manutencao
do comprimento dos telobmeros € necessaria para uma continua divisdo e imortalizacdo
celular.(Navas-Carrillo et al.,2014).

A reactivacdo da telomerase é um mecanismo fundamental no desenvolvimento do cancro. A
actividade da telomerase (TA) pode ser considerada como um marcador tumoral. Em amostras de
tirdide normal, a expressdo de TA é normalmente nula, enquanto que elevados niveis de TA foram
detectados em todas as histologias dos carcinomas da tirdide (papilares, foliculares, medulares e
anaplasicos) (Capezzone et al., 2009).

Recentemente foi detectado um aumento de alteracdes teloméricas, como por exemplo,
associacfes e fusbes teloméricas que originam fragilidades cromossomicas em doentes com

FNMTC, comparativamente com individuos saudaveis e individuos com PTC esporadicos (Cantara et
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al., 2012). A existéncia de um desequilibrio do complexo telomero-telomerase, ou seja, de telémeros
de curtas dimensdes e de uma elevada actividade da telomerase foi reportada num estudo com 34
doentes com FNMTC, validada com 18 doentes com FNMTC e com 75 casos esporadicos de PTC.
Para além deste desequilibrio do complexo telémeros-telomerase, os autores observaram que os
doentes com FNMTC apresentavam também um aumento da amplificacdo do nimero de copias do
gene hTERT. Estas alteracdes genéticas estdo associadas a uma instabilidade genémica, que
permitem que as células com danos no DNA escapem da apoptose e contribuem para a
imortalizacdo celular (Capezzone et al., 2008).

Estas observac6es sugerem que doentes que nasgam com teldmeros curtos podem alcancar
mais rapidamente o limite do tamanho dos telomeros, o que confere susceptibilidade para o
desenvolvimento de cancro e/ou para sua progressdo. Neste estudo, observou-se também que os
doentes da segunda geracao foram diagnosticados com cancro da tiride numa idade mais precoce,
comparativamente com os seus familiares da primeira geracdo (Capezzone et al., 2009). Estas
observacfes sugerem que ha antecipacdo genética nas familias com FNMTC (Navas-Carrillo et
al.,2014).

Tabela lll — Loci e genes de susceptibilidade para o FNMTC (adaptado de Navas-Carrillo et al.,2014).

Loci de Localizacao Estudos Referéncias
susceptibilidade cromossomica
Bignell et al.,
Identificacdo do gene de
MNG1 14931 susceptibilidade para o FNMTC, 1997
DICER1. Frio et al., 2011

Confirmado em estudos
independentes.
Evidéncia de interaccao 1998
genética entre TCO e NMTC1.

Canzian et al.,
TCO 19p13.2

Locus néo confirmado em
estudos independentes e Malchoff et al.,
fPTC/PRN 1921 nenhuma associagao entre 2000
familias com PTC e PRN foi
reportada.

Interaccéo entre os locus TCO e
NMTC1 pode aumentar o risco
NMTC1 2021 de FNMTC em doentes que 2001
herdam ambos os locus de
susceptibilidade.

McKay et al.,

Gene associado
maioritariamente a bécio
multinodular, embora alguns Cavaco et al.,
casos apresentassem
) ey 2008
carcinomas da tiride. Apenas
uma familia Portuguesa
apresentou linkage com esta
regiao.

FTEN 8p23.1-p22

Este gene codifica um factor de  gydmundsson et
transcricdo da tiréide.
A variante germinal neste gene al., 2009
p.A248G esta envolvida na
etiologia do FNMTC numa Pereira et al.,
familia Portuguesa.

FOXE1 9022.33
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2015

Este gene codifica um factor de
transcricdo da tir6ide. A variante
germinal neste gene p.A339V Ngan et al., 2009

NKX2-1 14q13.3 est& envolvida em FNMTC em
20 doentes com MNG/PTC de 2
familias.
Andlise de linkage envolvendo
Gene mapeado todo o genoma com microarrays
ainda néo 1921 de SNPs em de 38 familias com  Suh et al., 2009
identificado FNMTC.
Andlise de linkage envolvendo
Gene mapeado todo o genoma com microarrays
ainda néo 6q22 de SNPs em de 38 familias com  Suh et al., 2009
identificado FNMTC

Andlise de linkage envolvendo
todo o genoma numa familia He et al., 2009
com PTC e melanoma

Gene mapeado
ainda néo 8024
identificado

Gene diferencialmente expresso
em FNMTC comparativamente
com NMTC, que regula a _
miR-886-3p 5031.2 express3o de genes envolvidos ~ Xiong etal., 2011
na replicacdo do DNA e na
adeséo focal

Telémeros curtos e aumento do  Capezzone et al.,
3026 e 5p15.33 numero de copias do gene 2008
hTERT

complexo TERC-
hTERT

5 Genes candidatos para o FNMTC

Tém sido propostos diversos genes candidatos para o FNMTC, nomeadamente: o gene PTEN,
gue é responsavel pela doenca de Cowden, o gene MET, que predispde para o carcinoma papilar
renal, o proto-oncogene RET, que é responsavel pela sindrome MEN 2A e B e MTC familiar isolado,
e 0 gene APC, responsavel pela polipose adenomatosa do célon familiar (Malchoff et al., 2000).
Contudo, estudos de linkage e/ou de mutacdes excluiram o envolvimento destes genes na
susceptibilidade para o FNMTC (Malchoff et al., 2000), o que faz com que os genes DICER1 e
SRGAP1 tenham sido os Unicos até ao momento identificados como genes de susceptibilidade para o
FNMTC (Frio et al., 2011; He et al., 2013).

Em 2011, Frio e colaboradores seleccionaram 53 individuos de 2 familias (sendo uma destas a
familia estudada por Bignell et al., que levou ao mapeamento do locus MNG1) que apresentavam
MNG e de 3 familias que apresentavam MNG associado a tumores de células Sertoli-Leydig do
ovario (SLCT, Sertoli-Leydig Cell Tumors) (Frio et al., 2011). Estes investigadores identificaram e
caracterizaram mutacdes germinais no gene DICER1 em 37 individuos das 2 familias seleccionadas,

concluindo que seria esperado que as alteracdes no gene DICERL1 conduzissem a formacdo de
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proteinas truncadas ou a formacdo de proteinas com alteracdes conformacionais em dominios
funcionais relevantes da proteina DICER1 humana.

Uma vez que o gene DICER1 tem um papel crucial no processamento dos miRNA, podera estar
envolvido numa fase precoce do desenvolvimento tumoral, sendo desta forma um bom candidado
para futuras investigacdes em familias com multiplos casos de MNG (Frio et al., 2011).

Relativamente ao gene SRGAPL, este gene foi identificado a partir de estudos de linkage
realizados em 38 familias. Duas variantes missense p.Q149H e A275T, localizadas no dominio
homélogo Fes/CIP4 segregavam com a doenca, respectivamente em duas familias, enquanto que
uma variante missense p.R617C, localizada no dominio RhoGAP foi detectada numa terceira familia.
Ensaios bioquimicos demonstraram que as variantes p.Q149H e p.A275T na proteina SRGAP1
levavam a alteracGes de actividade da proteina CDC42 que esta envolvida na sinalizacao intracelular,
assim como apresenta uma importante fungdo na tumorigénese, pois esta envolvida em processos
celulares como a proliferacdo, migracdo e sobrevivéncia da célula. Desta forma, estes autores
sugerem que o gene SRGAP1 é um potencial gene de susceptibilidade para casos de PTC familiar
(He et al., 2013).

Recentemente, num estudo realizado no nosso grupo, o gene FOXEL, que codifica o factor de
transcricdo FOXE1l (crucial para a morfogénese da tir6ide durante a embriogénese e pela
manutencdo da diferenciacdo e arquitectura normal da tiréide) foi proposto como gene de
susceptibilidade para o FNMTC (Pereira et al., 2015). No referido estudo, identificou-se uma variante
germinal (c.743C>G; p.A248G) no gene FOXE1l numa familia com FNMTC, e num caso
aparentemente esporadico de NMTC, ndo se encontrando, até a data, esta variante descrita na
literatura. O estudo de segregacéo revelou que, na familia com FNMTC, a variante segregava com
cancro da tiréide em trés membros dessa familia, e no caso de NMTC, detectou-se a variante
também no pai assintomatico do probando. Estudos funcionais foram realizados usando pools de
células PCCL3 e TPC-1, expressando as formas wild type e mutante (c.743C>G) da FOXE1, tendo-
se observado que esta variante promove a proliferacdo e migracdo celular, sugerindo assim que a
variante pode estar envolvida na tumorigénese da tiréide (Pereira et al., 2015). Um outro estudo
recente do nosso grupo demonstrou que polimorfismos localizados no locus FOXEL, estavam
significativamente associadas a um aumento do risco do cancro da tirdide, confirmando a existéncia
de uma associacgdo deste locus com a susceptibilidade para o NMTC familiar e esporadico (Tomaz et
al., 2012).

Ngan e os seus colaboradores analisaram mutacdes germinais no gene TiTF-1/NKX2-1 em 20
doentes com PTC néo relacionados com histéria familiar de MNG (MNG/PTC), 284 doentes com PTC
ndo relacionados sem histéria de MNG (PTC) e 349 individuos saudaveis. Neste estudo, foi
identificada uma variante germinal (p.A339V) em 20% dos doentes com MNG/PTC de 2 familias.
Estes autores observaram que a sobre-expressdo da proteina TTF-1 com a variante A339V em
células PCCL3, em comparacédo com a proteina TTF-1 wild type, induzia um aumento da proliferacédo
celular dependente de tirotropina (TSH), assim como a activacdo da via STATS3, levando a uma
diminuicdo da transcricdo de genes especificos da tiréide, como por exemplo, TSH-R e Pax-8 (Ngan
et al., 2009).
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Estudos recentes que envolveram a sequencia¢cdo global do exoma (WES), identificaram uma
variante germinal (p.G534E) no gene HABP2, em sete membros de uma familia com FNMTC e em
20/423 (4,7%) doentes com cancro da tiréide esporadico. Esta variante estava associada a um
aumento da expresséo da proteina HABP2 em amostras de tumor provenientes de doentes da familia
com FNMTC, contrastando com a auséncia de expresséo desta proteina em tecido normal da tiréide,
e com uma menor expressdo em tecido de casos esporadicos de PTC. Estudos funcionais
demonstraram que a expressdo desta variante levava a um aumento do numero de colénias, da
formacdo de focos e da migracdo celular, caracteristicas de transformacdo maligna das células,

sugerindo assim que HABP2 seja um gene de susceptibilidade para o FNMTC (Gara et al., 2015).

51 Gene C8orf48

O estudo de mapeamento genético realizado pelo nosso grupo numa familia Portuguesa com
FNMTC, a partir de uma andlise de linkage que abrangeu todo o genoma (GWLS) sugeriu que o gene
de susceptibilidade para as neoplasias da tiréide na referida familia estaria no cromossoma 8p23-p22,
na regido 9 000 000 - 17 000 000 bp, tendo este locus sido designado por FTEN (Familial Thyroid
Epitelial Neoplasia) (Cavaco et al., 2008b).

Com o objectivo de identificar o gene de susceptibilidade nesta familia, o DNA gendmico de um
dos familiares afectados foi analisado por sequenciacéo global do exoma (WES), usando o sistema
Agilent no equipamento llumina Hiseq2000. Esta analise incluiu a hidrélise do DNA, preparacao de
uma biblioteca de DNA, captura dos exfes usando Sureselect Human all exon 50 Mb (Agilent),
sequenciacdo num Hiseq 2000 (llumina) e andlise bioinformatica. Esta analise resultou na
identificacdo de 60829 variantes genéticas no exoma do doente, que foram anotadas de acordo com

a informacdo disponivel na database Ensembl (www.ensembl.org/index.html).

Para identificar as variantes com maior probabilidade de serem patogénicas, excluiram-se as
variantes: sinénimas; com uma frequéncia maior do que 1% na populacdo; em homozigotia e com
impacto desconhecido localizadas na regido 3’ e 5’ ndo traduzida (3'UTR e 5’'UTR). Posteriormente,
foram seleccionadas as variantes localizadas na regido mapeada no cromossoma 8 (posicédo 9-17
Mb), tendo sido analisado o seu efeito nas proteinas codificadas, através do estudo da conservacao
do aminoacido alterado entre espécies, e da previsdo de alteracGes na estrutura secundaria da
proteina e de alteracdes de hidrofobicidade. Por fim, as variantes que apresentavam maior
probabilidade de envolvimento na tumorigénese nesta familia foram confirmadas por sequenciacao
de Sanger, tendo sido identificada uma variante potencialmente patogénica no gene candidato
C8orf48.

O gene C8orf48 € um gene com apenas um exao, que codifica um transcrito de 1445 bp, e que é
traduzido para uma proteina com 319 residuos de aminoacidos. A expressdao do mRNA deste gene
foi confirmada em leucdcitos e num tumor de um dos doentes da familia estudada. A andlise, com 4
anticorpos diferentes, da expressdo da proteina CB8orf48 detectou niveis de expressao
médios/elevados em 38 de 78 tecido normais distintos, incluindo tiréide, rim, pulmao e célon, e esta
expressdo foi observada no citoplasma e no ndcleo das células (The Human Protein Atlas -

www.proteinatlas.org).
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A variante genética identifica no gene C8orf48 localiza-se no codao 22 deste gene e consiste na
transicdo de uma citosina para uma timina (c.65C>T), o que conduz a uma substituicdo de um
residuo de treonina por um residuo de isoleucina (p.T22l) (Pereira, 2012). O estudo de segregacao
revelou que, para além do probando, 14 familiares (12 apresentavam doenca tiroideia e 2 eram
normais) também apresentavam a variante c.65C>T no gene C80rf48 (Pereira, 2012). Observou-se
ainda que, esta variante genética ndo se encontrava presente em 50 controlos normais, ndo sendo
por isso um polimorfismo comum na populacdo Portuguesa. A sequéncia deste gene foi conservada
na evolucdo, sugerindo que a sua fungéo possa ser relevante (Pereira, 2012).

Apesar desta variante nédo ter sido descrita na literatura, recentemente, observou-se que esta tinha
sido descrita na base de dados ENSEMBL, num Unico individuo de uma populacdo de 285

descendentes de Europeus (www.ensembl.org/index.html).

A Unica informacédo existente até a data na literatura sobre a proteina codificada pelo gene
C8orf48 é sua interaccdo com a proteina MDFI, codificada pelo gene MyoD family inhibitor (MDFI),
proteina que esta envolvida na via de sinalizacdo Wnt (Komiya e Habas, 2008; Venkatesan et al.,
2009).

As proteinas Wnt regulam uma variedade de processos celulares, incluindo a morte celular,
motilidade, polaridade, formacdo dos eixos primarios e organogénese. Uma vez que esta via de
sinalizacdo tem um papel fundamental durante a embriogénese e é altamente regulada, a expressao
das proteinas Wnt e antagonistas Wnt sdo controladas, tanto temporalmente como espacialmente,
durante o desenvolvimento do organismo (Komiya e Habas, 2008).

Sem activacdo da via metabodlica Wnt, a B-catenina citoplasmatica é degradada pelo complexo
proteico APC/Axina/GSK3/CKla. A fosforilacdo da B-catenina pela caseina cinase la (CK1) e
glicogénio sintase cinase (GSK3) promove a sua ubiquitinacdo e destruicdo proteolitica no
proteossoma, mediada pela proteina B-Trcp (Figura 1-8) (Komiya e Habas, 2008). Por outro lado, a
ligacdo da proteina Wnt ao complexo receptor, que é composto pelas proteinas Fz e LRP5/6 é
promovida a partir de uma sinalizacdo, como por exemplo, pela ligacdo da proteina MDFI ao
complexo proteico Axina, que induz a sua translocacdo para a membrana e a fosforilagcdo do
complexo LPR5/6. Esta ligacado da Axina ao complexo LPR5/6 inibe a actividade da mesma nesta via
metabdlica, levando a activacdo da proteina Dsh. Estando esta proteina activa, a actividade das
enzimas GSK3 e CK1 é inibida, o que conduz a uma série de eventos que impedem a degradacédo da
B-catenina e consequentemente, a sua estabilizacdo e acumulacdo no citoplasma (B-catenina livre)
(Figura 1-8) (Komiya e Habas, 2008). A B-catenina livre no citoplasma desloca-se para o nucleo da

célula, funcionando como co-ativador transcripcional de genes alvo (Komiya e Habas, 2008).
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Transcrigio de genes alvo

Figura I-8 - Representagdo esquematica da via de transducédo de sinal Wnt (adaptado de Komiya e
Habas, 2008).
A) na auséncia do ligando Wnt, o complexo APC/Axina/GSK3/CKla é formado no citosol. A B-catenina é
fosforilada pelo CK1a e GSK3, o que promove a sua degradagéo pelo proteossoma, mediada pela B-TrCP.
B) a ligagdo da Wnt ao receptor Fz e co-receptor LRP5/6, promovida pela proteina MDFI, que se liga & Axina,
permite a translocacdo do complexo proteico que contém a Axina do citosol para a membrana plasmaética,
induzindo a fosforilagdo do complexo LPR5/6. A partir desta fosforilagdo, a proteina Dsh é também recrutada
para a membrana, inibindo a actividade das enzimas GSK3 e CK1a, permitindo uma estabiliza¢do e acumulagéo
da B-catenina no citoplasma. Posteriormente, a B-catenina livre é translocada para o nucleo, funcionando como
co-ativador transcripcional de genes alvo.

Para clarificar qual o papel/interaccdo da proteina codificada pelo gene C8orf48 com a via Wnt,
foi analisada com micro-arrays de oligonucleétidos a expressao de alguns genes alvo, cuja expressao
é regulada pela ligacdo da B-catenina aos seus promotores, no tumor do probando desta familia,
(estudo realizado por Jaime Pita, do grupo de Endocrinologia Molecular, UIPM/IPO-Lisboa). A analise
de micro-arrays revelou que os genes CLDN1, CD44, CCND1 e MYC se encontravam sobre-
expressos no tumor, uma vez que se observou existir uma diferenca significativa na expressao destes
genes entre o tecido tumoral e o tecido normal deste caso. No entanto, este tumor também
apresentava uma mutacdo somatica no gene BRAF, o que podera igualmente ter contribuido para o

aumento de expresséao dos referidos genes-alvo (Pereira, 2012).

6 Utilizacdo de novas tecnologias de sequenciacdo na identificacao

de genes de susceptibilidade para FNMTC

6.1 Sequenciacdo global do exoma (WES)

A sequenciacdo de Sanger e o PCR estabeleceram diversos marcos na area da genética, como
por exemplo, a sequenciacdo global do genoma, obtendo-se referéncias para a investigacdo de
alteracdes genéticas e fendtipos associados (Rabbani et al., 2014).

Na sequenciacdo de Sanger, ocorre a sintese de cadeias de DNA que possuem nucleoétidos

marcados numa das extremidades e que diferem entre si por um nucleétido, a partir de um fragmento
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de DNA a ser sequenciado (Lodish et al., 2004). A sintese das cadeias truncadas é conseguida pelo
uso de 2,3 -didesoxinucleétidos trifosfatos (ddNTPs) marcados com fluorescéncia. Estas moléculas
sdo semelhantes aos desoxinucledtidos normais (dNTPs), mas distinguem-se destes por nao
apresentarem um grupo hidroxilo no carbono 3". Assim, os ddNTPs podem ser incorporados na
cadeia de DNA que se encontra em sintese pela DNA polimerase, mas ndao podem formar uma
ligacdo fosfodiéster com outro nucleétido trifosfatado, pelo que a sua incorporacdo resulta na
formacdo de uma cadeia truncada (devido a terminacdo prematura da sintese da cadeia) (Lodish et
al., 2004).

As novas tecnologias desenvolvidas permitem realizar a sequenciagdo global do genoma (WGS
— Whole Genome Sequencing) e sequenciacao global do exoma (WES — Whole Exome Sequencing)
com um menor custo de sequenciagdo por genoma/exoma € com uma maior rapidez, a partir de
técnicas como a pirosequenciacdo, sequenciacdo por semicondutores e sequenciagdo por sintese
(Ronaghi M, 2001; Rothberg et al., 2011; Brockmen et al., 2008) . Esta revolucdo das tecnologias de
sequenciacédo, designadas por sequenciacdo de nova geracdo (NGS — Next Generation Sequencing)
tem permitido identificar alterac6es gendémicas envolvidas no desenvolvimento do cancro (Shyr e Liu,
2013).

A utilizacdo da WES facilita a identificacdo de mutacdes responsaveis por doencas hereditarias,
dado que nao é necessario seleccionar a priori genes candidatos, e porque sequencia todo o exoma,
regido onde se localizam 85% das muta¢cBes patogénicas, sendo uma técnica menos dispendiosa do
gue o WGS (Choi et al., 2009; Nuytemans e Vance, 2010).

Contudo, a producdo de informacao resultante da sequenciacdo global do exoma, que esta a
crescer exponencialmente, devera ser gerida e organizada, de maneira a estar disponivel aos
investigadores e clinicos, e as ferramentas bioinformaticas deverdo ser mais acessiveis e intuitivas
(user-friendly), para que toda esta informacao possa contribuir para aumentar o conhecimento actual
sobre a patogénese, prevencao e tratamento de doencas genéticas (Rabbani et al., 2014).

Actualmente, é possivel combinar os resultados obtidos em estudos de linkage do genoma com
os resultados de WES para identificar variantes potencialmente patogénicas nas regides candidatas
(regides de linkage) (Gazal et al.,, 2015). Esta estratégia foi adoptada pelo nosso grupo para

identificar a variante ¢.65C>T no gene C8orf48.

Objectivos
Neste projecto de Mestrado pretendeu-se identificar e caracterizar funcionalmente uma nova
variante identificada num gene candidato para o FNMTC. Os objectivos especificos foram os

seguintes:

1- Clarificar o papel da variante ¢.65C>T (p.T22l) do gene C80rf48, identificada numa familia
com FNMTC, através de estudos funcionais in vitro, que envolveram a sobre-expressao
exdgena deste gene em diferentes modelos celulares e o estudo do efeito na proliferacdo e

migracao celular.

2- Investigar qual a funcéo do gene C80rf48 na tumorigénese, através do silenciamento da sua
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expressdo com siRNA, numa linha celular de carcinoma papilar da tiréide e estudo do efeito

no ciclo celular e morte celular.
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Il MATERIAIS E METODOS

1 Amostras bioldgicas

Para o estudo do gene CB80rf48, analisaram-se os individuos de uma familia com FNMTC

(familia 1, a arvore genealdgica desta familia encontra-se representada na Figura 1ll-1), cujo gene

responsavel foi mapeado pelo nosso grupo (ver Introducao).

Neste estudo, os doentes foram identificados pelo servico de Endocrinologia do Instituto

Portugués de Oncologia de Lisboa (IPO-Lisboa), e a recolha de sangue/saliva foi realizada apés

consentimento informado dos doentes e dos familiares. Este estudo foi aprovado pela Comisséo de

Etica do IPO-Lishoa.

Esquema representativo do protocolo efectuado para caracterizacao funcional da variante p.T22|

identificada no gene C8orf48 e estudo do papel deste gene na tumorigénese.

Preparagéo em larga escala
(maxipreps) do DNA dos plasmideos:
pcDNA3NeoMyc, pcDNA3NeoMyc-
C8ORF48WT e pcDNA3NeoMyc-
C8ORF48MUT

V

Andlise da
expressao proteica
do gene C8orf48
WT e MUT
transfectado por
Western Blot

Transfeccao de células humanas de
carcinoma do colo uterino (linha celular

Hela), células foliculares de tirdide
normal de Rattus norvegicus (PCCL3),

fibroblastos embrionéarios de Mus
musculus (NIH 3T3) e células humanas
de carcinoma papilar da tiréide (linha
celular TPC-1)

V

Caracterizagao funcional no
modelo celular NIH 3T3:
Ensaios de Proliferagéo Celular
Ensaios de Migracéo Celular
(Wound Healing)

Andlise da
expressao de RNA
do gene C8orf48
WT e MUT
transfectado por
gRT-PCR
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Silenciamento do gene C80rf48
endégeno utilizando siRNA

Analise da expresséao

Transfecdo de células de carcinoma do RNA do gene
papilar da tiréide humana (TPC-1) C8orf48 endégeno por

gRT-PCR

Ensaio de Ciclo Celular (Citometria
de Fluxo)

Ensaio de Morte Celular(Citometria
de Fluxo)

2 Cultura de células

Para este estudo, foram utlizadas duas linhas celulares tumorais: células humanas de
carcinoma do colo uterino (HelLa), e células humanas de carcinoma papilar da tiréide (TPC-1) (estas
Ultimas gentilmente cedidas pela Doutora Paula Soares do IPATIMUP, Porto). Foram também
utilizados fibroblastos embrionarios de rato (NIH 3T3) (cedidas gentilmente pelo Dr. Paulo Matos, da
Faculdade de Ciéncias da Universidade de Lisboa) e células PCCL3, provenientes da clonagem de
células foliculares de tir6ide normal de Rattus norvegicus (gentilmente cedidas pelo Professor Dumont
do Institut de Recherche Interdisciplinaire en Biologie Humaine et Moléculaire, Faculté de Médecine,
Université Libre de Bruxelles, Bélgica). O manuseamento das células foi sempre realizado em
ambiente estéril, numa camara de fluxo laminar (Microflow Biological Safety Cabinet, Intermed ®).

Todas as células foram mantidas numa estufa (Nuaire™ US Autoflow CO, Water-Jacketed

Incubator), num ambiente humidificado, a 5% CO,, a temperatura de 37°C.

As células PCCL3 foram propagadas em meio de cultura Hams F-12 Coon’s Modification with L-
Glutamine (Euroclone, lItalia), suplementado com 5% (v/v) de soro fetal bovino (FBS) (GIBCOTM,
EUA), insulina 1x (Sigma-Aldrich), hormona estimuladora da tiréide (TSH) 1 mUl/ml (Sigma-Aldrich),
apotransferrina 1 mg/ml (Sigma-Aldrich), 1x L-Glutamina (GIBCOTM, EUA) e antibiético antimicético 1x
(GIBCOTM, EUA). As células HeLa e TPC-1 foram propagadas em meio de cultura DMEM (GIBCOTM,
EUA), suplementado com 10% (v/v) de FBS, 1x L-Glutamina (GIBCOTM, EUA) e antibidtico
antimicotico 1x (GIBCOTM, EUA). As células NIH 3T3 foram propagadas em meio de cultura DMEM
(GIBCOTM, EUA), suplementado com uma concentracdo de soro de vitela recémnascida (NCBS)
(GIBCOTM, EUA) variavel [0,5%, 5%, 10% (v/v)], de acordo com o procedimento, 1x L-Glutamina
(GIBCO™, EUA) e antibidtico antimicético 1x (GIBCO™, EUA).

Todos os reagentes conservados a 4°C, antes de serem utilizados, foram aquecidos a 37°C para
evitar o stresse celular provocado pela diferenca de temperatura. Para manter a esterilidade, os

reagentes foram abertos e utilizados apenas dentro da camara de fluxo laminar. A observagcédo das
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células foi realizadas através de um microscopio invertido Axiovert 135 (Zeiss, Alemanha).

2.1 Descongelacéo de células

As células HelLa, PCCL3 e TPC-1 foram criopreservadas numa solucdo de congelacéo contendo
FBS e DMSO (Sigma-Aldrich) a 10% (v/v), enquanto que as células NIH 3T3 foram criopreservadas
com NCBS e DMSO a 10% (v/v). O DMSO é um crioprotector que é adicionado na solucdo de
congelacéo para reduzir a formacao de cristais de gelo, que poderiam causar a lise celular durante o
processo de congelacgao.

Ap6s os tubos serem descongelados rapidamente com as maos, retiraram-se as células do seu
interior com uma seringa de 1 ml e transferiram-se para um tubo estéril de 50 ml, contendo 25 ml de
meio de cultura ndo suplementado, para remover o DMSO. Apés centrifugacdo durante 5 minutos a
1200 rpm (rota¢cBes por minuto) (Labofuge 400, Heraeus Instruments), descartou-se o sobrenadante e
ressuspenderam-se as células em 5 ml de meio suplementado. Por fim, transferiu-se a suspensao
celular para um frasco de cultura de 260 cm?®, contendo 10 ml de meio suplementado e colocaram-se
os frascos numa estufa de CO2, deixando o frasco mal rolhado, de forma a permitir as trocas

gasosas.

2.2 Criopreservacdo das células

A criopreservacdo das células foi feita a partir de frascos de 260 cm?® com uma confluéncia de
90-100%. Apo6s remover as células do frasco, com tripsina-EDTA (ver ponto 2.3), centrifugou-se e
removeu-se o0 sobrenadante, ressuspendendo-se de seguida o pellet celular em 2 ml de solucéo de
congelagcédo [composta por 1,8 ml de FBS ou NCBS e 200 ul de DMSO 10% (v/v)]. De seguida,
distribuiu-se 1 ml de suspenséo celular por duas ampolas de congelacao, colocou-se as ampolas a -

70°C durante 1 hora e posteriormente armazenou-se em azoto liquido (a -196°C).

2.3 Propagacéo e expansdo das células

As células foram propagadas em frascos de 260 cm?® no meio apropriado suplementado, o qual
foi renovado a cada 3/4 dias, para evitar a sua saturacdo e a insuficiéncia de nutrientes. Quando os
frascos apresentavam uma confluéncia elevada (90%), transferiu-se as células para novos frascos de
260 cm®, e para tal, foi necessario remover o meio e lavar as células com PBS sem magnésio e sem
célcio (Phosphate Buffared Saline -Mg®*/Ca”*"; GIBCO™). O PBS é uma soluc&o salina que é utilizada
neste procedimento com objetivo de manter as células em condi¢des 6ptimas de pH no curto periodo
em que as células sdo manipuladas. Para além desta solucdo permitir a remocéo de células mortas e
de residuos de soro, que poderia inibir a tripsina, esta solucdo ndo contém catiées divalentes (como
por exemplo, ca® e Mg”) gue atuam como inibidores da tripsina, o que permite com que haja uma
dissociacéo das ligacGes entre as células (aderentes) e a superficie do frasco por accdo da tripsina-
EDTA. Para além da tripsina provocar a dissociacdo das ligac6es nas interacdes célula-célula e/ou
célula-substrato, o EDTA, uma vez que é um agente quelante, permite com que haja a inactivacéo
dos restantes ides divalentes presentes no meio, aumentando assim a eficacia de dissociacdo das

células.
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Apés a adicdo de 2 ml de tripsina-EDTA (GIBCOTM) a cada frasco, agitou-se suavemente o
frasco de cultura, de modo a cobrir todas as células com a tripsina e incubou-se o frasco a 37°C
durante 2 minutos.

Ap6s a perda de aderéncia das células, a tripsina foi neutralizada pela adicdo de meio nao
suplementado. Posteriormente, transferiu-se as células para um tubo de 50 ml e centrifugou-se este a
1200 rpm, durante 5 minutos (Labofuge 400, Heraeus Instruments). Apés a centrifugacdo, descartou-
se 0 sobrenadante e ressuspendeu-se o pellet em meio de cultura suplementado. Transferiu-se a
suspensao celular para novos frascos de cultura, perfez-se o volume do frasco nhum volume total de
15 ml com meio suplementado e colocou-se estes frascos na estufa a 37°C, em ambiente 5% de CO,,
deixando o frasco mal rolhado para permitir as trocas gasosas necessarias para o metabolismo da

célula.

3 Transfeccdo de células HelLa, PCCL3, NIH 3T3 e TPC-1 com

vectores derivados do plasmideo pcDNA3NeoMyc
3.1 Transfecgdes transitérias

A transfeccdo € um processo que consiste na introducdo de acidos nucleicos em células
eucaridticas, a partir de métodos nédo virais. Nas transfecdes transientes, o DNA ex6geno ndo se
integra no genoma da célula e os genes transfectados sdo expressos por um periodo de tempo
limitado. No entanto, nas transfecdes estaveis, as células integram o DNA no seu genoma e
consequentemente, as células descendentes das transfectadas irdo também expressar os genes
transfectados (Kim e Eberwine, 2010).

Para a transfecdo transiente de células Hela, plaguearam-se 3,5x10° células HelLa por placa de
8,5 cm® (35mm) (Orange Scientific, Bélgica). Passado 24 horas ap6s o plaqueamento, diluiu-se 2 ug
de DNA plasmidico (pcDNA3NeoMyc, pcDNA3NeoMyc-C8ORF48WT, pcDNA3NeoMyc-
CB8ORF48MUT) e adicionou-se o volume de DNA plasmidico diluido a 125 pl de meio OPTI-MEM
(GIBCOTM). Diluiu-se também 4 pl de lipofectamina (Lipofectamine ® 2000, InvitrogenTM) em 125 pl de
OPTI-MEM e incubou-se 5 minutos a temperatura ambiente. Juntou-se o DNA diluido com a
lipofectamina e misturou-se com a pipeta, incubando a temperatura ambiente durante 20 minutos. A
lipofectamina contém subunidades lipidicas que podem formar lipossomas em meio aquoso e
consequentemente, transportar material genético, como por exemplo, DNA plasmidico. A transfecéo
ocorre devido as interacOes eletrostaticas, uma vez que as cargas positivas dos lipossomas vao
interagir com as cargas negativas dos acidos nucleicos, formando o complexo DNA-lipofectamina.
Este complexo, com a ajuda dos neutral co-lipid, funde-se com a membrana plasmatica, impedindo
com que haja repulséo eletrostatica da membrana plasmatica com os acidos nucleicos, permitindo
com que o DNA plasmidico entre na célula (Dalby et al, 2004). Durante os 20 minutos de incubacéao
do DNA com a lipofectamina, removeu-se o meio de cada uma das placas e lavou-se com 2 ml de
meio suplementado, sem antibiético. De seguida, adicionou-se o volume total do complexo DNA-

lipofectamina (~255 pl) a cada placa, agitou-se a placa ligeiramente e incubou-se as células a 37°C,
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em ambiente 5% de CO,, durante 24 horas.

Para as transfecces das células PCCL3, foi optimizado o protocolo de transfecdo indicado
anteriormente, relativamente a quantidade de células, concentracdo de DNA e volume de
lipofectamina (Tabela IV). Ap6s o teste das varias condicdes, foram obtidas melhores condicdes de
transfecdo com a proporcdo de DNA:lipofectamina de 1:2, para um total de 4 ug de plasmideo e um
numero total de células por placa de 15x10°.

Relativamente as transfecdes de células NIH 3T3 com vectores derivados de pcDNA3NeoMyc,
as transfecfes realizaram-se com uma proporcdo DNA:lipofectamina de 1:2, para um total de 2 ug de

plasmideo e um ntimero total de células por placa de 5x10°.

Tabela IV — Condi¢cBes para optimizagdo da transfegao das células PCCL3

Condicdes 1 2 3 4 5 6 7 8
Lipofectamina:DNA 1:2 1:2 1:2 1:2
Lipofectamina (ul) 5 8 5 8 5 8 5
Total plasmideo (ug) 2,5 4 2,5 4 2,5 4 2,5
Namero de células 2,5x10° 5x10° 10x10° 15x10°

3.2 Estabelecimento de pools de células HeLa e NIH 3T3 com expressdo estavel de
vectores derivados do plasmideo pcDNA3NeoMyc

As células que sofrem transfecdo estavel podem ser selecionadas a partir da expressao de um
gene que é co-integrado no genoma, com o gene em estudo, (normalmente presente como uma
unidade independente transcripcional no vector de expressao transfectado) e que confere resisténcia
a um antibiético especifico utilizado nessa seleccao.

Para preparacdo das pools de células com expressdo estavel dos diferentes plasmideos
(pcDNA3NeoMyc, pcDNA3NeoMyc-C8ORF48WT e pcDNA3NeoMyc-C80ORF48MUT), 48 horas apés
transfeccdo, iniciou-se a seleccdo das células que apresentavam resisténcia a geneticina (G418,

Sigma Aldrich). Esta selecdo com geneticina (1000 ug/ml) decorreu durante 3 semanas.

3.3 Transfeccdes transientes do siRNA em células TPC-1

A transfeccao transiente do siRNA (Anexos, Tabela IX) para o gene C8orf48 foi feita utilizando
1,5x10° células TPC-1, em placas de 8,5 cm? (35 mm) (Orange Scientific, Bélgica). Vinte e quatro
horas ap6s o plagueamento (confluéncia das placas a 50%), preparou-se 5 pl (100 pmol) de
oligonucleotidos em 250 ul de meio OPTI-MEM (GIBCOTM). Diluiu-se também 4 pl de lipofectamina
(Lipofectamine ® 2000, InvitrogenTM) em 250 ul de OPTI-MEM e incubou-se 5 minutos a temperatura
ambiente. Juntou-se o siRNA com a lipofectamina e misturou-se com a micropipeta, incubando a
temperatura ambiente durante 20 minutos. Durante este periodo de incubacdo do siRNA com a
lipofectamina, removeu-se o0 meio de cada uma das placas e lavou-se com 2 ml de meio

suplementado, sem antibiético. De seguida, adicionou-se o volume total do complexo siRNA-

31



MATERIAIS E METODOS

lipofectamina (~505 ul) a cada placa, agitou-se a placa ligeiramente e incubou-se as células a 37°C
em estufa com ambiente 5% de CO,  durante 24 e 48 horas, para optimizar as condicfes de
transfecao de siRNA nesta linha celular.

Para o controlo negativo do siRNA, o procedimento de transfecdo foi idéntico, utilizando-se

apenas 2 pl (50 pmol) de oligonucleotido.

3.3.1 Transfecgao transiente de vectores derivados de pcDNA3NeoMyc em células TPC-1

Para estudar os efeitos dos vectores derivados de pcDNA3NeoMyc (pcDNA3NeoMyc,
pcDNA3NeoMyc-C8ORF48WT e pcDNA3NeoMyc-C80ORF48MUT) apds o silenciamento do gene
C8orf48 com o siRNA, 24 horas ap6s a transfeccdo das células TPC-1 com o siRNA, realizou-se uma
segunda transfeccdo com os vectores atras indicados. Adicionou-se 1250 ng de DNA juntamente com
50 pmol de siRNA, para um volume de 250 ul de meio OPTI-MEM (GIBCOTM). Diluiu-se também 4 ul
de lipofectamina (Lipofectamine ® 2000, InvitrogenTM) em 250 ul de OPTI-MEM e incubou-se 5
minutos a temperatura ambiente. Juntou-se o DNA+siRNA com a lipofectamina e misturou-se com a
pipeta, incubando a temperatura ambiente durante 20 minutos. Durante este periodo de incubacéo do
DNA+siRNA com a lipofectamina, removeu-se o meio de cada uma das placas e lavou-se com 2 ml
de meio suplementado, sem antibidtico. De seguida, adicionou-se o volume total do complexo DNA-
siRNA-lipofectamina (~510 pl) a cada placa, agitou-se a placa ligeiramente e incubou-se as células a
37°C numa estufa em ambiente 5% de CO, durante 24 horas.

Para a placa que tinha sido inicialmente transfectada com o controlo negativo do siRNA, 24
horas apoés esta transfecdo, realizou-se uma segunda nas condi¢des indicadas anteriormente, a uma

concentracdo de 50 pmol de oligonucleétido.

4  Extracdo de RNA

Para se realizar a extracdo de RNA a partir das pools de HelLa e NIH 3T3, e das células TPC-1
transfectadas com o siRNA para o gene C80orf48, seguiu-se o protocolo recomendado pelo fabricante
do RNeasy Mini Kit (QIAGEN, Alemanha), com algumas alteracdes.

Primeiramente, propagaram-se ambas as pools em frascos de 75 cm®. Quando a confluéncia
celular nestas placas atingiu os 100% fez-se a recolha das células. Para tal, removeu-se o meio dos
frascos, lavou-se uma vez com 2 ml de uma solucdo salina de PBS (-M92+/Ca2+) (GIBCOTM).
Adicionou-se 2 ml de tripsina-EDTA (GIBCOTM) a cada frasco e incubaram-se os frascos durante 5
minutos a 37°C. Neutralizou-se a tripsina com 8 ml de meio ndo suplementado e transferiu-se a
suspensao celular para um tubo de 50 ml. Posteriormente, centrifugou-se o tubo a 1200 rpm
(Labofuge 400, Heraeus Instruments, raio do rotor = 170 mm), durante 3 minutos e removeu-se
completamente o sobrenadante. Ressuspendeu-se o pellet celular em 600 pl de tampédo de lise
celular RLT com B-mercapto-etanol 10% (v/v) (Tabela V).

Ao tubo com o pellet lisado, adicionou-se um volume igual de etanol a 70% (v/v) (Tabela V) e
homogeneizou-se com uma pipeta. Transferiu-se a amostra (até 700 pl) para uma coluna RNeasy,
colocada num tubo de 2 ml. Centrifugou-se a amostra a 10000 rpm (eppendorf Centrifuge 5417C, raio

do rotor = 95mm) durante 30 segundos. Quando o volume da amostra excedeu os 700 pl, apés a
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primeira centrifugacdo, adicionou-se o0 restante volume na mesma coluna para uma segunda
centrifugacdo em condic8es iguais as anteriores.

Adicionou-se 700 pl de tampdo RW1 (Tabela V) a coluna RNeasy e centrifugou-se a 10000 rpm
(eppendorf Centrifuge 5417C) durante 15 segundos, para remover da coluna os compostos que nao
tinham afinidade com a mesma. Descartou-se o eluido e adicionou-se 500 pl de tampao RPE (Tabela
V) a coluna RNeasy. Centrifugou-se a 10000 rpm (eppendorf Centrifuge 5417C) durante 15
segundos. Descartou-se o eluido e adicionou-se, novamente, 500 pl de tampdo RPE a coluna.
Centrifugou-se o tubo a 10000 rpm (eppendorf Centrifuge 5417C) durante 2 minutos, para remover
completamente os residuos de etanol da membrana da coluna. De seguida, descartou-se o eluido e
centrifugou-se a 10000 rpm (eppendorf Centrifuge 5417C) durante 1 minuto.

Transferiu-se a coluna para um novo tubo colector de 1,5 ml e adicionou-se 30 ul de agua
RNase-free diretamente sobre a membrana da coluna. Ap6s 5 minutos, centrifugou-se a amostra a
10000 rpm (eppendorf Centrifuge 5417C) durante 1 minuto, para eluir o RNA. Por fim, quantificou-se

0 RNA obtido por espectrofotometria (ver ponto 5 desta sec¢do) e armazenou-se a -70°C.

Tabela V - Funcao dos tampdes utilizados para extracdo de RNA

Solucgéo Funcao

Tampéo RLT com B- Tampéo RLT (sais guanidina): Lise celular e promocé&o de ligacdo do
mercapto-etanol RNA a coluna de silica RNease
B-mercapto-etanol: desnaturacdo das RNases
Etanol 70% Precipitacdo do RNA total
Tampédo RW1 Remocé&o de compostos biomoleculares que nédo tem afinidade com
a coluna de silica RNease (proteinas, acidos gordos, DNA).
Tampéo RPE Remocao de sais da coluna (provenientes dos tampdes utilizados

anteriormente).

Agua RNase-free Prevencéo da degradacédo do RNA.

5 Quantificacdo espetrofotométrica de RNA

Para quantificar o RNA extraido a partir de amostras biol6égicas realizou-se o doseamento
espectrofotométrico. Este método permite determinar a quantidade de acidos nucleicos, quantificando
a radiacdo ultravioleta (UV) que é absorvida pelas purinas e pirimidinas que constituem a cadeia do
RNA (Sambrook e Russel, 2001).

Tal como descrito pela lei de Lambert-Beer, a absorvancia de uma determinada amostra a um
comprimento de onda especifico e a uma espessura fixa é directamente proporcional a concentracédo
do material absorvente, ou seja (Sambrook e Russel, 2001):

A= ebc, em que A é a absorvancia, € é o coeficiente de extingdo molar (M'lcm'l), b é a espessura da
célula (cm) e c é a concentracdo da amostra (M).
As leituras espectofotométricas foram efectuadas a 260 nm e 280 nm (Thermo Scientific

NanoDrop 2000, EUA), que sdo os comprimentos de onda correspondentes aos maximos de
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absorcao dos acidos nucleicos e das proteinas, respectivamente.

Uma absorvancia ou densidade 6ptica (DO) de 1 corresponde a uma concentragdo de 50 ug/ml
para o DNA em cadeia-dupla, e a 40 ug/ml para o DNA em cadeia simples ou para o RNA. Assim, a
concentracdo de acidos nucleicos é determinada pelas seguintes equacfes (Sambrook e Russel,
2001):

[RNA] (ng/ pl) = Apgo X 40ng/pl x factor de diluicéo

A razao entre as leituras a 260 nm e a 280 nm (DO : DO,gp) fornece uma estimativa da pureza
dos acidos nucleicos. As amostras puras de DNA e de RNA tém valores de DOyg : DO,gyde 1,8 €
2,0, respectivamente. Se existir uma contaminacéo significativa com proteinas ou fenol, as razdes de
DO,gp : DO,gg apresentardo valores inferiores aos acima referidos, e desta forma ndo sera possivel

fazer uma quantificagcdo precisa da concentracdo de acido nucleico (Sambrook e Russel, 2001).

6 Sintese de cDNA por transcricao reversa do RNA
O RNA extraido a partir das pools HelLa, NIH 3T3 e TPC-1 foi utilizado para a sintese do DNA

complementar de cadeia simples (cDNA). Neste procedimento de sintese sdo utilizados primers
aleatérios (random primers) que hibridam com os diferentes mMRNAs que existem na célula. A
extensdo dos primers é realizada pela enzima transcriptase reversa, que utiliza o RNA como molde
para a sintese de cDNA. Posteriormente, a partir do cDNA obtido realiza-se a amplificacdo por PCR
dos exdes dos genes que se pretendem estudar.

Para a sintese do cDNA, prepararam-se duas misturas reacionais. Na primeira, juntou-se 1 ug
de RNA com 0,4 pl de desoxirribonucleétidos (dNTPs) (25 mM, InvitrogenTM), 0,1 pl de random
primers (InvitrogenTM) e agua bidestilada estéril tratada com DEPC para perfazer o volume final de
12,5 ul. Homogeneizou-se a mistura reacional, incubou-se a 65°C durante 10 minutos, centrifugou-se
brevemente o tubo (spin down) e colocou-se este em gelo. Na segunda mistura reaccional, juntou-se
100 mM de ditiotreitol (DTT) (InvitrogenTM), 20 U de RNaseOut™ (40U pl, InvitrogenTM), uma solucao
tamponada 5x First-Strand Buffer (InvitrogenTM), 200 U de transcriptase reversa SuperScript 1l RT
(200U/ ul, InvitrogenTM) e agua bidestilada estéril para perfazer o volume final de 7,5 pl.
Homogeneizou-se a mistura, adicionou-se os 7,5 pl da segunda mistura reaccional aos 12,5 ul da
primeira mistura e fez-se spin down do tubo. No termociclador (T3 thermocycler, Biometra,
Alemanha), incubou-se a reaccdo durante 50 minutos a 42°C. Posteriormente, inactivaram-se as
enzimas intervenientes na reacdo a 70°C durante 15 minutos. Os cDNAs obtidos foram armazenados
a -20°C.

7 Amplificacdo de cDNA por PCR

Para amplificacéo in vitro de uma regido especifica do cDNA, recorreu-se a uma reagdo em
cadeia catalisada pela enzima polimerase (Polymerase Chain Reaction — PCR). Neste método utiliza-
se dois primers de oligonucleétidos que hibridam com a cadeia molde de cDNA (ou template) para

sintetizar novas sequéncias de cDNA (Elrich, 1989). A primeira demostracdo deste processo foi
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realizada por Saiki e os seus colaboradores em 1985, no entanto, sé em 1988 a técnica de PCR foi
modificada, através da introducdo de uma polimerase termoestavel na reac¢do (Saiki et al., 1988).

A partir da técnica de PCR, ocorre um aumento exponencial de fragmentos especificos de
cDNA, dado que os produtos sintetizados num ciclo de PCR podem servir como molde no préximo
ciclo, duplicando o nimero de cépias em cada ciclo (Elrich, 1989).

Cada ciclo de PCR é constituido por trés passos: um passo de desnaturacdo do cDNA molde
pelo calor, um passo de hibridacdo dos primers com as sequéncias alvo em cadeia simples e um
passo de extensdo dos primers emparelhados, efectuado por uma DNA polimerase termoestavel
(Sambrook e Russel, 2001).

Neste projeto, as reac¢des de PCR foram preparadas num volume final de 12,5 pl, apresentando
a seguinte composicao: 0,5 pl de cDNA, 10 pmol de primer forward e de primer reverse (Sigma-
Aldrich, EUA), solugdo tamponada de PCR (1x concentrada; InvitrogenTM), 25 mM de
desoxirribonucleétidos (dNTPs; InvitrogenTM), 1,2 mM de MgCl, (InvitrogenTM), 1U de Tag DNA
polymerase (InvitrogenTM) e agua bidestilada estéril para perfazer o volume final.

Para cada reaccdo de PCR foi realizado simultaneamente um controlo negativo, constituido por
uma mistura reacional semelhante a das reaccdes de PCR, mas contendo 4gua em substituicdo do
DNA. O controlo negativo foi sujeito as mesmas condicdes que as reaccBes de PCR e foi utilizado
para detectar a existéncia de possiveis contaminacoes.

As reacbes de PCR foram processadas num termociclador (T3 thermocycler Biometra,
Alemanha) com uma desnaturacéo inicial do cDNA molde durante 5 minutos a 95°C, seguindo-se 28
a 34 ciclos de amplificacdo. Cada ciclo de amplificacdo incluiu: a) a desnaturacdo do cDNA molde a
95°C durante 1 minuto; b) o emparelhamento dos primers com o cDNA molde a temperatura de
hibridacdo de 56-60°C (dependendo das condicdes 6ptimas de cada reacdo) durante 1 minuto; ¢) a
extensdo das novas cadeias a 72°C durante 1 minuto. Apds os ciclos de amplificacédo foi realizada

uma extensao final a 72°C, durante 10 minutos.

7.1 Optimizagdo das condig6es de PCR
Para que o DNA de cada amostra sob estudo fosse amplificado com uma elevada
especificidade, as condi¢cdes de PCR foram optimizadas, testando-se diferentes graus de estringéncia

para a reacc¢do. Para cada par de primers seleccionaram-se varias concentragdes de MgCl, e varias

temperaturas de hibridagao.

O MgCI, é essencial para as reacfes de PCR, pois os ides Mg2+ funcionam como co-factor da
enzima Tag DNA polimerase e formam um complexo solivel com os dNTPs (Sambrook e Russel,
2001). A concentracdo de magnésio pode também afectar a hibridacdo dos primers, a especificidade
do produto de PCR e a formacdo de dimeros de primers (Innis et al., 1990). Geralmente, uma baixa
concentracdo de Mg2+ conduz a baixos rendimentos da reaccdo ou até mesmo a auséncia de
produtos de PCR, enquanto que concentra¢cles elevadas de MgZ+ podem conduzir a acumulacao de
produtos inespecificos (Sambrook e Russel, 2001).

A temperatura de hibridacdo também desempenha um papel critico nas reacfes de PCR. Se a

temperatura de hibridacdo for demasiado elevada, a hibridacdo dos primers com o DNA template é
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fraca, e assim, o rendimento do DNA amplificado é baixo (Sambrook e Russel, 2001). Se a
temperatura de hibridacdo for demasiado baixa, pode ocorrer a hibridacao inespecifica dos primers,
resultando na amplificacdo de segmentos de DNA néo desejados (Sambrook e Russel, 2001).

De um modo geral, a optimizacdo das condicdes de PCR foi realizada utilizando uma
concentracdo de MgCl, (1,2 mM) e trés temperaturas de hibridacdo (58, 60 e 62°C). Por ultimo,
selecionou-se a temperatura de hibridacdo e o nimero de ciclos de amplificacdo para as quais se
observou um melhor rendimento do produto pretendido.

Em algumas reacdes, teve de ser adicionado dimetilsulféxido (DMSO, 3-6%), para aumentar o
rendimento e a especificidade da reaccdo, uma vez que este composto organico impede a formacao

de estruturas secundarias no DNA template.

8 Eletroforese dos produtos de PCR em gel de agarose

A electroforese em gel de agarose permite separar fragmentos de DNA de acordo com o seu
peso molecular. Esta técnica foi utilizada para determinar se a amplificacdo de cada fragmento de
DNA tinha sido bem sucedida e para isso, utilizou-se géis de agarose de 2% (p/v) para se separar
fragmentos de DNA lineares com um peso molecular entre 100-350 bp.

Para a preparacdo dos géis de agarose, dissolveu-se a agarose numa solucdo tamponada de
TBE 1x concentrada a pH 8,0 (89 mM Tris-base, 89 mM &cido bérico, 2 mM EDTA, pH 8,0) e
agueceu-se a mistura até a agarose estar completamente dissolvida. Posteriormente, arrefeceu-se
esta solucdo e adicionou-se brometo de etideo (concentracéo final de 0,5 pug/ml). De seguida, verteu-
se a mistura num molde contendo os pentes previamente colocados para definir o nUmero de pocos
pretendidos no gel. Aguardou-se cerca de 20 minutos, por forma a ocorrer a polimerizacdo do gel de
agarose, e terminado este tempo, depositou-se 0 gel numa tina de electroforese horizontal, contendo
uma solucéo tamponada de TBE 1x concentrada a pH 8,0.

De seguida, aplicaram-se as amostras de DNA e um marcador de peso molecular nos pogos do
gel. Este marcador é necessario para estimar o tamanho dos fragmentos de DNA. De acordo com o
namero de pares de bases do produto esperado, utilizou-se o marcador pUC 8 (permite determinar o
peso molecular de fragmentos de DNA com um tamanho inferior a 1000 bp) (Fermentas, EUA) ou o
marcador Gene Ruler 50 bp DNA ladder (permite determinar o peso molecular de fragmentos de DNA
com um tamanho entre os 50 e 1000 bp (Thermo Fisher Scientific™, EUA). A cada uma das amostras
de DNA (volume de 7,5 pl) juntou-se 1 pl da solugdo de deposicdo (DNA Loading Dye 6x; Thermo
Fisher Scientific™, EUA). As electroforeses foram realizadas sob uma diferenca de potencial
constante de 140 V, durante aproximadamente 40 minutos.

Ap6s a electroforese, colocou-se o gel de agarose num transiluminador acoplado a uma camara
de video e a um sistema informatico (BioDocAnalyze, Biometra, Alemanha), onde este foi exposto a

radiacdo UV (300 nm) para a visualizacao e exposicéo fotografica das bandas de DNA.
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9 PCR quantitativo em tempo real

O PCR em tempo real permite a amplificacdo de fragmentos de DNA, a medida que detecta
simultaneamente a progresséo da reaccédo de amplificacao.

A deteccdo em tempo real dos produtos de PCR é possivel a partir da inclusdo na reaccdo de
amplificacdo de uma molécula fluorescente que reporta um aumento da quantidade de DNA com um
aumento proporcional no sinal de fluorescéncia. As moléculas fluorescentes utilizadas para este
proposito inclui fluoréforos que se ligam ao DNA, como por exemplo, o fluor6foro SYBR Green |
(Applied Biossystems, EUA) e sequéncias fluorescentes especificas de primers ou sondas, como por
exemplo, sondas TagMan (Applied Biosystems, EUA). Termocicladores equipados com detectores de
fluorescéncia sdo usados para monitorizar a fluorescéncia durante o periodo de amplificacao.

A principal vantagem do PCR quantitativo em tempo real (QRT-PCR) em compara¢gdo com o
PCR convencional é que o gRT-PCR permite determinar o nimero de copias da amostra inicial com

precisao.

9.1 Funcionamento do PCR quantitativo em tempo real
Na figura que se segue apresenta-se um grafico que representa a amplificacdo de DNA de uma

amostra por gRT-PCR (Figura II-1).
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Figura II-1 — Grafico representativo da amplificacéo por qRT-PCR (adaptado de Real-Time PCR
Applications Guide)

Como se pode verificar na Figura IlI-1, a amplificacdo por qRT-PCR inclui duas fases: uma fase
exponencial seguida de uma fase ndo exponencial. Durante a fase exponencial, a quantidade de
produto de PCR duplica (aproximadamente) em cada ciclo. Contudo, durante a reacdo de
amplificacdo, os reagentes sdo consumidos, podendo um ou mais reagentes tornarem-se limitantes.

Neste ponto, a velocidade de reaccdo diminui e entra na fase ndo exponencial (plateau, ciclos 28-40).
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Inicialmente, a fluorescéncia encontra-se em niveis baixos e o aumento da fluorescéncia néo é
detectavel, apesar dos produtos se acumularem exponencialmente. Esta linha de base é
normalmente definida entre os ciclos 1-18. O ciclo de threshold (threshold cycle - Ct) é definido como
o ponto (namero de ciclos) em que a fluorescéncia excede essa linha de base, sendo o ciclo onde se
atinge o limiar da fase exponencial. Assim, o C; designa-se como o numero de ciclos necessarios
para que o sinal de fluorescéncia exceda a linha de base. Durante a fase exponencial do PCR, a
fluorescéncia duplica em cada ciclo. Dado que o Cté medido na fase exponencial, em que ndo ha
limitacdo dos reagentes, o gRT-PCR pode ser usado com seguranca e precisdo para calcular a
guantidade inicial de DNA presente na reaccao.

O PCR quantitativo em tempo real é baseado na relacdo entre a quantidade inicial de amostra e
o valor de C+ obtido durante a amplificacao.

Uma forma de determinar se o ensaio de qRT-PCR esta optimizado, apresentando eficiéncia e
reproducibilidade adequadas, é através da construcdo de uma curva-padrdo. Uma amostra de
concentracdo conhecida, que expressa o gene em estudo, é diluida seriadamente, e essas diluices
sao utilizadas na construcdo de uma curva-padrdo, para identificar uma relagéo linear entre 0 Cr e 0
logaritmo da quantidade inicial de acido nucleico alvo na amostra padrdo. A partir desta regressao
linear, é possivel determinar o valor de R?, gue demonstra a linearidade dos resultados obtidos, assim
como calcular a eficiéncia de reacdo de amplificacdo, através da férmula:

Ezlo-lldeclive
sendo espectavel que este valor seja proxima de 2, dado que idealmente, em cada ciclo da reaccéo,

havera um aumento de 2 vezes do nimero de cépias de DNA template.

Desta forma, os critérios que determinam a optimizacédo de um ensaio de gRT-PCR séo:
e Curva-padrao linear (R2 > 0,980 our > |-0,990])
* Elevada eficiéncia de amplificagcéo (90-105%)
* Consisténcia nos resultados das réplicas da reaccao
Para determinar os niveis de expressdo do gene de interesse relativamente a um gene de
referéncia, podem ser utilizados diversos métodos de quantificacdo relativa, como por exemplo, o

método Pfaffl, o método AC usando um gene de referéncia e o método 27AACT

AACT

(Livak). No método que
foi utilizado para os ensaios realizados, que foi o método 27", assume-se que tanto o gene de
referéncia como o gene de interesse sdo amplificados com uma eficiéncia perto dos 100%. Apoés
confirmacao da referida eficiéncia, a diferenca relativa dos niveis de expressao do gene de interesse
em diferentes amostras pode ser determinada a partir da normalizacdo dos Crdo gene de interesse
em relacdo ao gene de referéncia, tanto para a amostra teste como para o calibrador (ACy).
Posteriormente, é normalizado o ACtda amostra com o ACrdo calibrador (AAC+), obtendo-se o racio
normalizado a partir da formala 2T,

Para corrigir variagcdes na quantidade de RNA em cada amostra, e nas eficiéncias das reac¢des
de transcricdo reversa e PCR, é amplificado em paralelo, para cada amostra, um controlo endégeno,
ou seja, um segmento de mMRNA que esteja presente em todas as amostras em estudo, em

guantidade aproximadamente constante e que nao seja afectada pelo tratamento experimental. Desta
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forma, € usado como controlo endégeno um gene constitutivo (housekeeping) para o qual é também
construida uma curva padrdo. Para cada amostra em estudo (incluindo o calibrador), a quantidade de
acido nucleico alvo é normalizada, dividindo a quantidade obtida através da respectiva curva padréao
(para o gene em estudo) pela quantidade de referéncia endégena (Ct/quantidade). Os valores de
expressao relativa sdo por fim determinados, dividindo cada valor normalizado, relativo ao RNA alvo

em cada amostra, pelo valor normalizado do calibrador.

9.2 Selecao quimica do PCR quantitativo em tempo real

Um importante passo para o desenvolvimento do ensaio do gRT-PCR é a selec¢do dos quimicos
para monitorizar a amplificacdo da sequéncia alvo. Os quimicos fluorescentes disponiveis podem ser
categorizados em dois grandes grupos: 1) Fluoréforo de ligacdo ao DNA (SYBR Green I) e 2) Sondas
ou primers com sequéncias especificas de oligonucleétidos marcados com fluoréforos repérter
(TagMan, hibridizacdo, sondas Eclipse, Amplifluor, Scorpions, LUX e primers BD QZyme). Os
compostos mais utilizados para o PCR quantitativo em tempo real sdo o SYBR Green | e as
sondasTagMan.

O SYBR Green I, que se liga inespecificamente a DNA de dupla cadeia (Figura II-2), exibe pouca
fluorescéncia quando se encontra livre em solucdo, mas a sua fluorescéncia aumenta quando se liga
ao DNA de dupla cadeia, que é gerado durante o PCR. Assim, o sinal de fluorescéncia é proporcional

a quantidade de DNA presente, e aumenta a medida que a sequéncia alvo é amplificada.

8 8 8 8 8 8 Unbound SYBR Green |
8 JUE 8 8 Bound SYBR Green |
g 883

8 8
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g 88 ={}=§‘=[}88

8 IF=—F 3

Figura II-2 — Representacao esquematica do sistema SYBR Green | (adaptado de Real-Time PCR
Applications Guide, Bio-Rad Laboratories, 2006)

Esta técnica foi utilizada para quantificar a expressdo do gene C8o0rf48 humano nas pools das
células NIH 3T3 (Seccédo 3 deste capitulo) e em células TPC-1 transfectadas com o siRNA (Seccéo
3.3 deste capitulo). As amostras das pools das células NIH 3T3 foram analisadas relativamente a

expressdo do gene housekeeping C80rf48 de Mus musculus (referéncia endégena), enquanto que as
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amostras das células TPC-1 transfectadas com o siRNA para o gene C8orf48 foram analisadas
relativamente a expressao do gene enddégeno GAPDH. Para construir a curva de calibragdo de
ambos os genes enddgenos foram utilizadas quatro quantidades diferentes da amostra padréo (500;
125; 31,25; 7,813 ng). Para este gene em estudo foi incluido um controlo negativo, sem cDNA (NTC —
non-template control). As amplificacdes por PCR de cada amostra foram realizadas em triplicado, em
placas de 96 pocos (MicroAmp Optical 96-well reaction plate, Applied Biosystems).

As reaccBes de SYBR Green foram executadas seguindo o protocolo recomendado pelo
fabricante (Roche Applied Science), com algumas alteracdes. Primeiramente, preparou-se uma
diluicdo de 1:4 do cDNA de cada amostra com agua bidestilada estéril tratada com DEPC. Para a
construcdo da curva de calibracdo preparou-se 4 diluicdes de log4 (1:4, 1:16, 1:64, 1:256) partindo de
uma amostra com uma concentracéo inicial de 2 ug/ul, perfazendo um volume de 16 pl para cada
diluicdo. De seguida, em gelo, preparou-se para cada amostra a seguinte reaccao: 2 ul da diluicdo do
cDNA da amostra, 0,4 pl de primer forward e primer reverse (10 pmol/ul, Sigma-Aldrich) (Anexos,
Tabelas VIl e VIII) e 10 ul de LightCycIerR 480 SYBR Green | Master 2x concentrada (que contém o
fluoréforo SYBR Green |, dNTPs, FastStart Taq DNA Polimerase, tampao de reaccao e MgCl,; Roche
Applied Science). As reaccdes de qRT-PCR foram iniciadas com uma desnaturagdo a 95°C durante
10 minutos, que foi seguida de 35 ciclos de amplificacdo. Em cada ciclo ocorreu um passo de
desnaturacdo a 95°C durante 15 segundos, um passo de hibridagdo dos primers a 60°C durante 30
segundos, e um passo de extensao dos primers a 72°C durante 15 segundos. O PCR quantitativo em
tempo real foi realizado no LightCycIerR 480 Instrument Il (Roche Applied Science) e a analise dos

resultados foi realizada utilizando o software LightCycIerR 480 SW 1.5 (Roche Applied Science).

10 Western Blot

A técnica de Western blot permite a deteccdo, com anticorpos especificos, de proteinas num
extracto proteico. As proteinas presentes no lisado sdo separadas pelo seu tamanho molecular,
usando a técnica SDS-PAGE (Sodium dodecyl sulfate-poliacriiamyde gel electrophoresis). As
proteinas séo transferidas para um suporte sélido, normalmente um suporte de nitrocelulose ou de
PVDF (polyvinylidene diflouride) devido as suas propriedades hidrofébicas que os tornam no suporte
ideal para a ligacdo de proteinas em aplicacdes de Western blot. Posteriormente, a partir da utilizacao
de anticorpos especificos para a proteina (anticorpos primarios), reconhecidos por anticorpos
secundarios conjugados com uma enzima, é possivel detectar a proteina de interesse. Os anticorpos
secundarios sdo normalmente conjugados com a enzima horseradish peroxidase que permite
catalisar uma reaccdo de quimioluminescéncia que produz um sinal, permitindo a visualizacdo da
localizacdo da proteina de interesse na membrana.

Esta técnica permite a quantificacdo relativa de uma proteina particular presente em diferentes
amostras. Neste sentido, usou-se esta técnica para monitorizar e quantificar a expressédo da C8orf48
(37 kDa) em pools transfetadas de HeLa, PCCL3 e NIH 3T3. As variantes da proteina transfectada
foram detectadas usando um anticorpo especifico para o epitopo c-myc tag presente na regido c-

terminal da C8orf48. A expressao da p-catenina de murganho (92 KDa) também foi analisada para
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avaliar os efeitos das variantes da C80rf48 na expressado desta proteina. Para corrigir variagées na
guantidade de amostra, foi utilizado um controlo enddégeno, ou seja, uma proteina que estava
presente em todas as amostras em estudo, em quantidade aproximadamente constante, e que nao
seja afectada pelo tratamento experimental. Para analisar os niveis de expressao da p-catenina de
murganho, foi utilizado como controlo enddgeno a p-actina de murganho (42 KDa).

Para obter os extratos proteicos, células foram transferidas para placas de 8,5 cm?® (35 mm) e
apos atingirem uma confluéncia de 80-90%, foram lavadas com PBS (-MgZ+/Ca2+; GIBCOTM),
adicionando-se depois o tampao de lise (Anexos, Tabela X) (100 ul/lxlO6 células). Posteriormente, os
lisados foram transferidos para tubos eppendorf de 1,5 ml e incubados a 95°C durante 10 minutos
para desnaturar as proteinas, e por fim, foram armazenados a -20°C.

Quantidades idénticas de extracto proteico (~17 ul) foram a separados num gel de SDS-PAGE a
10% (p/v) (20 mA, 1 hora, Anexos, Tabela X) assim como um marcador de peso molecular foi
utilizado (Precision Plus Protein™ All Blue Prestained Standards; BIO-RAD) para estimar a
localizacdo esperada da banda da proteina de interesse (~8 pl). As amostras foram transferidas para
uma membrana de PVDF (Polyvinylidene flouride; BIO-RAD), utilizando o aparelho Mini Trans-Blot®
Electroforetic Transfer Cell (BIO-RAD), a 70V durante 2 horas, em tampao blot (Anexos, Tabela X).

As proteinas transferidas para a membrana PVDF foram marcadas com azul de Coomassie
(Sigma-Aldrich), para monitorizar a eficiéncia de transfecdo e de seguida, a mesma membrana foi
incubada em solucdo Destain (Anexos, Tabela X) durante 20 minutos para tornar o azul de Comassie
soluvel, e lavada 3 vezes com agitacdo em TBST (Anexos, Tabela X).

Para prevenir ligacGes inespecificas proteina-anticorpo na membrana, esta foi incubada durante
40 minutos numa solugcdo TBST milk (Anexos, Tabela X). As membranas foram seguidamente
incubadas com o anticorpo primario monoclonal mouse anti-p-catenina (clone, Sigma) numa diluicao
de 1:500 e anticorpo monoclonal mouse anti-myc tag (clone 9E10, Sigma) numa diluicdo de 1:2000.
A diluicdo do anticorpo monoclonal mouse anti-p-actina utilizada foi de 1:10000 (controlo). Estas
incubacdes foram realizadas em TBST milk (Anexos, Tabela X) overnight num volume total de 10 ml,
em tubos falcon de 50 ml, sob agitacdo, a 4°C. Para a deteccdo da proteina, usou-se o anticorpo
secundario peroxidase-conjugated anti-mouse IgG (Thermo) numa diluicdo de 1:5000. As incubacfes
com o anticorpo secundario foram feitas em solugdo TBST milk (Anexos, Tabela X) durante 1 hora,
com agitacdo, a temperatura ambiente.

As bandas proteicas imunoreativas foram detectadas por quimioluminescéncia usando a solucao
ECL (Anexos, Tabela X), seguida de exposicdo e aquisicdo da imagem no ChemiDoc XRS System

(BIO-RAD). As imagens obtidas foram analisadas usando o software ImageJ.

11 Ensaio de Proliferacdo Celular
11.1 Contagem directa em hemocitometro

Ensaios de proliferacéo foram realizados com o objectivo de avaliar o impacto da expresséo do

gene C80orf48 exdgeno com a variante ¢.65C>T no crescimento das células NIH 3T3.
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Para a contagem directa de células NIH 3T3 em hemocitémetro, plaguearam-se 7x10* células
em placas de 21,2 cm? (60mm) (VWR International) em meio DMEM suplementado com 1x L-
Glutamina (GIBCOTM,EUA) e NCBS a 10% (GIBCOTM, EUA). Apo6s 8 horas de incubacado das placas
na estufa a 37°C, em ambiente 5% de CO,, substituiu-se o meio para meio DMEM suplementado com
0,5% NCBS (GIBCOTM,EUA) e 1x L-Glutamina (GIBCOTM,EUA), para as células ficarem em starvation
durante a noite. Neste periodo, ha uma reducdo da actividade basal celular e as células entram em
fase GO/G1, o que permite a sincronizacdo do ciclo celular, (Pirkmajer S e Chibalin AV, 2011). A
estimulacao da proliferacéo celular, apos o periodo de starvation, é induzida pela mudanca para meio
DMEM suplementado com 5% NCBS (GIBCO™ EUA) e 1x L-Glutamina (GIBCO™ EUA).

Os ensaios foram realizados em triplicado. A proliferacdo celular foi analisada por contagem de
células as 0 horas (T0), 48 horas (2 dias), 72 horas (3 dias), 96 horas (4 dias) e 120 horas (5 dias).

As 0 horas do ensaio de proliferacdo (T0), as células foram recolhidas e contadas de acordo com
0 protocolo que se segue: removeu-se 0 meio de cultura e lavaram-se as células uma vez com 2 ml
de PBS(-Mg**/Ca®, GIBCO™). Apds remover o PBS (-Mg**/Ca®*, GIBCO™) adicionaram-se 200 p
de tripsina e incubou-se durante 5 minutos, a 37°C. Neutralizou-se a tripsina com 285 ul de meio
DMEM com 5% NCBS (GIBCOTM,EUA) e transferiu-se a suspenséo celular para um tubo de 1,5 ml.
Adicionou-se ao tubo 15 pl de azul de tripano (stock) e homogeneizou-se a suspensao celular. O azul
de tripano cora as células nao viaveis de azul quando observadas ao microscépio, enquanto que as
células viaveis ndo sdo coradas (Stoddart, 2011). As células viaveis possuem membranas intactas e
néo incorporam o corante do meio envolvente. Por outro lado, as células ndo viaveis ndo possuem
uma membrana intacta e funcional sendo permeaveis ao azul de tripano (Stoddart, 2011). Apd6s a
entrada do corante nas células, o azul de tripano atravessa o invoélucro nuclear e fixa-se nos nucleos,
gue ficam corados de azul.

Transferiram-se 10 pL de suspensao celular para um hemocitometro (0,100 mm, Neubauer
Improved) e contaram-se as células viaveis (refringentes) (Figura 11-3).

A concentracgdo celular (n° de células por mL) foi determinada pela féormula:

N° médio de células contadas x factor de diluicdo x 10*

Ao valor obtido, multiplicou-se o volume de suspensao celular para calcular o nimero total de

células.
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Figura II-3 -Representagdo de um hemocitdmetro. A preto encontram-se representadas as células que se
contam e a vermelho as células que nao se contam (adaptado de:
http://sfiles.crg.es/protocols/cellculture/img/neubauer.jpg/image_view_fullscreen).

12 Ensaio de Wound Healing

Os ensaios de Wound Healing in vitro sdo ensaios utilizados para estudar a migracéo celular in
vitro. Este método reproduz, de certa forma, a migracdo celular durante o processo de cicatrizacdo de
feridas in vivo, assim como permite estudar os efeitos das interac¢des célula-matriz e célula-célula
durante a migracao celular (Lee e Kay, 2006).

As células NIH 3T3 transfectadas estavelmente com os vectores pcDNA3NeoMyc, pcDNA3NeoMyc-
CBORF48WT e pcDNA3NeoMyc-C8ORF48MUT foram plaqueadas em placas de 8,5 cm? (835mm)
marcadas com um traco horizontal (Figura 1l-4), a uma concentracdo de 2,5x10° células por placa e
mantidas em meio DMEM complementado com 10% NCBS (GIBCOTM, EUA) e 1x L-Glutamina
(GIBCOTM, EUA). Quando as células atingiram uma confluéncia de 90-100%, foram tratadas com
Mitomicina (5 pg/mL) (Sigma-Aldrich), um potente inibidor do ciclo celular, em meio DMEM sem soro.
Apbs o periodo de incubacéo de 4 horas com o meio DMEM sem soro e com mitomicina, realizou-se
um scratch, isto €, uma ferida com uma ponta de micropipeta de 200 ul estéril. Posteriormente, foi
removido o meio da placa, o qual continha detritos celulares suspensos e o0 meio suplementado com
10% NCBS e 1x-LGlutamina foi reposto na placa e as células foram incubadas numa estufa a 37°C

(NuaireTM US Autoflow CO, Water-Jacketed Incubator) num ambiente humidificado, a 5% CO..

Scratch

“ Zonas fotografadas

Figura II-4 - Representacéo esquematica da placa usada para o ensaio de wound healing.
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Assinalaram-se duas regides a fotografar, uma em cima e outra em baixo da interseccdo do
scratch com o trago previamente realizado na placa. Fotografaram-se as zonas assinaladas, em time-
points definidos: Oh, 4h, 8h, 12h, 24h. As areas da “ferida” foram medidas para cada regido, em cada

time-point, utilizando o software ImageJ.

13 Analise do ciclo celular por citometria de fluxo

No ciclo celular ocorre a replicacdo do DNA e segregacao dos cromossomas replicados em duas
células separadas. O ciclo celular subdivide-se nas fases G1, S, G2 (interfase) e M (mitose). A
replicacdo do DNA ocorre na fase S, que é precedida pela fase G1, durante a qual a célula prepara a
sintese do DNA, e seguida pela fase G2, na qual a célula prepara a divisdo que se sucede. As células
gue se encontram na fase G1, antes de iniciarem a replicacdo do DNA, podem entrar no periodo de
repouso designada por fase GO. Desta forma, o DNA que se encontra na fase G1/GO corresponde ao
DNA das células diploides; por outro lado, tanto as células em fase G2 como as que se encontram na
fase M (mitéticas), possuem o dobro da quantidade de DNA da fase G1, ndo podendo desta forma se
distinguidas pelo seu contetdo de DNA (Nunez R, 2001).

A citometria de fluxo (FACS - Fluorescence-Activated Cell Sorting) pode ser utilizada para
analisar a proliferacdo celular, através da determinacao das fases do ciclo celular numa populacéo de

células (Figura 11-5).
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Figura 1I-5 — Histograma de uma das amostras analisadas (transfecdo células TPC-1 com controlo
negativo siRNA).
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Na andlise do ciclo celular, as células sdo permeabilizadas e tratadas com iodeto de propidio
(corante fluorescente) que é um agente intercalante, que se incorpora no DNA. A intensidade de
fluorescéncia das células coradas, em comprimentos de onda especificos, correlacionam-se com a
sua quantidade de DNA. Dado que a quantidade de DNA de uma célula duplica durante a fase S do
ciclo celular, a quantidade relativa de células na fase GO e G1, na fase S e nas fases G2 e M pode
ser determinada, uma vez que a fluorescéncia das células nas fases G2/M serd o dobro da das
células na fase G0/G1 (Cechinni et al., 2012).

Este ensaio foi realizado com células TPC-1, para estudar potenciais efeitos no ciclo celular, do
silenciamento da expressdo endégena do gene C8orf48 (pela transfecdo transiente do siRNA), bem
como para analisar o efeito da reposicdo da expressdo deste gene mutado e wild type a partir da
segunda transfeccdo com os vectores pcDNA3NeoMyc-C8ORF48WT e pcDNA3NeoMyc-
C80ORF48MUT.

Para tal, seguiu-se o protocolo de transfe¢cdo e estabelecimento de pools descrito ha sec¢éo 3.2
e 3.2.1 deste capitulo. Recolheram-se as células 24 horas depois de cada transfeccdo (com siRNAs e
plasmideos), comecando pela lavagem das células com 1 ml de PBS (-M92+/Ca2+, GIBCOTM). Apés a
lavagem, incubaram-se as células com 500 pul de tripsina a 37°C, durante 2 min, adicionando de
seguida 750 pl de meio puro a suspenséao celular. Centrifugaram-se as células a 1200 rpm (eppendorf
Centrifuge 5417C; raio do rotor = 95mm) durante 3 min e descartou-se 0 meio. As células foram
ressuspendidas em 300 ul de PBS (-Mg2+/Ca2+, GIBCOTM) e centrifugaram-se novamente as células a
1200 rpm. O sobrenadante foi eliminado e as células foram ressuspendidas em 1 ml de etanol 70%
(v/v) (Merck, Germany) e colocadas a 4°C, no minimo 6h, para fixar as células e permeabilizar a
membrana. Posteriormente, as células foram centrifugadas a 1500 rpm (eppendorf Centrifuge 5417C;
raio do rotor = 95mm) durante 5 minutos, o sobrenadante foi eliminado e as células foram
ressuspendidas em 100 pL de solucédo iodeto de propidio (50 ug/ml) (Anexos, Tabela VI) e incubadas
a 37°C, durante 40 minutos. Apos a incubacao, foi adicionado 1 ml de PBS e as células foram
centrifugadas a 1500 rpm durante 10 minutos, a 4°C (eppendorf Centrifuge 5810R; raio do rotor = 180
mm). O sobrenadante foi eliminado e as células ressuspendidas em 150 pl de PBS 0,2% BSA (p/v) e
analisadas por citometria de fluxo (FACScalibur — Becton Dickinson). A aquisicdo foi realizada
utilizando o software BD Cell Quest™, e os histogramas do ciclo celular foram analisados a partir do

programa FlowJo (Tree Star Inc.), onde as células mortas e agregadas sdo excluidas.

14 Andlise da morte celular por citometria de fluxo

A citometria de fluxo é uma metodologia que utiliza os principios de dispersdo de luz em
particulas atravessadas por um feixe de luz, e excitacdo e emissao de fluorescéncia por fluorocromos
ligados a moléculas especificas ou expressas por células, para identificar e analisar diferentes
populacdes de células, nomeadamente, as que se encontram em apoptose/necrose ou em diferentes
fases do ciclo celular (Maftah et al., 1993).

A necrose é a morte permanente de células ou tecidos, causada por factores externos, como por
exemplo, toxinas, hipoxia, colapso metabdlico, e disrupcdo membranar (Dive et al.,, 1992). A

apoptose, ou morte celular programada, é uma parte integral do processo fisiolégico da célula,
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resultando em alteracdes celulares como o encolhimento e condensagdo do citoplasma,
fragmentacdo da cromatina nuclear e perda da assimetria e integridade membranar, originando a
exposicdo a superficie da fosfatidilserina (Vermes et al., 2000). A fosfatidilserina pode ser detectada
pela anexina V, devido a sua afinidade para esta proteina de ligacao fosfolipidica (van England et al.,
1998) Por sua vez, o iodeto de propidio € um agente intercalante, que identifica as células necroticas
pela sua ligagdo com os acidos nucleicos, enquanto que as células vivas e pré-apoptéticas nao sao
permeaveis a este composto(Rieger et al., 2011).

O ensaio de morte celular foi realizado com o objetivo de avaliar a viabilidade das células TPC-1,
transfectadas com siRNA para silenciar a expressdo do gene C8orf48 e com o respectivo controlo
negativo do siRNA, antes e apos inducdo da morte celular por radiacdo ultravioleta. Para realizar a
transfecdo, seguiu-se o protocolo da seccdo 3.2 deste capitulo. Vinte e quatro horas apds a
transfeccdo, mudou-se o meio das placas para meio RPMI 2% FBS para sincronizar o ciclo celular.
Para optimizar esta técnica, 24 horas ap6s mudanca do meio das placas, quando a confluéncia
celular era aproximadamente 100%, testaram-se 2 condi¢Bes para induzir a morte: as placas com
células TPC-1 transfectadas (com siRNA e controlo negativo do siRNA) foram irradiadas com
radiacdo UV durante 2 minutos e 4 minutos, na cadmara de fluxo laminar, enquanto que placas com
células transfectadas com cada siRNA nédo foram irradiadas para controlo deste ensaio. Doze horas
apos a irradiacdo das placas, recolheu-se 2 ml de sobrenadante de cada placa para um tubo falcon
de 15 ml. Lavou-se as placas com 500 ul de PBS 1x (-MgZ+/Ca2+, GIBCOTM) e apos remocao do PBS,
adicionou-se 200 pl de tripsina por placa, que foi neutralizada com 300 pl de meio RPMI
suplementado com 10% de FBS, apés um periodo de incubacdo de 5 minutos. Recolheu-se as
células para os seus respetivos tubos e realizou-se uma centrifugacdo a 1500 rpm durante 3 minutos
(TD5A, Yingtai Instrument). Eliminou-se o sobrenadante e ressuspendeu-se o pellet celular com 300
pl de PBS 1x (-MgZ+/Ca2+, GIBCOTM) 0,2% (p/v) BSA (Sigma). Ap6s centrifugacdo a 1500 rpm durante
3 minutos (TD5A, Yingtai Instrument) e remocdo do sobrenadante, as células foram ressuspendidas
em em 100 ul de tampéo de ligacdo anexina V (Anexos, Tabela VI) com 1 ul de iodeto de propidio
(500 pl/ml) (Sigma) (Anexos, Tabela VI) e 2 ul de anexina V (50 ul/ml) (BioLegend, USA). Trés
brancos foram também preparados a partir do tampéao de ligacdo anexina V: um branco sem iodeto
de propidio e anexina V; um branco com iodeto de propidio e um branco com anexina V. Apos 15
minutos de incubacdo no escuro, a temperatura ambiente, as células foram ressuspendidas em 100
ul de tampéo de ligacdo anexina V e foram analisadas por citometria de fluxo (FACScalibur — Becton
Dickinson). Os brancos foram usados com o objetivo de ajustar os parametros de aquisicdo das
células com o software BD Cell Quest™. As aquisicoes foram analisadas pelo software FlowJo (Tree
Star Inc, USA).

15 Anaélise Estatistica

Os dados obtidos através de varios replicados em experiéncias independentes foram expressos
como média + valores desvio padrdo. Para analisar os resultados obtidos, utilizaram-se testes que

permitissem a comparacdo de mais de 2 amostras independentes. Para os ensaios de proliferacao e
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migracao utilizou-se o teste ndo-paramétrico Kruskall-Wallis e o post-test de comparacdo multipla de
Dunn, devido ao nimero reduzido de ensaios.
Os dados foram analisados usando o software estatistico GraphPad Prism 4.0 (GraphPad

Software, EUA). Valores e P < 0,05 foram considerados estatisticamente significativos.

I RESULTADOS

1 Estudo do efeito da variante p.T221 no gene C8orf48 na

tumorigénese

No desenvolvimento deste projeto, 0 nosso grupo inicialmente mapeou o gene de
susceptibilidade na regido cromossémica 8p23.1-p22 (FTEN) (Cavaco et al., 2008b). Posteriormente,
realizou-se a sequenciacao global do exoma de um dos individuos (individuo 11.8) da familia 1 (Figura
[1I-1), identificando uma nova variante potencialmente patogénica no gene C8orf48 (Pereira, 2012).
Esta variante (c.65C>T, p.T22l), que se encontrava em heterozigotia, foi recentemente descrita
[bases de dados NCBI (http://nchi.nlm.nih.gov); EMSEMBL(www.emsembl.org)], tendo sido
encontrada (em heterozigotia) num individuo de uma populacao de 285 descendentes Europeus.

Para além do probando (Ill.14) e do individuo 11.8, nesta familia observou-se 14 outros familiares
portadores da referida variante no gene C8orf48 (11.3, 1.6, 11.14, 11.16, 11.18, 11.23, 11.9, 111.12, 11l.21,
111.22, 111.23, 111.26, 111.32 e 111.33), o que indicou que a variante segregava com a doenca na familia.

Os individuos portadores da variante no gene C8orf48: 11.6, 11.14, 11.18, 11.23, 111.21, 11.22, 111.23 e
[11.26 apresentavam MNG, o individuo 1.3 apresentava FTA, os individuos 11.8 e 11.12 apresentavam
FTA e cPTC, os individuos 11.16 e 1ll.14 apresentavam cPTC e o individuo 111.9 apresentava cPTC e
fvPTC. Observou-se ainda que 2 familiares, os individuos 111.25 e o 111.29, apresentavam MNG, mas
ndo eram portadores da variante no gene C80rf48, tratando-se possivelmente de fenocépias. Os
individuos 111.32 e 1ll.33 eram portadores da variante, no entanto ndo manifestavam a doenca,
provavelmente, devido ao facto de ainda serem jovens.

Uma vez que esta variante nao foi detectada em 50 controlos normais, nao se trata assim de um
polimorfismo comum na populacéo Portuguesa.

Para averiguar se esta variante estd envolvida na tumorigénese da tirdide, no projeto de
Mestrado desenvolvido anteriormente neste grupo (Santos, 2013), foi realizado um estudo de
haplotipos nesta familia, no sentido de definir a sequéncia do gene C80rf48 nos individuos afectados,
gue foi utilizada para a preparacdo dos vectores com a regido codificante do gene C8orf48 com e
sem a variante ¢.65C>T (p.T22l). Na referida tese de Mestrado, foram realizados estudos funcionais
preliminares, utilizando a linha celular de carcinoma papilar da tiréide (TPC-1), designadamente,
ensaios de viabilidade celular, ndo se observando diferencas estatisticamente significativas na
viabilidade das células transfectadas transitoriamente com os vectores que expressavam 0 gene
C8orf48 com ou sem a referida variante.

Nesta tese de Mestrado desenvolveram-se estudos de expressdo da proteina C8orf48 (com e
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sem a variante p.T22l), ap0s transfeccao estavel e transitéria de células HelLa (células humanas de
carcinoma uterino), transfecao transitoria de células PCCL3 (células foliculares de tiréide normal de
Rattus norvegicus) e transfecdo estavel e transitéria de células NIH 3T3 (células de fibroblastos
embrionarias de Mus musculus). Subsequentemente, foram realizados ensaios de proliferacdo e
migracéo celular, utilizando pools de células NIH 3T3, e estudos de ciclo celular e morte celular em
células TPC-1, por citometria de fluxo, para estudo da funcdo do gene C8orf48 e do efeito da nova

variante detectada neste gene.
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Figura lll-1 - Arvore genealdgica da familia 1, na qual foi identificada uma nova variante (c.65C>T) no
gene C8orf48 (Pereira, 2012).

1.1 Preparacdo de linhas celulares tumorais e de células da tirbide com expressao
transitoria e estavel dos vectores pcDNA3NeoMyc, pcDNA3NeoMyc-C8BORF48WT e
pcDNA3NeoMyc-C80ORF48MUT

Para avaliar a expressao transitéria e estavel dos plasmideos: pcDNA3NeoMyc (sem o gene
C8orf48), pcDNA3NeoMyc-C80ORF48WT que expressa o gene C8orf48 wild type e do plasmideo
pcDNA3NeoMyc-C8ORF48MUT que expressa o gene C8orf48 com a variante ¢.65C>T (obtido por
mutagénese dirigida), que é traduzido para a proteina com a alteracdo p.T22l, realizaram-se ensaios
de Western blot para as linhas celulares tumorais HelLa, NIH 3T3, e para as células PCCL3. No texto
gue se segue, serdo utilizadas as seguintes abreviaturas para os plasmideos: PCDNA3 (plasmideo
pcDNA3 sem o0 gene C8orf48), WT (pcDNA3NeoMyc-C8ORF48WT) e MUT (pcDNA3NeoMyc-
C8ORF48MUT).

11.1 Linha celular tumoral HeLa
As células HelLa foram a primeira linha celular humana estabelecida em cultura (Gey et al., 1952)
e desde entdo, tornou-se na linha celular mais utilizada em investigacdo médica. Estas células

derivam de um tumor do colo uterino da doente Henrietta Lacks (Skloot, 2010). Relativamente aos
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aspectos genéticos das células Hela, estudos recentes demonstraram que estas células apresentam:
um elevado nivel de aneuploidia, um aumento da ocorréncia de rearranjos cromossémicos num so
evento de “catastrofe celular” em determinadas regides gendémicas (fenébmeno também conhecido
como cromotripsis) (Stephens et al., 2011), e um perfil de expressao génico alterado para diversos
genes envolvidos nos mecanismos de controlo do ciclo celular e reparacdo do DNA,
comparativamente com células humanas ndo tumorais (Landry et al.,2013).

Desta forma, e uma vez que esta linha celular tumoral imortalizada apresenta células com uma
rapida proliferacdo (John, 2002) e uma elevada eficiéncia de transfeccédo (Chen et al.,1987), optou-se
por utilizar inicialmente este modelo celular para estudar a expressao transitoria e estavel da proteina
C8orf48, resultante da expressédo das construc@es derivadas do plasmideo PCDNAS.

As condicBes utilizadas nas transfeccles transitérias, encontram-se descritas no ponto 3 da
seccdo Materiais e Métodos, e as condi¢cbes utilizadas na preparacdo das pools encontram-se

descritas no ponto 3.1 da seccdo Materiais e Métodos.

Andlise por Western blot dos niveis de expressdo da proteina Myc-C8orf48 (WT e MUT) apds
transfeccdes transitérias e estaveis de células HelLa

As condi¢cdes de preparacdo e realizacdo dos Western blots indicados nas Figuras Il1-2-5
encontram-se descritas no ponto 10 da seccdo Materiais e Métodos. O nuimero de células HelLa
utilizadas para se obterem os lisados proteicos variou, sendo 3x10°, 3,5x10°, 4x10° e 5,5x10° células
para os Western blot das Figuras 111-2,3,4 e 5, respectivamente.

Todos os lisados resultantes da transfeccao transitoria dos vectores WT e MUT em células HelLa
apresentaram expressdo da proteina Myc-C8orf48, uma vez que se visualizou uma banda de
aproximadamente 38 kDa (tamanho da proteina Myc-C8o0rf48 WT e MUT) no poco 1 da Figura IlI-2 e
nos pocos 1, 2 da Figura llI-3, correspondente ao tamanho esperado desta proteina. Por conseguinte,
estas amostras foram utilizadas como controlos positivos de todos os ensaios de Western blot
subsequentes.

Dado que no plasmideo PCDNA3 ndo se encontrava inserido o gene myc-C8orf48, seria
esperado ndo se detectar a banda correspondente a proteina Myc-C8orf48, o que se confirmou, como
se pode observar no poco 2 da Figura lll-2, po¢co 3 da Figura IlI-3, pocos 1 dasFiguras IlI-4 e 5, a
auséncia da banda de 38 kDa.

Apesar de se ter partido de um namero de células diferentes para se obter os lisados proteicos
para cada Western blot apresentado nas Figuras Ill 2-5, ndo se conseguiu aumentar a expressao da
proteina de interesse com o aumento do numero de células, provenientes tanto de transfeccdes
transitérias como de transfeccBes estaveis. Como se pode observar a partir das Figuras 111-2-5, a
banda mais intensa da Myc-C8orf48 corresponde ao lisado proteico proveniente da placa com menor

nuamero de células que sofreram transfecc¢éo transitéria (poco 1 da Figura [-2).
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Figura 1lI-2 — Andlise da expressdo da proteina Myc-C80rf48 por Western blot em células HelLa
transfectadas transitoriamente com: 1-WT, 2-PCDNAS, 3-Myc-Racl (controlo positivo), 4-Myc-Raclb (controlo
positivo).
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Figura IlI-3 — Andlise da expressdo da proteina Myc-C8orf48 por Western blot em células HelLa
transfectadas transitoriamente com: 1-MUT, 2-WT, 3-PCDNA3, 4-Controlo positivo (WT - lisado 1 da figura lll-2), 5-
PCDNA3 (lisado 2 da figura IlI-2), 6-Myc-Racl(controlo positivo), 7-Myc-Raclb (controlo positivo) 8-Controlo
positivo (Myc-Rac1lb - lisado 4 da figura Ill-2.

Nas pools das células HelLa, nao foi detectada expresséo da proteina Myc-C8orf48(Figuras Ill-4-
5). Pelo contrario, nesta analise de Western blot, detectou-se a proteina Myc-Rac1l (controlo positivo)
e a proteina Myc-C8orf48 nos lisados obtidos a partir da transfecdo transitéria destas células
(controlos positivos).

A proteina Myc-Racl (23 kDa) foi utilizada como controlo positivo, observando-se a sua

expressao em todos os Western blot realizados.
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Figura IlI-4 — Analise da expressao da proteina Myc-C8orf48 por Western blot em pools de células Hela
transfectadas estavelmente com: 1- PCDNA3, 2 - WT, 3 — MUT, 4 - Controlo positivo (WT — lisado de um ensaio
de transfecdo transitéria em células Hela realizado anteriormente), 5 — Controlo positivo (MUT — lisado de um
ensaio de transfecdo transitéria em células HelLa realizado anteriormente), 6 — Controlo positivo (Myc-Raclb —
lisado 4 da figura 1-2).
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Figura IlI-5 — Analise da expressao da proteina Myc-C8orf48 por Western blot em pools de células Hela
transfectadas estavelmente com: 1 - PCDNA3, 2 — MUT, 3 — WT, 4 — Controlo positivo (MUT - lisado 5 da Figura
111-4), 6 — Controlo positivo (Myc-Racl - lisado 3 da Figura 111-2).
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1.1.2 Células PCCL3
Apesar de se ter obtido expressdo da proteina Myc-C8orf48 nas transfeccdes transitérias em

células Hela, o que permitiu confirmar que a construcdo do plasmideo tinha sido realizada de forma
adequada para a expressdo da referida proteina de interesse, dado que o objectivo deste trabalho foi
estudar o efeito da variante ¢.65C>T do gene C80rf48 na tumorigénese em células da tiréide, utilizou-
se também o modelo celular PCCL3. Estas células sdo provenientes da clonagem de células
foliculares de tirdide normal de Rattus norvegicus e sdo dependentes de TSH para o seu crescimento
e para a expressdo de genes especificos envolvidos na morfologia e diferenciacdo da tirdide (Fusco
et al., 1987).

Andlise por Western blot dos niveis de expressédo da proteina Myc-C8orf48 (WT e MUT) apds

transfeccdo transitéria de células PCCL3

Para expressar as proteinas Myc-C80rf48 WT em células PCCL3 (Figuras I11-6-7), foram
testadas diferentes condi¢cdes na transfecgdo transitéria destas células, de acordo com o protocolo
descrito no ponto 3 da seccdo Materiais e Métodos.

Os lisados resultantes da transfeccdo transitéria de células PCCL3 com o plasmideo WT,
utilizando diversas condi¢Bes de transfeccdo (pogos 2, 4, 6 e 8 da Figura 1ll-6) apresentaram uma
reduzida expressao da proteina Myc-C8o0rf48 WT, dado que as bandas de 38 kDa que correspondiam
a esta proteina tinham uma intensidade muito fraca. Entre as bandas fracas, as que eram um pouco
mais intensas, da proteina MyC-C8orf48 WT (pocos 6, 8 da Figura 1ll-6) e da proteina Myc-Raclb
(pocos 7 e 9 da Figura 1l11-6), foram obtidas com lisados resultantes de uma transfec¢do transitéria em
gue se utilizaram 4 pug de DNA e 8 pl de lipofectamina, em 10x10° células PCCL3 (condicdo 6 da
Tabela V). Optou-se por repetir o Western blot, com novos lisados obtidos nestas Ultimas condi¢cGes
(Figura 1lI-7), no entanto, o resultado deste novo ensaio foi idéntico ao anterior, uma vez que se
continuava a observar bandas pouco intensas, tanto para a proteina Myc-C8o0rf48 WT (poco 2 da

_Figura 111-7) como para a proteina Myc-Raclb (poco 4 da Figura 111-7).

1 2 3 4 5 6 7 8 9

kDa
50 —

- | [ | [ | [
37 —— W e - - ——
25 —. -

Figura IlI-6 — Analise da expressao da proteina Myc-C80rf48 por Western blot em células PCCL3 transfectadas
transitoriamente com: 1 — Controlo positivo (WT — lisado 1 da Figura 11l-2), 2 — WT (condicéo 3 da Tabela 1V), 3 —
Myc-Raclb (controlo positivo — condi¢do 3 da Tabela 1V), 4 — WT (condi¢do 4 da Tabela IV), 5 — Myc-Raclb
(controlo positivo — condigdo 4 da Tabela IV), 6 — WT (condi¢do 5 da Tabela V), 7 — Myc-Rac1b (controlo positivo
— condicdo 5 da Tabela IV), 8 — WT (condig&o 6 da Tabela IV), 9 — Myc-Rac1b (controlo positivo — condicéo 6 da
Tabela IV).
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Figura llI-7 — Andlise da expressdao da proteina Myc-C8orf48 por Western blot em células PCCL3
transfectadas transitoriamente com: 1 — WT (condicdo 6 da Tabela 1V), 2 - WT (condi¢éo 6 da Tabela V), 3 — Myc-
Rac1b (controlo positivo — condigcdo 6 da Tabela V), 4 — Myc-Rac1b (controlo positivo — condicdo 6 da Tabela 1V),
5 — Controlo positivo (WT — lisado 8 da Figura 111-6), 6 — Controlo positivo (Myc-Raclb — lisado 9 da Figura IlI-6).

Uma vez que estes ensaios foram realizados para optimizar as condi¢cdes de deteccdo da
expressdo da proteina Myc-C80rf48, optou-se por transfectar inicialmente apenas o vector
pcDNA3NeoMyc-C8ORF48WT. No entanto, como se obteve uma baixa expressdo da proteina Myc-
C8orf48 a partir das diversas condicdes de transfeccdes transitérias testadas e dado que foram
células de dificil manuseamento/propagacao, optou-se por ndo se estabelecer pools a partir das
células PCCL3. Em alternativa, tentou-se obter a expresséo da referida proteina numa linha celular

tumoral da tiréide (TPC-1) e de uma linha celular embrionaria de fibroblastos de ratinho (NIH 3T3).

1.1.3 Linha celular tumoral TPC-1

Uma linha celular de carcinoma papilar da tiréide humana (PTC) foi estabelecida pela primeira
vez em 1989 (Ishizaka et al.,1989), e foi designada por TPC-1. Esta linha celular, apresenta um
rearranjo RET/PTC1 (Kondo et al., 2006) e um polimorfismo no gene HRAS (His27His) (Meireles et
al., 2007).

Andlise por Western blot dos niveis de expressdo da proteina Myc-C8orf48 apés transfeccéo
estavel de células TPC-1

Em pools de células TPC-1, obtidas apos transfeccdo estavel do vector WT e MUT, nao foi
detectada a proteina Myc-C8orf48 WT e MUT (38 kDa) por Western blot, tendo no entanto sido
detectada a proteina Myc-Racl (23 kDa) (controlo positivo) (resultados ndo publicados, obtidos
anteriormente pela Doutora Ana Morgado do grupo de Endocrinologia Molecular da Unidade de

Investigacdo de Patobiologia Molecular/ IPO-Lisboa).

114 Linha celular tumoral NIH 3T3

Dado que a expressado da proteina Myc-C80rf48 nas células PCCL3 e TPC-1, respectivamente,
era muito reduzida ou nula, optou-se por analisar ainda um outro modelo celular, as células NIH 3T3.

Em 1962, isolou-se pela primeira vez uma linha celular embrionaria de fibroblastos de ratinho
(Mus musculus), também designada por NIH 3T3, que foi obtida a partir de fibroblastos desagregados
de murganhos NIH Swiss. Estas células foram seleccionadas porque, para além de serem
imortalizadas, quando transformadas a partir da integracdo de um gene com potencial oncogénico,
exibem um fenoétipo tumoral, como por exemplo, aumento da proliferacdo, migracéo, perda de inibicdo

por contacto e crescimento em focos (Simons et al., 1967).
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As condig6es utilizadas na transfeccao transitéria encontram-se descritas no ponto 3 da seccéo
Materiais e Métodos, e as condigdes utilizadas na preparacdo das pools encontram-se descritas no

ponto 3.1 da secgdo Materiais e Métodos.

Andlise por Western blot dos niveis de expressédo da proteina Myc-C8orf48 (WT e MUT) apds
transfecc¢des transitérias e estaveis de células NIH 3T3

N&o foi detectada expressédo da proteina Myc-C8orf48 WT ou MUT nos lisados resultantes, quer
da transfecao transitéria das células NIH 3T3 com os vectores PCDNA3, WT e MUT, quer das
transfeccdes estaveis - pools PCDNA3, WT e MUT de células NIH 3T3, uma vez que ndo se
visualizou em qualquer dos casos a banda de 38 kDa correspondente a proteina de interesse, nos
diferentes Western blots realizados (Figuras 111-8-10).

A deteccdo da banda correspondente a proteina Myc-Racl (controlo positivo) de
aproximadamente 23 kDa (pogos 5, 1 e 5 das Figuras 111-8,9 e 10, respectivamente) indica que a
auséncia de deteccao da expressdo da proteina Myc-C8orf48 WT e MUT néo resultou de problemas

técnicos na execugao da técnica do Western blot.
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Figura-lll-8 — Analise da expressédo da proteina Myc-C8orf48 por Western blot em células NIH 3T3
transfectadas transitoriamente com: 1 — PCDNA3, 2 — MUT, 3 — WT, 4 — Controlo positivo (WT — lisado 2 da
Figura I11-3), 5 — Controlo positivo (Myc-Racl — lisado 3 da Figura IlI-2).

Figura-1lI-9 — Analise da expressdo da proteina Myc-C8orf48 por Western blot em células NIH 3T3
transfetadas transitoriamente com: 1 — Controlo positivo (Myc-Racl — lisado 3 da Figura IllI-2), 2 — Controlo
positivo (WT — lisado 1 da Figura 111-2), 3 — WT, 4 — MUT, 5 — PCDNAS3.
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Figura IlI-10 — Andlise da expressdo da proteina Myc-C8orf48 por Western blot em pools de células NIH
3T3 com: 1- PCDNAS, 2 — MUT, 3 — WT, 4 — Controlo positivo (MUT - lisado 5 da Figura 1lI-4) , 5 - Controlo positivo
(Myc-Racl — lisado 3 da Figura IlI-2).

1.2 Estudos funcionais da variante p.T22l (c.65C>T) do gene C8orf48 em pools de células
NIH 3T3

Apesar de ndo se ter observado expressdo da proteina Myc-C80rf48 nas pools das linhas
celulares analisadas, havia evidéncia da expressdo dos transcritos MUT e WT por RT-PCR (nao-
guantitativo), desta forma, optou-se por avancar nos estudos funcionais da variante p.T22| (c.65C>T)
do gene C8orf48. Para avaliar o efeito desta variante, realizaram-se ensaios in vitro, utilizando pools
das células NIH 3T3. Estas células, embora ndo derivem da tir6ide, constituem um modelo facilimente
transformavel sob efeito oncogénico, sendo desta forma adequadas para os estudos iniciais de genes

cujo efeito na tumorigénese é ainda desconhecido.

1.2.1 Quantificagdo dos niveis de expresséao relativos do gene C8o0rf48 humano nas

pools de células NIH 3T3

Para quantificar o nivel de expressao relativa do gene C8o0rf48 (WT e MUT), extraiu-se RNA das
pools NIH 3T3, para sintese do cDNA e analise por qRT-PCR.

Os niveis de expressédo relativos do gene C8orf48 (WT e MUT) nas varias amostras foram
normalizadas em relagdo aos niveis de expressdo do gene C8orf48 (controlo endégeno) (Figura Ill-
11).

As pools de células TPC-1 transfectadas com o plasmideo MUT apresentaram um nivel de
expressao relativo do gene C8orf48 exdégeno aproximadamente 2x superior (embora com um desvio
padrdo elevado) ao das pools transfectadas com o plasmideo WT (Figura IlI-11). Os niveis de
expressdo relativos para as células transfectadas com o plasmideo PCDNA3 foram praticamente
nulos, o que seria expectavel dado que o gene de interesse ndo se encontra inserido nesse
plasmideo (Figura IlI-11).
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Figura IlI-11 - Niveis de expressao relativos do gene C80rf48 nas pools transfectadas com os plasmideos
WT, MUT e PCDNAS. Os niveis de expressao do gene C8orf48 exdgeno foram determinados por qRT-PCR e
normalizados em relacdo aos niveis de expressao do gene C8orf48 enddgeno. Os niveis de expressdo do gene
C8orf48 foram analisados em relagdo ao WT. Os valores apresentados correspondem a média de triplicados.

1.2.2 Ensaios de proliferagao celular com pools de células NIH 3T3

Neste estudo, avaliou-se a capacidade proliferativa das pools de células NIH 3T3 transfectadas
de forma estavel com os plasmideos PCDNA3, WT, MUT, por contagem directa de células em
hemocitémetro nos time points 0, 48, 72, 96 e 120 horas.

O protocolo seguido para realizar este ensaio encontra-se descrito na sec¢do 11 dos Materiais e
Métodos.

As trés pools apresentaram um numero de células (Figura 1lI-12A) e taxas de proliferagédo
relativa (em relacdo ao controlo - pool PCDNA3) (Figura 111-12B, 12C, 12D, 12E e 12F) muito
semelhantes em cada time-point estudado, ndo apresentado diferencas estatisticamente significativas
(P>0,05). A
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Figura IlI-12 — Estudo do efeito da variante p.T22l no gene C8orf48 na proliferagédo celular. (A) Ensaio de
proliferacdo celular para as pools de células NIH 3T3: PCDNA3, WT e MUT, por contagem directa em
hemocitdmetro nos time-points 0 horas, 48 horas, 72 horas, 96horas e 120 horas. Taxas de proliferacéo de pools de
células NIH 3T3, relativas ao PCDNA3, as 0 horas (B), 48 horas (C), 72 horas (D), 96 horas (E) e 120 horas (F). As
barras de erro indicam o desvio padrdo. Valores correspondentes a média de 9 replicados, em 3 ensaios
independentes. Os dados foram analisados pelo teste ndo-paramétrico Kruskall-Wallis e o post-test de comparagao
multipla de Dunn.

Estes resultados sugerem que a variante p.T22l no gene C8orf48 n&o promove a proliferacéo,
neste modelo celular.

1.2.3 Ensaios de migragdo celular com pools de células NIH 3T3

Neste trabalho, estudou-se a capacidade de migracdo das trés pools celulares (PCDNA3, WT,
MUT), através da andlise da capacidade de reparacdo de uma lesdo (scratch) realizada na
monocamada de células, nos time-points 4h, 8h e 12h (ensaio de wound-healing — sec¢do 12 dos
Materiais e Métodos).

As trés pools apresentaram uma capacidade de reparagdo da area lesada da monocamada de
células similar em todos os time-points, dado que a percentagem da area ocupada da lesdo era muito
semelhante nas diferentes pools (Figura 11I-13A). Analogamente, as taxas de migracéo relativa (em
relacdo ao controlo (pool PCDNA3) para os diferentes time-points ndo apresentaram diferencas
estatisticamente significativas (Figura 111-13B, 13C e 13D).
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Figura 11l-13 — Estudo do efeito da variante p.T22l no gene C8o0rf48 na migragdo celular. (A) Andlise da
migracéo celular através de ensaio de wound healing. A area ocupada da lesdo (%) nas pools de células TPC-1:
pcDNA3, WT e MUT foi determinada nos time-points Oh, 4h, 8h e 12h. Taxa de migracao relativa das 3 pools nos
time-points 4h (B), 8h (C) e 12h (D). A area ocupada da lesdo foi calculada através da razdo entre a area em
cada time-point e a area inicial (percentagem). As areas foram determinadas utilizando o software ImageJ. As
barras de erro indicam o desvio padrdo. Valores correspondentes a média de 16 replicados, em 3 ensaios
independentes. Os dados foram analisados pelo teste nado-paramétrico Kruskall-Wallis e o post-test de
comparagao multipla de Dunn.

Estes resultados sugerem que a variante p.T22l no gene C8orf48 ndo promove a migracao

neste modelo celular.

1.24 Estudo da expressédo da proteina p-catenina enddgena em pools de células NIH
3T3

Dado que a Unica informacao disponivel até ao momento sobre a funcdo da proteina C8orf48 é a
sua interagdo com a proteina MDFI e uma vez que esta proteina esta envolvida na degradacdo ou
estabilizacdo e acumulacao de B-catenina livre no citoplasma, analisou-se por Western blot os niveis
de expressdo da proteina B-catenina endégena (92 kDa) nas diferentes pools de NIH 3T3 (PCDNA3,
WT e MUT) (Figura Ill-14).
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As pools MUT e WT apresentaram uma expressdo da p-catenina superior a da pool PCDNA3
(controlo) (Figura IlI-15). Apesar de se observar esta tendéncia, serd necessario repetir esta
guantificacdo, em condi¢cdes idénticas, mas a partir de lisados obtidos a partir de diferentes

passagens das pools celulares .
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Figura Ill-14 - Andlise da expressédo da proteina f-catenina (92 kDa) por Western blot em pools de células
NIH 3T3 com: 1-WT, 2 — PCDNAS3, 3 — MUT, 4 — Controlo positivo (pool células HeLa PCDNA3).
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Figura 1lI-15 — Taxa de expressdo relativa da proteina p-catenina nas 3 pools de células NIH 3T3
(PCDNA3, WT, MUT). A expresséo da proteina p-catenina foi calculada através da razdo entre a area da banda
correspondente a proteina p-catenina e a area da banda correspondente a proteina f-actina em cada Western
blot (percentagem). A expresséo relativa foi calculada em relagcdo ao controlo (pool PCDNA3) As areas foram
determinadas utilizando o software ImageJ.

1.3 Estudo do efeito do silenciamento do gene C8o0rf48 enddgeno em células TPC-1

Dado que nos estudos anteriores ndo foram encontradas evidéncias do envolvimento do gene
C8orf48 quer na proliferacdo ou migracao celular, no modelo celular NIH 3T3, optou-se por investigar
gual o papel deste gene numa linha tumoral de tiréide (TPC-1), através do seu silenciamento.

A interferéncia da expressdo genética por siRNA (small interfering RNA) é reconhecida como
uma estratégia natural da célula para silenciar genes durante o desenvolvimento de plantas,
invertebrados e vertebrados. Em cultura de células animais, a reducdo da expressdo genética
mediada por siRNA é conseguida a partir da transfeccdo de oligonucleétidos sintéticos de RNA,
desde que apresentem um tamanho inferior a 30 pares de base, para garantir uma elevada
especificidade para o gene alvo em estudo (Xia et al., 2002).

Para investigar o efeito do silenciamento do gene C8orf48 endégeno, a partir da transfeccéo

transiente do siRNA-C8orf48 (e respectivo controlo negativo) em células TPC-1 (condicbes de
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transfeccdo descritas na seccdo 3.1 dos Materiais e Métodos), realizaram-se ensaios de ciclo celular

e morte celular por citometria de fluxo (FACS).

1.3.1 Quantificacdo dos niveis de expressdo relativos do gene C8orf48 endbgeno
humano apés transfeccéo transitéria de células TPC-1 com siRNA
Para quantificar o nivel de expresséo relativa do gene C8orf48, apds transfeccao transitéria de
células TPC-1 com o siRNA-C8orf48 e respectivo controlo negativo (siRNA-), extraiu-se RNA destas
células para sintese do cDNA e analise por gRT-PCR.
Os niveis de expressao relativos do gene C8orf48 nas varias amostras foram normalizadas em
relacdo aos niveis de expressdo do gene GAPDH (controlo endégeno) (Figura IlI-16).

As células TPC-1 transfectadas com o siRNA-C8orf48, dirigido ao gene endbégeno C80rf48,
apresentaram, apdés 24h, uma reducdo de expressdo do gene alvo de aproximadamente 30%,
relativamente as células transfectadas com o siRNA-, enquanto que 48 horas apés a transfecdo com
siRNA-C80rf48, estas células apresentaram uma reducdo da expressdo do gene C8orf48 de

aproximadamente 50% (Figura I11-16).
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Figura IlI-16 - Niveis de expressdo relativos do gene C8orf48 nas células TPC-1 24h e 48 h apods
transfeccao com o siRNA-C8orf48 e siRNA-. Os niveis de expressdo destes genes foram determinados por qRT-
PCR e normalizados em relagdo aos niveis de expressdo do gene GAPDH. Os niveis de expressdo do gene
C8orf48 foram analisados em relacdo ao gene C8orf48 em células transfectadas com o siRNA- (controlo
negativo). Os valores apresentados correspondem a média de triplicados.

1.3.2 Estudo da proliferagcédo celular por citometria de fluxo

Para avaliar o efeito do silenciamento do gene C80rf48 na proliferacéo celular, 24h e 48h apos a
transfeccdo transitéria do siRNA-C80rf48 na linha celular tumoral TPC-1, analisou-se o ciclo celular
nestas células por citometria de fluxo (seccdo 13 dos Materiais e Métodos) . As células TPC-1 foram
também transfectadas com siRNA-. A Figura 1I-5 (seccdo 13 Materiais e Métodos) apresenta um
exemplo de um histograma correspondente a transfeccado do siRNA- em células TPC-1).

A percentagem de células TPC-1 nas diferentes fases do ciclo celular foi muito semelhante,

guando comparando as células transfectadas com o siRNA-C8o0rf48 com as transfectadas com o
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controlo negativo (siRNA-), em cada time point (Figura 111-17). Contudo, 48h ap6s a transfeccao, quer
com siRNA-C80rf48 ou com siRNA-, as células TPC-1 apresentavam uma maior percentagem de
células na fase G1/GO (aproximadamente 90%), quando comparadas com as mesmas células 24h
apos a transfeccdo (aproximadamente 65%). Esta elevada percentagem de células na fase G1/G0 48
horas apés a transfecdo pode-se dever a elevada confluéncia celular nas placas (cerca de 100%),

gue pode restringir a replicacdo celular.
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Figura IlI-17 — Efeito do silenciamento do gene C80rf48 no ciclo celular, em células TPC-1. Vinte e quatro
e quarenta e oito horas apoés transfecéo transiente da linha celular tumoral TPC-1 com siRNA-C8orf48, analisou-
se o ciclo celular nestas células por citometria de fluxo. As células TPC-1 transfectadas com siRNA- foram
utilizadas como controlo negativo. Os dados representam a média + desvio padrdo de uma experiéncia com
triplicados.

Estes resultados sugerem que o gene C80rf48 ndo esta envolvido nos mecanismos da sintese
de DNA e replicacdo celular, neste modelo celular. No entanto, o nimero de ensaios realizados foi
insuficiente para realizar uma analise estatistica, pelo que sera necessario realizar novos ensaios nas

mesmas condicdes.

1.3.3 Ensaio de morte celular por citometria de fluxo

Para avaliar o efeito do silenciamento do gene C80rf48 na morte celular, 48h apés a transfeccéo
transitéria do siRNA-C80rf48 na linha celular tumoral TPC-1, e inducdo da morte celular com radiacéo
UV, analisou-se a necrose e apoptose celular (precoce e tardia) por citometria de fluxo (seccdo 14
dos Materiais e Métodos). As células TPC-1 foram também transfectadas com siRNA- (controlo
negativo).

A percentagem de células TPC-1 transfectadas com o siRNA- necréticas aumentou de 2%
(células ndo irradiadas) para aproximadamente 40%, apés irradiagdo com UV, independentemente do
tempo de irradiacdo. A percentagem de células transfectadas com o mesmo controlo negativo que se
encontravam em apoptose tardia, diminuiu apdés irradiacdo com UV, sendo esta diminuicdo mais

acentuada quando a irradiacao foi mais longa. (Figura 111-18).
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Quando as células TPC-1 foram transfectadas com o siRNA-C80rf48, a percentagem de células
necréticas aumentou apos irradiacdo com UV, sendo este aumento mais acentuado quando a
irradiacdo foi mais longa. Este aumento foi no entanto muito menos acentuado, quando comparado
com o que foi observado nas células transfectadas com siRNA-. A percentagem de células
transfectadas com o siRNA-C8orf48 que se encontravam em apoptose tardia, aumentou de 6%
(células néo irradiadas) para 12% apés irradiacdo com UV, independentemente do tempo de
irradiacdo, contrastando com a reducdo na apoptose tardia observada nas células transfectadas com
SsiRNA- (Figura I11-18).

Tanto para as células transfectadas com o siRNA-C8orf48, como com o controlo negativo siRNA,
observou-se uma ligeira diminuicdo da percentagem de células em apoptose precoce quando as

células foram irradiadas (Figura I1I-18).

" Necrose

¥ Apoptose tardia

Apoptose precoce
i ! 5 = X

siC80rf48 (ndo siRNA- (ndo siRNA- (2min) siRNA- (4min) siC8orf48 (2min) siC80rf48 (4min)
irradiadas) irradiadas)

Figura IlI-18 — Efeito do silenciamento do gene C8orf48 na morte celular. 48 horas apds transfegao
transiente da linha celular tumoral TPC-1 com siRNA-C80rf48 e indugdo da morte celular com radiacdo UV (2
min e 4 min), analisou-se a apoptose e necrose celular por citometria de fluxo. As células TPC-1 transfectadas
com siRNA- foram utilizadas como controlo negativo. Os dados representam a média + desvio padrdo de duas
experiéncias com triplicados.

Estes resultados preliminares sugerem que o silenciamento da expressao do gene C8orf48 induz
a apoptose (tardia) nas células TPC-1, e que este mecanismo nédo é activado quando o gene esta a
ser expresso, ocorrendo nestas condicées a necrose celular. Sera, no entanto, necessario realizar
mais ensaios, nas mesmas condi¢cBes, para avaliar se esta diferenca é estatisticamente significativa.
Sera também importante testar o efeito de um outro siRNA- (com uma sequéncia distinta) e de um

plasmideo controlo (transfeccdo sem siRNA).
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14 Estudo do efeito da reposicdo da expressdo do gene C8orf48 apds o seu silenciamento

14.1 Ensaio de ciclo celular

Para estudar o efeito da reposicéo da expressdo do gene C8orf48, previamente silenciado (com
siRNA-C80rf48) na linha celular TPC-1, 24 horas apés a transfeccdo transitoria com o SiRNA-
C8orf48, transfectaram-se transitoriamente estas células com os vectores PCDNA3, WT e MUT
(condicGes de transfecdo descritas na seccédo 3.2.1 dos Materiais e Métodos). Vinte e quatro horas
apos transfeccdo dos plasmideos PCDNA3, WT e MUT analisou-se as diferentes fases do ciclo
celular por citometria de fluxo (seccdo 13 dos Materiais e Métodos). As células TPC-1 que foram
sujeitas a uma primeira transfecdo com o siRNA- foram novamente transfectadas com o controlo
negativo na segunda transfecao.

A percentagem de células TPC-1 nas diferentes fases do ciclo celular foi muito semelhante,
independentemente do vector que foi expresso (PCDNA3, WT e MUT), tendo sido detectadas cerca
de 85% de células na fase G1/G0, 5-10% na fase S e 5-10% de células na fase G2/M (Figura I1I-19).
As células TPC-1 transfectadas apenas com o controlo negativo (SiRNA-) apresentaram uma

distribuicdo idéntica.
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Figura 111-19 - Efeito no ciclo celular da reposicdo da expressdo do gene C8orf48. 24 horas apoés
transfecdo transiente da linha celular tumoral TPC-1 (previamente transfectada com siRNA-C8orf48) com os
plasmideos WT, MUT e PCDNAS3, analisou-se o ciclo celular nestas células por citometria de fluxo. As células
TPC-1 transfectadas com siRNA- foram utilizadas como controlo negativo. Os dados representam a média +
desvio padrdo de uma experiéncia.

|

Células (%)

Estes resultados, que sugerem que a reposicdo da expressdo do gene C8orf48 néo afecta os
mecanismos da sintese de DNA e replicacdo celular, neste modelo celular, o que seriam de alguma
forma esperados, uma vez que nédo se tinha anteriormente observado efeito do silenciamento do gene
no ciclo celular. No entanto, 0 nimero de ensaios realizados foi insuficiente para realizar uma analise

estatistica, pelo que sera necessario realizar novos ensaios nas mesmas condicdes.
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IV DISCUSSAO

O cancro da tiréide é corresponde a cerca de 1% de todas as ocorréncias mundiais de cancro,
sendo a neoplasia mais comum do sistema endécrino (DeLellis et al., 2004). Os carcinomas nao
medulares da tiréide (NMTC), que sdo derivados das células foliculares da tiréide, representam
aproximadamente 90% dos tumores da tiréide (DeLellis et al., 2006), sendo que 5-10% dos casos
resultam de uma predisposi¢cdo familiar, sendo designados por formas familiares de NMTC (FNMTC)
(Malchoff e Malchoff, 2006; Bonora et al, 2010).

Estudos de mapeamento genético, através da analise de linkage em familias, possibilitaram a
identificacdo de 8 regides cromossOmicas onde se localizam genes de susceptibilidade para o
FNMTC [1g21 (145,20-146,25 Mb), 121 (142,6-155 Mb), 2921, 6922, 8p23.1-p22, 8q24, 14q31,
19p13.2] (Bignell et al., 1997; Canzian et al., 1998; Malchoff et al., 2000; McKay et al., 2001; Cavaco
et al., 2008; Gudmundsson et al., 2009; Suh et al., 2009).

No entanto, até a data, foram apenas identificados os genes de susceptibilidade: DICER1 (locus
14931), SRGAP1, NKX2-1, FOXE1 e HABP2 (Ngan et al., 2009; Frio et al.,2011; He et al., 2013;
Pereira et al., 2015; Gara et al., 2015). O envolvimento de diferentes loci de susceptibilidade sugere a
existéncia de heterogeneidade genética para o FNMTC (Cavaco et al., 2008; Pereira et al., 2015).

A identificacdo de genes de susceptibilidade para o FNMTC tem sido realizada maioritariamente
através do mapeamento genético, utilizando a andlise de linkage, ou entdo a partir da pesquisa
directa de mutacdes germinais em genes candidatos, que sdo seleccionados com base na sua
funcdo. Mais recentemente, tem sido utilizada a tecnologia de sequenciacdo de nova geracdo (NGS)
para a sequenciacdo global do exoma (WES), assim como a combinagdo desta tecnologia com a
analise de linkage, com o objectivo de identificar genes mutados, que se localize nas regifes de

susceptibilidade mapeadas (Gazal et al., 2015).

+ Estudo funcional da variante p.T22l do gene C8o0rf48 identificada numa familia com
FNMTC

Como ja foi referido anteriormente, 0 nosso grupo mapeou um novo locus de susceptibilidade
para o FNMTC, na regido cromossomica 8p23.1-p22, que foi designado por FTEN (Familial Thyroid
Epithelial Neoplasia) (Cavaco et al., 2008). Posteriormente, num estudo desenvolvido também pelo
nosso grupo, identificou-se uma nova variante (c.65C>T, p.T22l) no gene C8orf48 num doente da
familia 1, a partir da sequenciacdo global do exoma (Pereira, 2012). Estudos de segregacéo
demonstraram que para além do probando, quinze familiares também apresentavam a mesma
variante no gene C8orf48, que ndo se encontrava presente em 50 controlos normais, ndo sendo
assim um polimorfismo comum na populagdo Portuguesa (Pereira, 2012). Relativamente a proteina
codificada pelo gene C80rf48, até ao momento sé foi descrito na literatura de uma interaccdo entre
esta proteina e a proteina MDFI (Venkatesan et al., 2009), que esta envolvida na via metabdlica Wnt.
Para clarificar qual o papel/interaccao da proteina codificada pelo gene C8orf48 com a via Wnt, foi

realizada pelo nosso grupo uma analise do perfil global de expressdo num tumor do probando,
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utilizando micro-arrays de oligonucleétidos, o que revelou que os genes CLDN1, CD44, CCND1 e
MYC se encontravam sobre-expressos, comparativamente com tecido normal. Contudo, este tumor
também apresentava uma mutacdo somatica no gene BRAF, o que podera ter igualmente contribuido
para o aumento de expressdo desses genes-alvo. De seguida, foi realizado um estudo de haplotipos
nesta familia, para definir a sequéncia do gene CB8orf48 nos individuos afectados, que foi
subsequentemente utilizada na construcdo dos vectores (através de subclonagem e mutagénese
dirigida) para os estudos funcionais (Santos, 2013).

No presente projecto de Mestrado, tendo em conta a informacdo atrds mencionada e as
evidéncias experimentais anteriores, pretendeu-se desenvolver novos estudos funcionais do gene
CB8orf48, para estudar a funcao deste gene e para caracterizar a possivel patogenicidade da variante

gue foi detectada no mesmao.

1 Estudo dos niveis de expressédo da proteina C80rf48 resultante de transfeccdes
transitdrias e estaveis de linhas celulares tumorais (HeLa, NIH 3T3 e TPC-1) e de

células foliculares de tir6ide normal (PCCL3)

Inicialmente realizaram-se ensaios de Western blot a partir de células HelLa transfectadas
transitoriamente e de forma estavel com os plasmideos pcDNA3NeoMyc (PCDNA3),
pcDNA3NeoMyc-C8ORF48WT (WT) e pcDNA3NeoMyc-C8ORF48MUT (MUT), detectando-se
expressdo da proteina exdégena Myc-C8orf48 (38 kDa) proveniente da transfeccdo transitéria dos
plasmideos WT e MUT. O nivel de expressao resultante da expressao dos dois vectores era idéntica,
sugerindo que a variante p.T22l ndo alterava o nivel de expressdo da proteina codificada pelo gene
C8orf48. No entanto, nas pools de células HeLa WT e MUT, ndo se visualizou a banda
correspondente ao tamanho da proteina em estudo, tendo no entanto sido detectadas as bandas
correspondentes aos controlos positivos Myc-Racl e Myc-Raclb. Estes resultados sugeriram que a
técnica de Western blot poderia ndo ter sensibilidade suficiente para detectar os baixos niveis de
expressao da proteina Myc-C8orf48.

A diferenca entre os niveis de expressado observados para proteina exégena Myc-C8o0rf48 nas
transfecbes transitérias e pools de células Hela, podera estar relacionada com a utilizacdo de
geneticina para se estabelecer as pools, uma vez que diferentes niveis de resisténcia ao antibiético,
de diferentes subpopulacées celulares da pool, poderédo levar a niveis de expressédo distintos do gene
de interesse, sendo esta uma possivel explicacdo para a baixa/auséncia de expressdo observada nas
pools de células Hela.

Uma vez que o objectivo deste projecto de Mestrado foi estudar o efeito da variante p.T22l no
gene C8orf48 em células tumorais e normais da tiréide, depois de confirmar no modelo celular Hela,
gue a construcdo do plasmideo tinha sido realizada de forma adequada para a expressao da referida
proteina de interesse (formas WT e MUT), estudou-se a expressao das proteinas C8o0rf48 WT e MUT,
apos transfeccBes transitérias em células foliculares da tir6ide normais de Rattus norvegicus
(PCCL3). Neste modelo celular, a expressdo transitéria da proteina exdégena Myc-C8orf48 WT ou
MUT foi muito reduzida, independentemente das condi¢cfes utilizadas. Quando foram analisadas

pools de células de carcinoma papilar da tirdide humana (TPC-1), ndo foi detectada expressao da
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proteina exdégena Myc-C8orf48 WT ou MUT, possivelmente pelas mesmas raz8es acima descritas
para as células Hela.

Desta forma, optou-se por estudar a expresséo da proteina Myc-C8rorf48 WT e MUT a partir de
transfecdes transitérias e estaveis de células embrionarias de fibroblastos de murganho (NIH 3T3),
uma vez que sdo células para as quais se consegue habitualmente uma elevada eficiéncia de
transfeccdo e nas quais € possivel induzir uma transformacéo para fendtipo tumoral pela expresséo
de oncogenes, caracteristicas importantes para o estudo de genes cujo efeito na tumorigénese é
ainda desconhecido (Copeland et al., 1979). No entanto, os resultados foram idénticos aos anteriores,
ndo tendo sido detectada expressao transitéria ou estavel da proteina Myc-C8orf48 (WT e MUT).
Desta forma, apesar de ndo se ter observado expressdo da proteina Myc-C80rf48 nas pools das
células NIH 3T3, o facto de ter sido detectada expressdo dos transcritos MUT e WT por RT-PCR
(ndo-quantitativo), levou a que se optasse por avancar para os estudos funcionais da variante p.T22|

(c.65C>T) do gene C8orf48 neste modelo celular.

2 Estudo do papel da variante p.T22l do gene C80rf48 na proliferacdo e migracao
em pools de NIH 3T3

Apesar de ndo ter sido detectada expressao transitdria ou estavel da proteina Myc-C8orf48 (WT
e MUT), foi no entanto detectada expressdo dos transcritos MUT e WT por RT-PCR (nao-
guantitativo). A expressao relativa destes transcritos nas pools de células NIH 3T3, foi posteriormente
guantificada por qRT-PCR, observando-se que a pool MUT apresentava uma expressdo do gene
C8orf48 (exdgeno) 1,8 vezes superior a da pool WT. A pool PCDNA3 apresentou uma expressao
muito baixa, quando comparada com a pool WT, resultados esperados uma vez que o plasmideo
PCDNAS integrado nessa pool ndo tinha a sequéncia do gene C8orf48.

A discrepéancia observada entre os resultados obtidos por qRT-PCR, e os que foram obtidos por
Western blot, para as pools das células NIH 3T3, sugere que os mecanismos de traducdo da célula
(Crick FH, 1958) poderéo ter sofrido alteracBes funcionais. Outra possibilidade para explicar a
auséncia de expressdo da proteina de interesse é a possivel excisdo da regido onde se encontra o
gene C8orf48 (WT ou MUT) quando o vector foi integrado no genoma de algumas células que deram
origem as referidas pools, permanecendo apenas integrada a regido do plasmideo que confere
resisténcia ao antibiotico. No entanto, outras células que também deram origem a estas pools
poderao ter mantido o gene C8orf48. A existéncia nas pools de células com e sem o gene, acrescida
pelo efeito do antibidtico (ja explicado anteriormente) podera justificar a baixa expressdo do mesmo,
apenas detectavel por RT-PCR, técnica mais sensivel do que o Western blot.

Apesar da auséncia de expressao da proteina Myc-C80rf48 nas pools, optou-se por avancar nos
estudos funcionais da variante p.T22I (c.65C>T) do gene C80rf48, para estudar o seu efeito.

A proliferacdo celular foi avaliada por contagem directa em hemocitémetro, tendo-se observado
qgue a pool NIH 3T3 MUT apresentava uma proliferacdo celular muito pré6xima das restantes pools
(PCDNA3 e WT) para todos os time-points estudados (0h, 48h, 72h, 96h e 120h), ndo havendo
resultados com diferencas estatisticamente significativas (P>0,05). Estes resultados sugerem que a

variante p.T22l do gene C8orf48 ndo confere uma vantagem proliferativa, no modelo celular NIH 3T3.
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A migracao celular também foi avaliada nas pools de NIH 3T3 (PCDNA3, WT e MUT). A pool
MUT apresentou uma reparacdo da area lesada da monocamada de células idéntica as pools
PCDNA3 e WT, independentemente dos time-points analisados (4h, 8h, 12h), ndo havendo
diferencas significativas entre cada uma das pools (P>0,05). Desta forma, os resultados obtidos
sugerem que a variante p.T22l no gene C8orf48 ndo tem efeito na migracdo, neste modelo celular.

A baixa/ausente expressao da proteina C8orf48 (WT e MUT) nas pools, apesar da expressao
detectada dos respectivos transcritos, podera justificar os resultados obtidos nos estudos de
proliferacdo e migracao celular. A homologia de cerca de 60% entre o gene C8o0rf48 humano (WT e

MUT) e o gene C80rf48 de murganho (NCBI Blast - http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi), podera

também ter contribuido para que ndo se observassem diferencas nos efeitos das formas WT e MUT
do gene C8orf48, neste modelo celular. Desta forma, apesar da dificuldade de deteccdo da expressao
da proteina de interesse nos modelos celulares PCCL3 e TPC-1, seria interessante realizar estudos
funcionais incluindo estes dois modelos celulares, para investigar se a percentagem de homologia
entre os genes de ratinho, ratazana e humano podera influenciar o efeito da variante p.T22I do gene
C8orf48.

O gene C8orf48 com a variante c.65C>T poderd apenas levar a iniciacdo tumoral,
desencadeando mecanismos que conduzem a progressdo tumoral, através da aquisicdo de mutacdes
somaticas em oncogenes, como por exemplo, RAS ou BRAF, explicando desta forma a auséncia de
diferencas significativas na migracéo e proliferacdo celular observada para as pools WT e MUT.

A expresséo da B-catenina nas trés pools de NIH 3T3 (PCDNA3, WT e MUT), foi analisada por
Western blot. Observou-se que a expressdo da f-catenina de murganho era 1,8 e 1,6 vezes maior
nas pools WT e MUT, respectivamente, relativamente a pool PCDNAS, sugerindo que a expressao
exdgena do C8orf48 (MUT ou WT) podera afectar a expressdo desta proteina. Contudo, sera
necessario repetir esta andlise nas mesmas condigcbes a partir de pools obtidas em diferentes
passagens celulares. Se estes resultados forem confirmados, sera interessante analisar os niveis de

expressédo da p-catenina apds silenciamento e reposicdo da expressdo do gene C80rf48.

3 Estudo do papel do gene C80rf48 na viabilidade e morte celular em células TPC-
1

A citometria de fluxo permite determinar a proporcdo de células em diferentes fases do ciclo
celular, o que se relaciona com a proliferacéo celular (Rabinovitch, 1994).

Uma outra estratégia utilizada neste projecto, para esclarecer qual o papel do gene C80rf48 na
tumorigénese, consistiu no seu silenciamento numa linha tumoral de tiréide (TPC-1), através da
transfeccdo com siRNA especifico para este gene. Quarenta e oito horas apos a transfecdo com
siRNA-C80rf48, estas células apresentavam uma reducdo da expressdo do gene C8orf48 de
aproximadamente 50% (comparando com o controlo negativo). No entanto, os resultados obtidos no
estudo da proliferacdo celular por citometria de fluxo sugeriram que o gene CB8orf48 ndo esta

envolvido neste processo celular.
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Para estudar o efeito da reposicdo da expressdo do gene C8orf48, com e sem variante p.T22lI,
na proliferacdo celular, silenciou-se a sua expressdo com a transfecdo de siRNA e posteriormente,
realizou-se uma transfecado transitoria, nas mesmas células, com os vectores PCDNA3, WT e MUT.
Os resultados obtidos por citometria de fluxo sugeriram que a reposicdo da expressdo do gene
C8orf48, na forma WT ou MUT, nédo afectou a proliferacdo, neste modelo celular, de acordo com os
resultados obtidos anteriormente apés o silenciamento do gene.

Para além do aumento das capacidades proliferativa e migratéria, as células tumorais adquirem
também uma resisténcia intrinseca a morte celular, limitando ou evitando a apoptose (Hanahan e
Weinberg, 2011).

Neste projecto, resultados preliminares de estudo do efeito do gene C8orf48 na apoptose,
sugerem que o seu silenciamento induz a apoptose (tardia) nas células TPC-1, e que este processo é
menos significativo quando o gene estd a ser expresso, ocorrendo nestas condicdes a necrose
celular.

Em estudos futuros, sera importante prosseguir o estudo do papel do gene C8orf48 (WT e MUT)
na apoptose celular, identificando os potenciais efectores celulares pro- e/ou anti-apoptoéticos

envolvidos neste processo.

V CONCLUSAO

No presente trabalho, procedeu-se ao estudo funcional do gene C8orf48, e de uma variante
deste gene identificada numa familia com FNMTC, através de estudos in vitro.

A deteccdo da expressdo transitéria ou estavel da proteina Myc-C8orf48 (WT e MUT), nos
diferentes modelos celulares utilizados, foi em geral baixa/nula. Poderdo ter contribuido para estes
resultados a utilizacdo de geneticina no estabelecimento das pools, a baixa eficiéncia de integracao
do gene de interesse no genoma destas células e a sensibilidade da técnica de Western blot para a
deteccédo de proteinas com um nivel de expresséao baixo.

Foi no entanto detectada expressdo dos transcritos MUT e WT por RT-PCR (n&o-quantitativo)
em pools de células NIH 3T3, que foram seleccionadas como modelo celular para os estudos
funcionais.

Os resultados dos estudos in vitro com células embrionarias de fibroblastos de murganho,
sugerem que a variante p.T22l no gene CB8orf48 podera ndo estar envolvida na migracdo e
proliferacdo celular. No entanto, esta auséncia de efeito podera também estar relacionada com as
condicionantes experimentais, acima referidas, ou ainda com a utilizacdo de um modelo celular
(murganho) em que o gene de interesse enddgeno apresenta uma homologia de 60% com o gene
humano (de expressdo exdgena). Desta forma, seria interessante realizar os mesmos estudos
funcionais de proliferacdo e migracdo celular em células PCCL3 e TPC-1 para clarificar qual a
relevancia da homologia, bem como analisar o efeito da variante em estudo na morte celular.

Os resultados do estudo da expressdo da f-catenina nas pools WT e MUT sugerem que a

expressdo exogena da CB8orf48 podera afectar a expressdo dessa proteina, pelo que seria
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interessante, em trabalhos futuros, analisar os niveis de expressao da B-catenina apds silenciamento

do gene C8orf48 endégeno.

Em estudos preliminares, realizados com células TPC-1, nos quais foi silenciado o gene C8orf48,
observou-se a inducdo de apoptose tardia, apos exposicao das células a radiacdo UV, contrastando
com a necrose observada quando o gene néo é silenciado. Futuramente, sera importante prosseguir
o0 estudo do papel do gene C8orf48 (WT e MUT) na morte celular, identificando os potenciais
efectores celulares pré- e/ou anti-apoptéticos envolvidos neste processo.

A clarificacdo do papel do gene C8orf48 na etiologia do FNMTC é fundamental, porque podera
representar um novo gene de susceptibilidade para esta doenca, o que, se se confirmar, contribuira
para a compreensdo dos mecanismos moleculares que originam o cancro nestas familias, assim
como permitira a identificacdo precoce dos portadores de mutacéo, podendo ainda contribuir para o

desenvolvimento de novas estratégias terapéuticas.
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Tabela VI - Tamp®8es e concentracdes finais das solugdes utilizadas para ensaios de ciclo e morte celular

Solucgéo Concentracao final

50 pl/mliodeto de propidio (Sigma); 0,1
mg/ml RNase (Citomed, Portugal); 0,05%
(v/v) Triton X-100 (Sigma) + 1x PBS (-

Solucgéo iodeto

de propidio Mgz+/Ca2+, GIBCOTM)
x 0,01M Hepes, pH 7.4 (Millipore,
Ta_mpaE) de Alemanha); 0,14 M NaCl (Merk); 2,5 mM
ligacéo .
: CacCl; (Sigma).
anexinaV

Tabela VII - Sequéncia dos primers no estudo do silenciamento do gene C8orf48, em células TPC-1

Gene Nome do Sequéncia Tamanho do
primer 5 3) segmento (bp)
c8orf48-1F GTCTTAACCTGGGCAAAGG
C8orf48 enddgeno 231
c8orf48-1R AGTCTGCTTTTCCCTCTCCA
GH1 CGT CTT CAC CAC CAT GGA GAA
GAPDH 330
GH3 GAG GCA GGG ATGATG TTC TG

Tabela VIII - Sequéncia dos primers utilizados no estudo do gene C8orf48, em pools de NIH 3T3

Gene Nome do primer Sequéncia Tamanho do
(5 3) segmento
(bp)
c8orf48-1F GTCTTAACCTGGGCAAAGG
C8orf48 enddgeno 231
c8orf48-1R AGTCTGCTTTTCCCTCTCCA
Myc Tag-F AGC TGA TCT CCG AGG AGG
C8orf48 exégeno 212
c8orf48-1R AGTCTGCTTTTCCCTCTCCA
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Tabela IX - Informag8es siRNA para o gene C8orf48

Numero de
Percentagem
pares de
G/IC
base
Sequéncia
GCUCAAAGACUCUAACUUULt
sense 21 33%
5 3
SiRNA ( )_
Sequéncia
C8orf48
antisense  AAAGUUAGAGUCUUUGAGCItt 23 33%
(5 3)

Tabela X — Tampdes e concentragfes finais das soluc¢des utilizadas para Western blot

Solucgéo

Concentracao final

Tampéao de lise

Gel de corrida

SDS-page

Gel de
fixacdoSDS-
page

Tampéo Blot

Solucéo
Destain

TBST

TBST milk

Solucéo ECL

50 pl/mliodeto de propidio (Sigma); 0,1
mg/ml RNase (Citomed, Portugal); 0,05%
(v/v) Triton X-100 (Sigma) + 1x PBS (-
Mg®*/Ca**, GIBCO™)

0,01M Hepes, pH 7.4 (Millipore,
Alemanha); 0,14 M NacCl (Merk); 2,5 mM
CacCl; (Sigma).

Stacking Gel Buffer (62,5 mM Tris/HCI pH
8.8); 4% Acrilamida (BioRad); 0,1% (v/v)
SDS; 0,05% (v/v) TEMED; 1% (v/v) APS

25 mM Tris-HCI (pH 7.6) , 192 mM;
glicina, 20% metanol, 0.03% SDS

10% (v/v) acido acético; 45% (v/v)
metanol

50 mM Tris-Cl, pH 7.5; 150 mM Nacl,
0,05% (v/v) Triton X-100 (Sigma)

10% (w/v) leite em p6 com solugédo TBST

100 mM Tris pH 8.8; 1,875 mM luminol;
225 puM acido cumarico; 0,05% (v/v)
peroxide de hidrogénio
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