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RESUMO

Carcinomas papiliferos de tiredide (CPT) estao associados a mutacdes em genes que codificam
proteinas da via de sinalizagao intracelular da proteina quinase ativada por mitégeno
(MAPK) como os receptores tirosinoquinase RET e NTRK e as proteinas sinalizadoras RAS
e BRAF. Este dado é uma forte evidéncia da importancia de mutagdes em componentes da
via MAPK para a transformacdo em CPT. Apesar de CPTs com mutagdes RET/PTC ou
BRAF apresentarem semelhancgas histologicas, a presenca da mutagdo BRAF esta associada
a extensdo extratireoidiana e pode dar origem a carcinomas pouco diferenciados. Com o
objetivo de identificar vias ou grupo de genes que possam justificar as diferengas fenotipicas
observadas em carcinomas humanos, examinamos 0 padrdo de expressao génica apos a
ativacdo destas oncoproteinas em células PCCL3 de tiredide de rato. DNAs complementares
(cDNA), provenientes de células tratadas ou ndo com doxaciclina foram hibridizados para
indugdo de expressdo de BRAFY*® RET/PTC3 ou RET/PTC3 com inativagdo do BRAF pela
técnica de interferéncia do RNA, com placas de microarranjo compostas com uma biblioteca
de 27.342 oligonucleotideos (rat 70-mer oligonucleotide library). Entre os genes induzidos pelo
RET/PTC3, 2552 nao precisaram do BRAF ja que foram regulados de forma similar pelo
RET/PTC3 com ou sem a inativagdo do BRAF e nao pelo BRAFY®F. Genes associados a
resposta imune e ao interferon gama estavam presentes em grande quantidade neste grupo.
Aproximadamente 25% dos genes regulados pelo RET/PTC3 foram dependentes do BRAF ja
que se modificaram pela expressdo de RET/PTC3 e BRAF*®F mas ndo por células expressando
RET/PTC3 com a inativagdo do BRAF. Um grupamento de genes que codificam componentes
da via mitocondrial de transporte de elétrons estava inibido neste grupo, potencialmente
envolvido com a viabilidade celular. As metaloproteinases foram preferencialmente induzidas
pelo BRAF, particularmente metaloproteinase 3 (MMP3), MMP9 e MMP13. A ativagao
condicional do BRAF®%® foi associada com um importante aumento da invasdo celular
através do Matrigel em comparagéo com células que expressam RET/PTC3. A inducao das
MMPs preferencialmente por BRAF poderia explicar em parte o comportamento mais
agressivo dos CPT associados a mutagéao do BRAF.



ABSTRACT

Papillary thyroid cancers (PTC) are associated with non-overlapping mutations of genes coding
for MAP kinase signaling proteins, i.e. the TK receptors RET or NTRK, and the signaling
proteins RAS and BRAF. This lack of overlap provides compelling genetic evidence for a
requirement of mutation of MAPK signaling components for transformation to PTC. Although
PTCs with BRAF and RET/PTC mutations partially overlap in histological appearance, the
former is more prone to extrathyroidal invasion and can give rise to undifferentiated carcinomas.
We examined the pattern of gene expression after activation of these oncoproteins in rat
thyroid PCCL3 cells, with the goal of identifying pathways or gene subsets that could account
for the phenotypic differences observed in human cancers. Complementary DNA from PC-
BRAFY® PTC3-5 or PTC3-BRAF™™ cells treated with or without doxycycline to induce
expression of BRAF*, RET/PTC3 or RET/PTC3 with siRNA-mediated knock down of BRAF,
respectively, were hybridized to slides arrayed with a rat 70-mer oligonucleotide library
consisting of 27,342 oligonucleotides. Among the RET/PTC3-induced genes, 2552 did not
require BRAF as they changed similarly in PTC3-5 and PTC3-BRAF™™A but not in PC-
BRAF%%E cells. Immune response and interferon-related genes were highly represented in
this group. About 25% of RET/PTC3-regulated genes were BRAF-dependent as they were
similarly modified in PTC3-5 and PC-BRAF"™F but not in PTC3-BRAF™ cells. A gene cluster
coding for components of the mitochondrial electron transport chain pathway was down regulated
in this group, potentially altering regulation of cell viability/apoptosis. Metalloproteinases were
preferentially induced by BRAF, particularly MMP3, 9 and 13. Overexpression of these MMPs
in PC-BRAF®%F cells was confirmed by Western blotting and zymography. Accordingly,
conditional expression of BRAF was associated with markedly increased invasion into Matrigel
as compared to cells expressing RET/PTC3. The preferential induction of MMPs by BRAF
could explain in part the more invasive behavior of thyroid cancers with BRAF mutations.
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1 INTRODUGAO

Carcinomas Papiliferos de Tiredide (CPTs) sdo o tipo mais comum de neoplasia
maligna de tiredide. Eles estdo associados com mutagbes oncogénicas caracteristicas,
com claro papel demonstrado em estagios iniciais do desenvolvimento tumoral. Entre
eles estao os receptores tirosinoquinase RET/PTC e NTRK, os quais sao formados
através de rearranjos cromossdmicos levando a expressdo de proteinas quiméricas
e ativagao constitutiva de suas respectivas tirosinoquinases (SANTORO et al., 2002).
Recentemente, uma mutagéo ativadora do BRAF foi encontrada como o mais prevalente
oncogene associado a formas esporadicas do CPT, com uma prevaléncia aproximada
de 40% (XING, 2005). Essa mutacéo € quase que exclusivamente uma substituicdo
de timina por adenina na posicdo 1799, levando a uma substituicdo de valina por
glutamato no residuo 600 (V600E). Um mecanismo adicional de ativagdo do BRAF em
CPTs é através da formacdo do gene AKAP9-BRAF, que codifica uma BRAF quinase
constitutivamente ativada (CIAMPI et al., 2005). Além disto, mutagdes ativadoras dos
3 genes RAS sdo também associadas a um grupo menor de CPTs, particularmente
variantes foliculares destas neoplasias (ZHU et al., 2003). Varios grupos analisaram
CPTs procurando mutagdes para todos ou quase todos os oncogenes associados a
esta neoplasia: RET/PTC, NTRK, NRAS, HRAS, KRAS e BRAF, uma vez que todos estes
ativam a via de sinalizagao intracelular da MAPK (KIMURA et al., 2003, SOARES et al.,
2003; FRATTINI et al., 2004). Mutagbes em um dos componentes desta via estavam
presentes em 70% dos casos. Entretanto ndo houve um unico caso com mutacao
em mais de um destes genes. Este fato sugere forte evidéncia genética que uma
mutacdo em componentes da via MAPK é essencial para transformagdo em CPT ja
que a ativagao inapropriada de um destes componentes € suficiente para o fenétipo.
Isto também € consistente com o fato de que a desdiferenciacdo induzida por
RET/PTC (KNAUF et al., 2003) e a inducdo de crescimento pelo TSH (CASTELLONE
et al., 2003) necessitam da ativagdo da via MAPK em células tireoidianas. Além disto,

varias linhas de evidéncias indicam que a atividade desregulada da MAPK em CPT
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ocorre no inicio da carcinogénese e também é importante para manutengéo do tumor.
CPTs com mutagdes RET/PTC, RAS ou BRAF tem caracteristicas histopatolégicas e
comportamento clinico diferentes. Variantes foliculares, as quais tem menos chances
de desenvolver metastases para linfonodos e maior predisposicdo para metastases
pulmonares, estdo associados a mutagcées no RAS ou translocacbes PAX8-PPARy
(CASTRO et al., 2006). CPTs com mutagdes no BRAF se apresentam com mais
frequéncia com invasdo extratireoidiana e em estagios mais avancados da doenga,
estdo associados a maior recorréncia e mortalidade (OLER; CERUTTI, 2009; ELISEI
et al., 2008), além de serem mais suscetiveis a progressao para carcinoma indiferenciado
de tiredide (NIKIFOROVA et al. 2003; NAMBA et al., 2003). Portanto, apesar de todos
estes oncogenes sinalizarem via MEK e ERK, eles tém propriedades fenotipicas unicas
provavelmente resultantes da ativagcdo de padrdes unicos de expressao génica. Isto
foi recentemente demonstrado em carcinomas humanos. Giordano et al. (2005)
analisaram o padrao de expressao génica de 51 CPTs que tinham sido genotipados
para mutagdes RET/PTC, RAS ou BRAF e encontraram associagao entre o padréo de
expressao génica e o tipo de mutagdo. Melillo et al. (2005) avaliaram o perfil transcricional
de células PCCL3 transfectadas em massa expressando de forma estavel RET/PTC e os
oncogenes RAS e BRAF). Uma grande parte dos genes ativados pelo RET/PTC3
também foi ativada por RAS ou BRAF, consistente com o papel primario desta
via na transformacao. Isto foi confirmado em um grupo de genes usando a técnica
de interferéncia do RNA para o BRAF, ou por inibidores do MEK. Além disto, eles
demonstraram um papel desta via na estimulagdo da mobilidade celular, mediada em
parte pela indugdo de quimiocinas CXCL1 e CXCL10. Melillo et al. (2005) n&o analisaram
caracteristicas que distinguem estes oncogenes em células tireoidianas ja que néo
fizeram comparagdes diretas usando pares de sondas derivados de células expressando
estes oncogenes. A proposta do presente estudo € comparar o padréo de expresséo
génica induzido pela expressdo do RET/PTC3 e BRAF em células tireoidianas PCCL3 de
rato usando microarranjo de oligonucleotideos, com o objetivo de identificar categorias

funcionais de genes que possam auxiliar no entendimento de algumas caracteristicas



13

similares e diferentes entre estas neoplasias. Isto € importante porque CPTs com
mutagcdes no BRAF e RET/PTC parecem ter comportamento biologico distintos e isto
se deve provavelmente a perfis de trancrigdo génica diferentes. Como a ativagéo
destes oncogenes provavelmente ocorre no inicio da tumorigénese, nos determinamos
o perfil transcricional em pontos iniciais apdés a ativagdo dos oncogenes in vitro,
permitindo uma comparagao rigorosa entre células submetidas a condi¢des similares.
Estes experimentos permitem definir grupos funcionais de genes induzidos preferen-

cialmente por RET/PTC3 ou por BRAF.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 CARCINOMA PAPILIFERO DE TIREOIDE

O céncer de tiredide € a neoplasia enddcrina maligna mais comum, sendo o
CPT responsavel por aproximadamente 80% dos casos. Sua incidéncia tem aumentado
nas ultimas décadas e se tornou um dos dez tipos de cancer mais prevalentes em
mulheres (DAVIES; WELCH, 2006). Este aumento ocorre principalmente decorrente
de CPT pequenos ou microcarcinomas, embora um trabalho recente sugira que a
taxa de incidéncia dos CPT de todos os tamanhos tenha aumentado entre 1988 e 2005
tanto em homens como mulheres nos EUA (CHEN; JEMAL; WARD, 2009). Apesar disto,
a sobrevida relativa do cancer de tiredide aumentou significativamente de 93% em
1983-1985 para 97% em 1995-2001, possivelmente associado a esta detecgao mais
precoce por métodos mais sensiveis como ultrassonografia e puncdo aspirativa, ja que
0 manejo clinico desta doenga pouco mudou nos ultimos anos e ainda se baseia em
tireoidectomia total ou raramente parcial para todos os pacientes, seguida de iodo
radioativo e supressado do TSH (JEMAL et al., 2007). Embora em pacientes de baixo
risco, considerados curados apos o tratamento inicial, ndo € necessario manter a
supresséo do TSH (PACINI et al., 2003). Apesar de taxas de sobrevida elevadas, o CPT
pode evoluir com metastases com frequéncia relativamente alta, ao redor de 15%.
Destas, 75% s&o loco-regionais e 25% a distancia (ROUXEL et al., 2004; DURANTE
et al., 2006). Nos pacientes com doenga recorrente esta bastante claro que a sobrevida
€ diretamente relacionada a captagdo de radioiodo pelas metastases. Em casos
de metastases radioiodo resistentes, pouco temos a oferecer, ja que regimes de
quimioterapia sdo pouco efetivos e radioterapia e outros tratamentos ndo convencionais
s&o paliativos e usados em casos selecionados (DURANTE et al., 2006). Portanto,
entender os mecanismos moleculares associados, através dos quais estes tumores
iniciam, progridem e se desdiferenciam é fundamental tanto para identificar pacientes

de alto risco quanto para estabelecer novas formas de tratamento para pacientes
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refratarios a terapia convencional. Esta revisdo se restringe ao CPT, por ser a
neoplasia maligna de tiredide mais prevalente e por ter suas alteragcdes genéticas

amplamente estudadas.

2.2 ALTERACOES GENETICAS DO CPT

2.2.1 Via da MAPK (Mitogen Activated Protein Kinase)

A ativagdo constitutiva da via MAPK é um evento bastante comum em canceres
humanos. Isto ocorre através de mutagdes ativadoras ou hiperexpressao de efetores
desta via incluindo os receptores tirosinoquinase, RAS e RAF (SANTORO et al., 2002).
Aproximadamente 70% dos CPTs apresentam mutagdes mutualmente exclusivas em
um dos componentes desta via confirmando ser esta essencial no desenvolvimento
desses tumores (RIESCO-EIZAGUIRRE, SANTISTEBAN, 2007). Apesar dessas mutagdes
provocarem ativagédo constitutiva desta mesma via, existem diferengas significativas
entre elas.

A familia de genes RAS que compreende H-RAS, K-RAS e N-RAS codifica
proteinas G que fazem parte de vias de sinalizagdo associadas com uma grande
variedade de receptores de fatores de crescimento. Aproximadamente 30% dos canceres
humanos apresentam muta¢des nessa familia, sendo a primeira alteragdo genética
associada a tumores de tiredide (RIESCO-EIZAGUIRRE; SANTISTEBAN, 2007). Essas
mutagcdes ndo sdo no entanto exclusivas de cénceres de tiredide, podendo também
ser encontradas em adenomas foliculares e bocios multinodulares. A prevaléncia em
CPTs é relativamente baixa, geralmente associada a variante folicular. Entretanto pode
ser elevada em carcinomas anaplasicos e pouco diferenciados e consequentemente
associada a pior prognostico (GARCIA-ROSTAN et al., 2003). O mecanismo pelo qual
mutacgdes ativadoras desta familia de oncoproteinas induz tumorigénese em células

tireoidianas € bastante complexo.
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A ativagdo condicional induzida por doxaciclina, do oncogene H-RAS em
células PCCL3 de tiredide de rato induz apoptose e n&o expansao como seria
esperado. Entretanto esse efeito foi dependente da ativagcdo concomitante da via do
AMPc pelo TSH (SHIROKAWA et al., 2000). Podemos especular que a maioria das células
morreriam com a ativagao simultdnea de RAS e da via do AMPc, e aquelas que
sobrevivessem perderiam a sensibilidade ao TSH e/ou inativariam o mecanismo de
apoptose por eventos secundarios e teriam expansao clonal. A ativacdo de H-RAS
induzida por doxaciclina em células PCCL3 foi associada a instabilidade gendmica
através da via da MAPK (SAAVEDRA et al., 2000), este dado enfatiza o papel desta
mutagdo como evento inicial na tumorigénese. Além disto, um estudo in vivo com
camundongo transgénico hiperexpressando N-RAS sob controle do promotor da
tireoglobulina, demonstrou o aparecimento de carcinoma de tireéide em 40% dos
animais, principalmente folicular, e 25% deles com areas pouco diferenciadas, além de
tendéncia para metastases a distancia (VITAGLIANO et al., 2006). Os achados desses
estudos e dados clinicos em humanos confirmam a complexidade das mutag¢des RAS,
estando as mesmas associadas a lesdes benignas de tiredide, bem como carcinomas
diferenciados e carcinomas pouco diferenciados e anaplasicos.

Os oncogenes RET/PTC estao também associados a uma parcela de CPT,
particularmente associados a exposi¢cdo a radiacdo e especialmente na populacao
pediatrica. Esses oncogenes consistem de rearranjos cromossdmicos que ligam a
regidao promotora e o dominio N terminal de genes nao relacionados a regido C
terminal do gene RET, resultando na produc¢do aberrante de um receptor quimeérico
constitutivamente ativado (SANTORO et al., 2002). Varias formas foram descritas
variando o parceiro do gene RET neste rearranjo, sendo os mais prevalentes RET/PTC 1
e RET/PTC 3. RET/PTC 1 é formado por uma inversdo paramétrica do brago longo do
cromossomo 10 levando a fusdo do RET com o gene H4/D10S170 (GRIECO et al.,
1990). RET/PTC 3 também é resultado de um rearranjo intracromossomico neste
caso associado com o gene RFG/ELE1 (SANTORO et al., 1994). Rearranjos RET foram

encontrados em 0-87% dos CPT. As possiveis explicacdes para esta variabilidade sao
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principalmente diferengas entre os diversos métodos de deteccao e possiveis exposi¢cdes
ambientais a radiagdo ionizante ou outros fatores carcinogénicos nado conhecidos,
além de variabilidade geografica (FUSCO; SANTORO, 2007). Um estudo realizado
usando 5 meétodos diferentes para deteccdo de rearranjos RET no mesmo tumor
demonstrou que RT-PCR de baixa sensibilidade e southern blotting s&o provavelmente
0s mais confiaveis com positividade em torno de 20% dos casos de PTC (ZHU et al.,
2006). Nao foram encontradas mutagcdes RET/PTC em adenomas ou carcinomas
foliculares e carcinomas anaplasicos (FUSCO; SANTORO, 2007). Entretanto foram
descritos em doengas ndo malignas como a tireoidite de Hashimoto (NIKIFOROVA
et al.,, 2002). Existem varias evidéncias que apontam o rearranjo RET/PTC como
evento inicial na tumorigénese tireoidiana tais como: (1) a alta prevaléncia em CPT
microscoépicos (VIGLIETTO et al., 1995, SUGG et al., 1998), (2) animais transgénicos
com hiperexpressdo especifica na tireéide de RET/PTC 1 (JHIANG et al., 1996;
SANTORO et al., 1996) e RET/PTC 3 (POWELL et al., 1998) evoluem com tumores
tireoidianos semelhantes ao CPT humano e (3) exposicdo de culturas de células
tireoidianas a radiagéo ionizante resulta na expressao de RET/PTC (ITO et al., 1993).
Entretanto, a expressdo aguda de RET/PTC 1 e RET/PTC 3 em células PCCL3 nao
confere crescimento independente do TSH ou instabilidade gendmica indicando que estes
oncogenes tem poder tumorigénico reduzido (WANG et al., 2003). Recentemente foi
demonstrado que a acgao proliferativa do RET/PTC3 em células PCCL3 pode ser
inibida pelo tratamento com iodo no meio de cultura (FIORE; FUZIWARA; KIMURA,
2009). Esses achados sédo importantes, pois apontam para uma interagdo entre a
parte genética (mutagdo RET/PTC3) e ambiental (quantidade de iodo na dieta) na
génese do CPT.

O gene BRAF codifica uma serina trioninaquinase que transmite sinal de RAS
para a quinase ativada por mitbgeno/quinase regulada por sinal extracelular (MEK/ERK).
Mutagbes somaticas no gene BRAF tem sido descritas em uma grande variedade de
neoplasias humanas como melanomas, cancer de colon e ovario. O CPT apresenta

uma prevaléncia aproximada de 45% de mutagdo BRAF, o qual é caracterizada quase
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que exclusivamente uma substituicdo de timina por adenina na posicao 1799, levando a
substituicdo de valina por glutamato no residuo 600 (V600E), que promove uma ativagao
constitutiva desta proteina (XING, 2005). Mutagées BRAF sao exclusivas de CPT e
n&do sao encontradas em outros tumores de tiredide bem diferenciados. Essas, foram
encontradas em microcarcinomas e associadas com a variante de células altas do CPT
(NIKIFOROVA et al., 2003). A maioria dos estudos demonstra associagéo dessa mutagéo
com caracteristicas mais agressivas do tumor, tais como: extensao extratireoidiana,
metastases para linfonodos, estagios mais avangados ao diagndstico e recorréncia
(XING, 2007). Um estudo na populagao brasileira revelou a presenga da mutagao
BRAF em 48% dos casos de CPT, e estava a mesma associada a fatores de pior
prognostico, recorréncia e mortalidade (OLER; CERUTTI, 2009). Recentemente também
essa mutagao foi associada a maior mortalidade em estudo com seguimento de 15 anos
(ELISEI et al., 2008). Alem disto, carcinomas pouco diferenciados ou anaplasicos
derivados de CPT preexistentes apresentam uma prevaléncia significativa de mutagdes
BRAF (NAMBA et al., 2003; NIKIFOROVA et al., 2003; BEGUN et al., 2004; SOARES et al.,
2004; XING et al., 2004; QUIROS et al., 2005). Assim como as outras alteragdes
genéticas em CPT, a mutacdo BRAF é considerada um evento inicial na tumorigénese.

Células PCCL3 de rato com indugdo aguda de BRAF'°%%F

sofrem desdife-renciagao e
instabilidade genémica (MITSUTAKE et al., 2005) e a hiperexpressao especifica desse
mesmo oncogene na tiredide de camundongos transgénicos leva ao aparecimento de
tumores com aspecto semelhante ao CPT humano, areas de desdiferenciagéo e sobrevida
de 30% em 5 meses (KNAUF et al., 2005). Nesse modelo animal a hiperexpresséo
do BRAF dificultou a biossintese do horménio tireoidiano levando a aumento de TSH,

que pode cooperar com 0 BRAF para indugdo de tumorigénese tireoidiana.

2.2.2 Via da MAPK como Alvo Terapéutico

As observagdes de que mutagdes na via MAPK sao mutualmente exclusivas

apontam para um papel importante desta via na tumorigénese em CPTs. Desta forma,
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a inibicdo da mesma poderia ser efetiva em carcinomas que apresentam essas
mutacdes. Estudos iniciais em culturas de células com inibidores RAF AAL-881 e
LBT-613 aparentemente confirmam esta hipotese. Entretanto, eles poderiam ter
alvos moleculares adicionais que seriam responsaveis pelos efeitos inibitérios no
crescimento (OUYANG et al., 2006). Um estudo usando inibidores MEK em cultura de
células de cancer de tiredide demonstrou que células com mutagcdo BRAF tem reducao
de crescimento enquanto as que apresentam mutagdo RAS apresentam resultados
contraditérios (LEBOUEF et al., 2008). Esses dados indicam que a inibicdo desta via
em pacientes com CPT poderia ser efetiva, embora evidéncias atuais demonstram
que provavelmente a inibicdo isolada desta via pode n&o ser suficiente (KNAUF;
FAGIN, 2009). E importante relembrar que pacientes candidatos a tratamentos novos
para cancer de tiredide apresentam tumores avangados e refratarios aos tratamentos
convencionais, provavelmente decorrente de desdiferenciacdo tumoral, o que pode

indicar o envolvimento de outras vias no processo.

2.3 ESTUDOS DE MICROARRANJO.

O sequenciamento de todo o genoma humano e de outras espécies tornou
necessaria a analise da expressao destes genes de uma forma mais global. A evolugéo
disto se deu através de experimentos com microarranjo onde uma grande quantidade
de cDNA ou oligonucleotideos é automaticamente aderido a uma plataforma de
vidro. Essa plataforma é incubada com o cDNA proveniente de células ou tecidos em
estudo marcados com particulas fluorescentes. Apds hibridizagao, € feita a leitura
das cores e intensidades obtidas. Esses ensaios podem ser feitos com dois
marcadores diferentes, cianina 3 (Cy3) e cianina 5 (Cy5), e nesses casos o resultado
fornece uma estimativa da expressao diferencial entre a amostra estudada e o
controle, ou ainda podem ser realizados com apenas um marcador como nas
plataformas Affymetrix (Santa Clara, CA, EUA) onde se utiliza biotina marcada, a qual

permite quantificagdo absoluta (ESZLINGER et al., 2007). Além das diferentes técnicas
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e desenhos de estudo de microarranjos, os métodos estatisticos e de bioinformatica
usados para analise dos dados sao extremamente importantes para a validagao dos
estudos. A analise dos genes diferentemente expressos pode ocorrer de 3 formas:
(1) agrupamentos supervisionados, onde o pesquisador procura genes ou categoria de
genes geralmente coexpressos; (2) agrupamentos ndo supervisionados, que é feito de
forma automatica e (3) classificagdo supervisionadas das amostras. Como experimentos
de microarranjo geralmente apresentam pequeno numero de amostras e grande
numero de variaveis (genes) o grande problema desses ensaios sao as comparagdes
multiplas, por isto a necessidade de uma correcdo chamada de taxa falsa de detecgéo
(TFD). Agrupamento hierarquico ndo supervisionado tem sido a forma mais comum de
analise, porém quando se tem uma quantidade grande de genes eles tendem a se
agrupar de alguma forma e isto nem sempre tem um significado clinico. Portanto,
experimentos com microarranjos sao geradores de hipoteses e geralmente tem por
objetivo o entendimento da fisiopatologia de doengas e/ou a busca de novos marcadores

para diferencia-las.
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3 OBJETIVOS

1. Comparar o perfil de expressdo génica em células PCCL3 de tiredide
de rato induzido apds ativacdo pela doxaciclina das oncoproteinas
RET/PTC3, BRAFV?E ¢ RET/PTC3 com inativagdo de BRAF com a
técnica de interferéncia de RNA.

2. Selecionar as categorias de genes que se expressam de forma diferente
entre as oncoproteinas RET/PTC3 e BRAF V°°%F,

3. Selecionar, a partir dos dados do microarranjo, genes ou vias de

sinalizagdo para prosseguir a investigagdo pela mensuragdo de RNAm,

proteinas e/ou testes funcionais.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 TRANSFECCOES E LINHAGENS CELULARES

Células PCCL3 de tireoide de rato foram mantidas em meio de cultura H4
que consiste de meio de Coon/F12 suplementado com zinco; 5% de soro de fetal
bovino; 0,3 mg/ml L-glutamina; 1mlU/ml de TSH; 10 yg/ml de insulina; 5 pg/ml de
apotransferrina; 10 nmol/l de hidrocortisona e penicilina/ estreptomicina. As células
PTC3-5 e PC-BRAF"%%F foram derivadas de células PCCL3 para obtengao de inducgdo de
RET/PTC3 e BRAF"®"F pela doxaciclina, respectivamente, conforme descrito previamente
(WANG et al., 2003, MITSUTAKE et al., 2005). Em resumo, o sistema de ativagcéo de
genes pela doxaciclina ou tetraciclina consiste na utilizagdo de um elemento do
operador de resisténcia a tetraciclina da E. coli. Inicialmente transfectamos de forma
estavel as células PCCL3 com um vetor que expressa a proteina conhecida como
transativador reverso da tetraciclina (células rtTA). A expressao da proteina rTA nestas
células independe da presenca de doxaciclina. Em seguida, nds subclonamos um cDNA
BRAF"%¢ ligado ao cDNA myc para células BRAF'®°F ou RET/PTC3 para células
PTC3-5 (BRAF "% foi gentilmente cedido pelo Dr. Richard Marais, Institute of Cancer
Research, University of London, Reino Unido e RET/PTC3 pela Dra Sissy Jhiang Ohio
State University, EUA) em um vetor pUHG10-3, apdés uma sequéncia operadora
tet repetida sete vezes e um promotor minimo de citomegalovirus. Esse vetor foi
cotransfectado em células rtTA que expressavam de forma estavel o transativador
reverso da tetraciclina (rtTA) com o vetor pTKhygro usando lipofectAMINE 2000
(Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA) (Figura 1). Os clones foram selecionados com base
na auséncia de expressao sob condi¢cbes basais e forte inducdo pela doxaciclina.
As células PTC3-BRAF™M foram obtidas pela expressdo estavel de um RNAi para

z

BRAF em células PTC3-5, como previamente descrito (MITSUTAKE et al., 2006). E

importante ressaltar que, neste sistema, os genes alvos subclonados (BRAF'®%F ¢

RET-PTC3) sdo humanos e utilizam a maquinaria da célula PCCL3 que € de rato.
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First stable transfection
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P 5.3 kbyg poby A7
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= Trarsfect with pTREZhyg Amp

target gene and screen

Second stable transfection
(=~ 2 months)

Double-stable Tet-On™ or Tet-Off™ Cell Line expressing
target gene under doxycydine contro

*Phoanet CONtalns the TRE element Just upstream of the minimal CMV
promoter (Pmincuy)-

FIGURA 1 -GERAGCAO DE LINHAGENS CELULARES COM ATIVACAO DE GENES
INDUZIDAS POR DOXACICLINA

NOTA: Primeiro passo transfecgdo estavel do vetor contendo o gene da proteina riTA.
Segundo passo, transfecgado estavel do vetor contendo o cDNA do gene alvo
apos uma sequéncia operadora tet e um promotor minimo de citomegalovirus.

FONTE: www.clontech.com

Uma aliquota destas células foi usada para extracdo de proteina para testar
a expressao das oncoproteinas atraves de western blotting antes da geragao de cDNA
para o microarranjo (Figura 2). Também houve cuidado para adequar a expressao

do RET/PTC3 nas células com ou sem a inativagdo do BRAF.
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FIGURA 2 - WESTERN BLOTTING DE CELULAS PTC3-5, PC-BRAF*® E PTC3-BRAF™' PARA
TESTE DE EXPRESSAO DE RET/PTC3 E BRAF COM OU SEM DOXACICLINA

NOTA: As células indicadas foram incubadas sem ou com doxaciclina por 24 horas. PTC3-5 e PTC3-
BRAF™A demonstram indugdo de RET/PTC3 pela doxaciclina. Na linha inferior, as células que
expressam BRAF™W
oncogene BRAF %%
BRAFY*",

demonstram uma intensa inibicdo de BRAF. A direita, a indugdo do
marcado com MYC pela incubagdo com doxaciclina em células PC-

4.2 MICROARRANJO DE OLIGONUCLEOTIDEOS

As células PTC3-5, PC-BRAF'°%F ¢ PTC3-BRAF™™ foram cultivadas em
placas de petri de 10cm até confluéncia total. O TSH foi removido do meio por 2 dias.
Em seguida, cada placa foi tratada com doxaciclina por 0, 1, 2 ou 4 dias para indugao
das respectivas oncoproteinas. Em cada ponto de tratamento, material derivado de 3
experimentos independentes foram usados para extragdo de RNA com TRIZOL
(Invitrogen, San Diego, CA, EUA) e purificados com RNAeasy kit (Qiagen, Alameda,
CA, EUA). A biblioteca de oligonucleotideos de rato 70-mer versao 3.0 (Qiagen), que
consiste de 27342 oligos, foi organizada e resumida. A lista completa de genes pode
ser vista no site http://microarray.uc.edu. DNAs complementares (cDNA) marcados
com fluorescéncia foram sintetizados a partir do RNA das células usando o método
indireto amino alil através de reacdo de transcriptase reversa. Os cDNAs foram
marcados com particulas fluorescentes monofuncionais reativas cy3 e cy5 (Amersham,
Piscataway, NJ, EUA). Hibridizagbes pareadas foram feitas entre os cDNAs marcados
correspondentes as células nédo estimuladas versus tratadas com doxaciclina para
cada tempo e linhagem celular. Além disto, foram feitas comparagdes entre todas as
linhagens celulares no tempo basal e entre PTC3-5 e PTC3-BRAFTA também nos

tempos 1, 2 e 4 pds tratamento com doxaciclina com o objetivo de aumentar o poder
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estatistico (Figura 3). Os detalhes da hibridizagdo e lavagem podem ser encontrados
no web site indicado. Em resumo: as placas sé&o incubadas em uma solugao tampéao
pré hibridizagao (5xSSC, SDS 0,1% e BSA 1% - Sigma #B-4287) por 45 a 60 minutos
a 48°C e depois lavadas em agua deionizada. Para a hibridizagdo junta-se as
amostras de cDNA marcadas com Cy3 ou Cy5 aquecidas a 95°C por 3 minutos para
desnaturacédo, a solucado tampao de hibridizagdo consiste de 50% formamida, 10xSSC
e SDS 0,2% e uma mistura para reduzir as hibridizagées nao especificas (Calf
Thymus DNA, poly (A) DNA e yeast tRNA). Esta solugédo é incubada com a placa ja
preparada por 40 a 60 horas a 48°C. A imagem foi gerada usando GenePix 4000% e
GenePix 4000B (Axon Instruments, Union City, CA, EUA). As placas de microarranjo
foram escaneadas com lasers duplos com frequéncias de onda para excitar particulas
fluorescentes cy3 e cy5. As imagens foram capturadas em arquivos JPEG e TIFF
e os pontos de DNA capturados pelo método adaptativo de segmentagdo circular.
A informacgéo obtida proveniente de cada ponto de DNA foi baseada na mediana do sinal
de pixels menos a mediana do sinal de pixels do fundo para produzir dados de um
grupo de genes em arquivo para todos os DNAs avaliados. A intensidade do sinal
fluorescente de cy3 e cy5 foi normalizada em duas etapas para cada microarranjo
separadamente. Primeiro, as intensidades de fundo foram transformadas em logaritmo
e calculadas as diferencas (R) e médias (A) dos valores transformados em logaritmo:
R =log2(X1) - log2(X2) e A = [logz(X1) - logz2(X2)] / 2, onde X; e X3 correspondem as
intensidades de cy3 e cy5, apods subtracdo do sinal de fundo, respectivamente.
Segundo, a centralizagdo dos dados foi realizada por meio de ajuste do modelo de
regressao local arranjo-especifico de R como uma fungédo de A. A diferenga entre
a razéo de log observada e o valor ajustado correspondente representa a razédo de
expressdo génica log transformada normalizada. Listas de genes de rato foram
suplementadas com os homologos de humanos ou camundongos para oligonucleotideos

correspondentes a genes desconhecidos.
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FIGURA 3- DESENHO ESQUEMATICO CORRESPONDENTE AS HIBRIDIZAGOES
REALIZADAS NO ESTUDO DE MICROARRANJO

NOTA: As caixas representam as linhagens celulares e os dias de tratamento
com doxaciclina (1d, 2d e 4d). As linhas representam as hibridizagdes
realizadas: do basal para cada dia de tratamento com doxaciclina dentro
de cada linhagem celular, nos tempos basais entre as diferentes
linhagens celulares e em cada tempo de tratamento entre PTC3-5 e
PTC3-BRAF™™.

4.3 PCREM TEMPO REAL (RT-PCR)

A sintese de DNA complementar (cDNA) foi realizada a partir de 2 ug de RNA
total pela utilizacdo da transcriptase reversa (Superscript Ill — Invitrogen, Life
Technologies) na presenca de hexanucleotideos randémicos. A RT-PCR foi feita
usando o conjunto de reagentes QuantiTect SYBR Green for quantitative, real time PCR
(Qiagen, Hilden, Alemanha) em um aparelho LightCycler (Cepheid, Sunnyvale, CA,
EUA). A quantificagao relativa foi obtida pelos valores de limiar do ciclo (cycle
threshold value - CT), no qual o aumento no sinal associado a fase exponencial de
amplificacdo do produto da PCR comeca a ser detectada. O CT foi determinado
usando a segunda derivativa e usado para calcular a expressao normalizada dos
genes indicados usando o software Q-Gene (MULLER et al, 2002). A B-actina foi

utilizada como gene de referéncia. Os iniciadores especificos foram desenhados
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usando o programa Primer3 tomando-se o cuidado para que os pares se ligassem a
exons diferentes, como a seguir: B-actina, 5'-CTG AAC CCT AAG GCC AAC CGT G- 3'
e 5'-GGC ATA CAG GGA CAG CAC AGC C- 3'; mmpP2, 5'-TGA CGA TGA AGC TGT GGA
CTC-3'e5-CTG CTG TAT TCC CGA CCA TT- 3'; mmp3, 5'-GCT CAT CCT ACC CAT TGC
AT-3'e5 -CGT TCC CTG TCA TCT TCA GC- 3", mmp9, 5 -CCC TGC GTATTT CCATTC
AT-3'e 5" —AGT TGC CCC CCAG TTC CAG TG- 3'; mmp13, 5' —GAG GTG AAA AGG CTC
AGT GC- 3'e 5' -ATG AGG CGG GGA TAG TCT TT- 3"; mt1-mmp, 5' —=TCA TGG CTC CCT
TTT ACCAG- 3' e 5 —CTT TGT GGG TGA CCC TGA CT- 3'; inibidor tissular das
metaloproteinases 2 (timp2), 5' -GCA TCA CCC AGA AGA AGA GC- 3' e 5' -TGA TGC
AGG CAA AGA ACT TG- 3'.

44 WESTERN BLOTTING

As células foram lisadas em uma solugdo tampao contendo 20 mmol/L de
Tris-HCI (pH 7,5), 1 mmol/L de EDTA, 150 mmol/L de NaCl, 0,5% de Triton X-100,
50 mmol/L de fluoreto de sédio, 10 mmol/L de fosfato de sodio, 2 mmol/L de
fenilmetilsulfonil fluoreto, 1 mmol/L ortovanadato de sédio e um coquetel de inibidor
de protease (Sigma, St Louis, MO, EUA). O meio de cultura livre de soro foi coletado
das placas de cultura, centrifugado brevemente para remog&o de células mortas e
concentrado 20 vezes usando o concentrador Centricon (Amicon, Inc., Billerica, MA,
EUA). Soro bovino fetal foi usado como controle positivo para MMP2 e MMP9. Apés
medir concentragdo de proteinas usando Micro Bicinchoninic Acid Protein Assay
Reagent (Pierce, Rockford, IL, EUA), 50 pg do lisado celular ou 30 yL do meio de cultura
concentrado foi separado por SDS-PAGE e transferido em uma membrana de
nitrocelulose (Amershan Biotecnology). Os seguintes anticorpos primarios foram
utilizados: anti-MMP2 AB809, anti-MMP3 MAB3306, anti-MMP9 AB19016, anti-MMP13
MAB13426 (Chemicon International, Temecula, CA, EUA), anti-RET (cedido por
Yuri Nikiforov, University of Cincinnati, Cincinnati, OH), anti-BRAF F7 (Santa Cruz

Biotechnology), anti-myc 9E10 (Oncogene, Boston, MA, EUA, EUA). O complexo
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antigeno-anticorpo foi visualizado utilizando-se anticorpo 1IgG de camundongo anti-
camundongo ou anti-coelho conjugado a enzima peroxidase (Santa Cruz Biotechnology)

e amplificado por um sistema de quimioluminescéncia (Amershan Bioscience).

4.5 ZIMOGRAFO DE CASEINA E GELATINA

Células PTC3-5 ou PC-BRAF'®%F confluentes foram tratadas com ou sem
doxaciclina por 2 e 4 dias na auséncia de TSH. As células foram mantidas sem soro no
meio de cultura nas ultimas 24 horas de incubacdo. O meio de cultura condicionado
foi coletado em gelo, centrifugado a 3000 rpm para remog&o de células mortas e
restos celulares e concentrado 20 vezes utilizando Centricon Concentrator 10 (Amicon).
Trinta microlitros do meio de cultura concentrado foram corridos em um gel de
poliacrilamida a 7,5% contendo 1 mg/ml de gelatina (Sigma G8150) e a 10% contendo
1mg/ml de B-caseina (C6905). A gelatina e a caseina foram copolimerizados ao gel de
poliacrilamida e funcionam como substrato para a degradacao pelas metaloproteinases.
Os seguintes controles positivos foram usados: soro fetal bovino para MMP2 e MMP9
no gel de gelatina e MMP3 humana (Chemicon CC1035) no gel de caseina. Apos a
eletroforese, o gel foi lavado em solugdo de Triton X 100 2,5% por 30 minutos e
outros 30 minutos na solugéo de revelagédo (50 mmol/L Tris, 0,2 mol/L NaCl, 5 mmol/L
CaCly, 0,02% Brij 35, ph 7,4) a temperatura ambiente. O liquido foi removido e
adicionado solugdo de revelagdo novamente, seguido de incubag&o por 18 horas a
37°C. O gel foi corado em uma solugdo contendo Coomassie blue R-250, 30% de
metanol e 10% de acido acético por 3 horas e apds lavado com uma solugao
contendo 45% de metanol e 10% de acido acético. As areas do substrato degradas
pelas enzimas foram identificadas como bandas claras contra um fundo azul. O gel

foi fotografado com Nikon coolpix 5700 e convertido em escala cinza.
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4.6 ENSAIO DE MOTILIDADE CELULAR

O experimento de motilidade celular avalia a taxa de repopulagao das células
apos a ruptura da camada celular em placa de cultura. Células PTC3-5 ou PC-
BRAF %% com 90% de confluéncia foram tratadas ou ndo com doxaciclina por 2 dias
na auséncia de TSH. As respectivas camadas de células foram rompidas com uma
ponteira de pipeta de 10 pL. A repopulagao das areas livres de células foi acessada
através de microscopio nos tempos 0, 12, 22 e 38 horas. Nesse periodo de tempo a
divisao celular é desprezivel em meio de cultura sem TSH. Ao final de 22 horas, as
células que entraram no espaco livre foram contadas em toda a extensao da placa.
Células PTC3-5 ou PC-BRAF'®F cultivadas em meio de cultura H3 (sem TSH) nao

aumentam a proliferagao celular nesse periodo de tempo.

4.7 ENSAIO DE INVASAO COM MATRIGEL

O ensaio de invasao foi realizado em camaras de cultura de células usando
membranas policarbonadas com poros de 10 um (Costar, Cambridge MA, EUA). Ambos
os lados da membrana foram embebidos em colageno de rato tipo | e o Matrigel
(60 ug) foi colocado como barreira no lado de cima. Células PTC3-5 ou PC-BRAF V¢%%F
que foram cultivadas na presenga ou auséncia de doxaciclina por 4 dias, em meio
sem TSH, foram coletadas com tripsina/EDTA e ressuspendidas em meio de cultura
com ou sem doxaciclina, na auséncia de TSH. As células (2,5 x 10°) foram colocadas
na parte de cima da cadmara. A parte de baixo da cdmara continha 0,6 ml de meio de
cultura com diferentes concentragdes de SDF 1a (Peprotech, Rocky Hill, NJ, EUA) como
quimioatraente. Essa quimiocina demonstrou ser um potente quimioatraente para células
PCCL3 cronicamente expressando RET/PTC1 (CASTELLONE et al., 2004). Células
foram cultivadas por 24 horas a 37°C e 5% de CO,. As células da parte de cima da
camara que ndo migraram foram removidas com um swab de algoddo. Os filtros
foram fixados com paraformaldeido a 4% e corados com cristal violeta. O numero

total de células que migrou para a superficie de baixo foi contado em microscépio de

visdo amplificada. O experimento que verificou o0 envolvimento das metaloproteinases,
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concentragdes equimolares dos inibidores das MMPs indicados abaixo foram adicionados
em ambos os lados da camara. GM6001 (Calbiochem, La Jolla, CA, EUA), um potente
inibidor das MMPs foi comparado com um controle negativo estruturalmente modificado.
A invasao através do Matrigel foi ainda testada na presenca de um inibidor seletivo
da MMP13 CL82198 (Calbiochem). Os compostos foram dissolvidos em DMSO e

diluidos para que a concentragao do veiculo fosse menor que 1% no ensaio.

4.8 ANALISE ESTATISTICA

A analise estatistica para o experimento com microarranjo foi feita para
cada gene separadamente através do ajuste de um modelo linear de efeitos mistos
(DUDOIT; FRIDLYAND, 2002). As inferéncias sobre as variaveis do modelo experimental
sdo as mesmas descritas na referéncia (WOLFINGER et al., 2001), sendo os efeitos
do arranjo randémico e os tratamentos e fluorescéncias fixos. A significancia estatistica
da diferenca de expressao foi obtida através do calculo dos Ps e ajustando-se pelo
teste de hipoteses multiplas e calculo da TFD (REINER; YEKUTIELI; BENJAMINI, 2003)
considerado um valor de 0,05 como limite de significAncia estatistica para genes
regulados (estimulados ou inibidos). Foram também calculadas as estimativas do
grau de alteragdo. A normalizagdo dos dados e a analise estatistica foi feita usando
o pacote de software estatisticos SAS (SAS institute, Inc., Cary, NC). A partir dos
genes transcritos significativamente foram criados agrupamentos de genes usando o
modelo Bayesiano avangado. Este modelo permite analisar a significancia estatistica
de padrdes de expressao identificados. Testes funcionais foram realizados em
contraposicao a base de dados de processos biolégicos e fungdo molecular do Gene
Ontology através do programa EASE. Desta forma foram definidas categorias de
genes de acordo com sua fungao bioldgica. Foi aplicado o teste exato de Fisher para
cada categoria de genes (HOSACK et al., 2003), ajustado para multiplas hipdteses
para identificar as categorias que obtiveram significancia estatistica. Para o experimento
de invasao através do Matrigel o niumero de células foi expresso em média e desvio

padrao e utilizado o teste T de Student ndo pareado e valor de P<0,05.
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5 RESULTADOS

5.1 PERFIL DE EXPRESSAO GENICA APOS ATIVACAO AGUDA DA EXPRESSAO
DE RET/PTC3, BRAF E RET/PTC3 COM INATIVACAO PARCIAL DO BRAF
EM CELULAS PCCL3

RET/PTC3 regulou a expressdo de 3399 genes enquanto BRAF Y*°F teve efeito
em grupo menor de transcritos (1415) (Figura 4). Destes, 847 foram co-regulados
por ambos os estimulos. Em contraste, 471 transcritos deste grupo ndo foram
regulados pelas células PTC3-BRAF™™ demonstrando que elas necessitaram do
BRAF para o efeito mediado por RET/PTC3. Este grupo foi considerado como sendo
representativo de genes dependentes da via da MAPK quinase. Por outro lado, 645
genes foram regulados por RET/PTC3 n&o importando se expressavam ou ndo BRAF
e ndo foram induzidos por BRAF'®%E. Este grupo foi representativo de genes que

nao precisaram da via da MAPK quinase para sua ativagao.

PTC3
3399

BRAFVB00E PTC3-BRAFRNA
1415 1431

FIGURA 4 - TRANSCRITOS INIBIDOS OU ESTIMULADOS EM PELO MENOS UM DOS
TEMPOS APOS TRATAMENTO COM DOXACICLINA NA TRES LINHAGENS
CELULARES
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Entre os genes que foram inibidos pela ativagdo das oncoproteinas, um grupo
deles demonstrou ser claramente dependente do BRAF, ja que foi mais intensamente
inibido por BRAF®°° comparado a RET/PTC3. Esse efeito inibitério foi removido pela
inativagéo do BRAF nas células RET/PTC3 (Figura 5). Componentes da via de sinalizagéo
da cadeia respiratéria mitocondrial (MRC) estavam altamente representados neste
grupo (P = 9,6 x 10" - obtido pelo teste exato de Fisher e referente a significancia
estatistica desta categoria de genes). O MRC consiste de cinco complexos enzimaticos,
sendo que a subunidade NADH ubiquinona oxiredutase faz parte do complexo 1. Oito
de um total de 42 genes deste complexo estavam inibidos primariamente via ativagao

do BRAF. A magnitude da inibicdo foi em média de 2 vezes (Anexo 1).

PTC3-
BRAFRNA  PC-BRAF  PTC3-5

1 24 1 241 2 4 69 genes- ligantes da actina,

inibidores de metalproteinases,
metabolismo de esfingolipides,
geracdo de hormonio tireoideano.

Dox (dias)

339 genes — tranportadores de
cations monovalentes inorganicos/
atividade NADH desidrogenase/
atividade transportadora/ vias de
balango energético/ atividade
catalitica.

22 genes- citocinas

RIS |3 genes - metaloproteinases

_ 16 genes- fosfatases da via MAPK

218 genes- resposta imune, MHC
class II/ processadores de antigeno,
citocinas

63 genes- transporte de fosfato

FIGURA 5 - AGRUPAMENTOS DE GENES CO-EXPRESSOS CRIADOS A PARTIR DE TRANSCRITOS
QUE SE MODIFICARAM SIGNIFICATIVAMENTE APOS ESTIMULO COM DOXACICLINA

NOTA: As colunas representam a expressao dos genes apos os dias de estimulo com doxaciclina
nos dias 0, 1, 2 e 4 em células PTC3-5, PC-BRAF"*°°% ¢ PTC3-BRAF™ respectivamente.
As porgdes amplificadas correspondem a categorias funcionais agrupadas citadas no texto.
A planilha completa de dados esta disponivel no site: hyyp://eh3.uc.edu.
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Como descrito previamente, o grupo de genes com maior representatividade
entre os regulados por RET/PTC3 consiste de genes involvidos na resposta imunolégica
(Ps para os varios grupamentos de genes variam de 1,7 x 102 a 3,1 x 107°). Uma
pequena parte destes genes precisaram da sinalizag&o via BRAF, ja que sua indugao

foi bloqueada nas células PTC3-BRAF"A

e foram induzidos mais intensamente por
BRAF%%E_ Entre esses genes dependentes de BRAF estdo os que codificam proteinas
envolvidas na resposta imunoldgica inata como o fator de estimulagcédo de coldnia de
macréfagos (GM-CSF), as quimiocinas de macréfagos MCP-1 e MCP-3 e o do
receptor de quimiocinas CCR1. Em contraste, a maioria dos genes envolvidos na
resposta imunoldgica que ndo necessitaram BRAF para sua indugédo por RET/PTC3
consiste de genes envolvidos na apresentagdo de antigenos (P = 6,13 x 107) e na
via de sinalizagdo do interferon (Ps para os varios grupamentos variam de 9,3 x 107
a 3,1x 10", dependendo da area do cluster) (Tabela 1; Figura 5).

Um agrupamento de MAPK fosfatases foi induzido intensamente por RET/PTC3
e BRAFY®E, Os genes que codificam as duas fosfatases da ERK prototipicas (MKP-3
e DUSPS5) foram marcadamente induzidos pelas duas oncoproteinas (Anexo 2).

Dentre as categorias funcionais reguladas preferencialmente por BRAF?%%F,
as metaloproteinases foram fortemente representadas. Genes que codificam MMP13,
MMP9 e MMP3 foram fortemente induzidas pela expressdo do oncogene BRAF
(Tabela 2). Outros genes envolvidos na remodelagado da matriz extra celular demonstraram
padrao similar de expressao. Como invasividade é reconhecidamente um achado em
PTCs com mutagdo no BRAF e em camundongos transgénicos que hiperexpressam
BRAF?%F na tiredide, nds detivemos maior foco nesta familia de enzimas que degradam

a matriz, como sera descrito posteriormente.
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TABELA 1 - GENES ASSOCIADOS A RESPOSTA IMUNOLOGICA COM ESTIMULO MAIOR QUE 4
VEZES NO DIA 4 DO TRATAMENTO COM DOXACICLINA COMPARADOS COM

CONTROLES
GENES PTC3-5 PC-BRAF "¢ PTC3-BRAF™MA
BRAF independente
CXCL11 (IP9) 61.62 1.54 37.38
Best 5 36.33 2.74 34.14
CD74 26.62 3.89 6.7
CCL4 (MIP1%) 23.98 3.31 27.77
SLAMF1 (IPO3) 16.59 1.76 18.18
IFIT4 16.14 1.06 6.77
GBP2 15.91 2.05 8.46
BF 15.18 1.42 10.74
Mx2 13.55 1.45 10.72
IFI27 11.03 3.01 9.19
CXCL10 (IP10) 10.54 1.92 6.26
MOB5 9.66 1.79 4.71
IFIT2 7.84 1.45 3.89
IRF7 7.57 -1.43 4.26
IGTP 54 1.19 3.62
RT1-Db 5.35 1.37 3.81
socs1 4.31 -1.17 3.57
IRF1 4.03 1.91 2.87
BRAF dependente
CCL7 (MCP3) 9.52 39.55 6.12
CCL2 (MCP1) 31.8 39.29 7.73
GM-CSF 1.28 12.11 2.17
CCR1 -1.03 577 -1.14

TABELA 2 - GENES ASSOCIADOS AS MMPs NO DIA 4 DE TRATAMENTO COM DOXACICLINA
COMPARADOS COM CONTROLES

GENES PTC3-5 PC-BRAF60¢ PTC3-BRAF™
MMP-3 45.94 97.40 31.62
MMP-13 1.33 39.64 1.10
MMP-9 -1.14 4.41 1.08
MMP-2 -1.03 -1.59 -1.09
MT-MMP 1 -1.59 -1.84 -1.26
TIMP-2 -4.10 -2.63 -1.79
TIMP-3 -3.76 -2.46 -2.21
Antigeno U-PAR-CD87 16.14 11.16 7.11

5.2 COMPLEMENTAGCAO MANUAL DOS AGRUPAMENTOS DE GENES NAO
SUPERVISIONADOS

Nés examinamos as listas de genes procurando por genes candidatos,
tendo como base o conhecimento corrente sobre fungdo de genes para enriquecer a

informacgé&o obtida a partir da analise inicial.
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A complementagdo manual de grupos de genes demonstrou uma regulagéo
bastante complexa, através do BRAF, de genes que inibem ou estimulam a via da
MAPK quinase. O gene do receptor da efrina (ephA2) e de seu ligante a efrina A1 foram
induzidos em 4,4 e 1,9 vezes por BRAF, respectivamente. EphA2 é um receptor
tirosino quinase que é ativado de forma transcricional pela via Ras/Raf/MAPK (MACRAE
et al., 2005). Este estimulo promove uma inibigdo da ativagdo do Ras induzida por
fatores de crescimento, criando desta forma uma retroalimentagéo negativa na atividade
do RAS. A proteina induzida por mitose Mig-6 inibe a ativagdo da ERK2 induzida pela
ativagao do receptor do fator de crescimento epidermal (EGFR) e seu gene foi também
induzido por BRAF (3,2 vezes) e por RET/PTC3 de maneira BRAF dependente. Assim
como as fosfatases da via MAPK quinase MKP-3 e DUSPS5, a ativacdo de EphA2 e
Mig-6 poderia levar a uma inibicdo da ativagdo da ERK induzida pelo BRAF. Em
contraste, o gene do fator de crescimento e transformagéo a (TGFa), um ligante do
EGFR, foi induzido 3,4 vezes por BRAF.

Entre os genes que poderiam participar da resposta imunolégica inata,
ccl15 (mip1y), que codifica um fator quimiotatico para células T e mondcitos, néo
apareceu nesta categoria nos agrupamentos nao supervisionados, porém também
foi induzido por BRAF em 2,1 vezes.

Alguns genes associados a estrutura celular e adeséo, que poderiam ter papel
na remodelacdo da matriz e invasao, foram também induzidos por BRAF. lipocalin 2 (8x),
sydecan 1 (7,3x), nidogen 2 (3,1x), integrina a3 (2,6x), integrina a2 (3,5x), colageno
a1 cadeia XlI (3,6x) e catepsina D (2,5x).

Como previsto e confirmando estudos prévios com cultura de células
tireoidianas, tireoglobulina, deiodinase tipo 1 e o fator de transcrigdo TTF-2 foram

inibidos por RET/PTC3 e BRAF.

5.3 REGULACAO PREFERENCIAL DAS MMPS POR BRAF Y%

O grupamento de genes nao supervisionados envolvidos na remodelagéao

da matriz extra celular (P = 2,03 x 10 — obtido através do teste de Fisher e referente
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a categoria funcional das MMPs) esta presente na tabela 2. Nés confirmamos a
inducédo dependente de BRAF do RNAm da MMP3, MMP9 e MMP13 por RT-PCR assim
como inibicdo de MT1-MMP nas células PC-BRAF®°F & TIMP2 em ambas as células

(Gréfico 1). O RNAm da MT1-MMP teve uma indugao discreta nas células PTC3-5.

MMP3 MMP9 MT1-MVP
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GRAFICO 1 - EXPRESSAO RELATIVA DOS RNAm DAS MMPs POR RT-PCR NAS CELULAS
PTC 3-5 E PC-BRAF"®"¢

NOTA: As células indicadas foram cultivadas com ou sem doxaciclina por 4 dias na auséncia de
TSH. As colunas representam a média da expressao relativa de RNAm dos respectivos
genes (experimentos feitos em triplicata) e as barras o desvio padrao.

A Figura 6 demonstra a secre¢cao das MMPs indicadas através da técnica
de western blotting. Foram corridos 30ul do meio de cultura concentrado de células
PTC3-5 e PC-BRAF'*®& com ou sem doxaciclina. Anticorpos especificos para as
respectivas MMPs foram utilizados conforme descrito em Materiais e Métodos.
Demonstramos a forte secrecdo de MMP9 e MMP13 exclusivamente em células PC-
BRAF Y% apos ativacdo com doxaciclina. Em contraste com a expressdo do RNAm
da MMP2, que foi inibido em ambas as linhagens celulares pela ativacdo dos
oncogenes BRAF e RET/PTC3, a secregao da proteina MMP2 foi marcadamente

VG600E

aumentada, principalmente em células PC-BRAF , consistente com mecanismos pos-

translacionais via BRAF (Figura 6).
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PTC3-5 PC-BRAFV600E SFB
Dox - Dias 0 2 40 2 4

o — - ® — MVP2
- +<— MMP13
= <+ MMP9

FIGURA 6 - WESTERN BLOTS DOS MEIOS DE CULTURA CONDICIONADOS DE CELULAS
PTC3 E BRAF*®F NOS DIAS DE TRATAMENTO DE DOXACICLINA INDICADO, NA
AUSENCIA DE TSH

NOTA: SFB - soro bovino fetal.

A técnica de zimografo consiste da co-polimerizagéo do substrato das MMPs
ao gel de poliacrilamida. As proteinas sao separadas por peso molecular como no
western blotting. Ocorre a degradagédo do substrato, que aparece como uma banda
clara contra um fundo escuro correspondente ao peso molecular da respectiva MMP.
O zimégrafo de gelatina com meio de cultura das células demonstrou uma indugéo
preferencial tanto da MMP2 e pr6 MMP2 como da MMP9 enquanto o zimoégrafo de

caseina revelou a indugdo da MMP3 e pr6-MMP3 mediada pelo BRAF (Figura 7).

Q&
PTC3 PC-BRAFV60E 00°
Dox - Dias 02 4 02 4 <
«— Pro MMP9
.~ Pro MMP2
™ MMP2

,~ Pro MMP3
N MMP3
FIGURA 7 - ZIMOGRAFOS DE GELATINA (ACIMA) E CASEINA (ABAIXO) DOS MEIOS DE

CULTURA CONDICIONADOS DE CELULAR PTC3-5 E BRAF'F NOS DIAS DE
TRATAMENTO DE DOXACICLINA INDICADOS, NA AUSENCIA DE TSH

NOTA: Pos cont — controle positivo. As bandas sdo reconhecidas por peso molecular. Pré6 MMP9
92KDa, Pré6 MMP2 72KDa, MMP2 65KDa, Pré6 MMP3 57KDa e MMP3 53KDa.
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54 A MIGRAGCAO CELULAR FOI INDUZIDA PELA EXPRESSAO DAS DUAS
ONCOPROTEINAS ENQUANTO A INVASAO PELO MATRIGEL FOI
PREFERENCIALMENTE ESTIMULADA PELA EXPRESSAO DO BRAFY®%E
INDUZIDA PELA DOXACICLINA

Em seguida, nds realizamos ensaios funcionais para determinar as conse-
quéncias da ativagdo de RET/PTC3 e BRAF' na migragdo e invaséo celular.
A motilidade celular foi testada contando o numero de células que repovoaram um
espaco obtido através de raspagem da camada de células apds varios tempos de
indugdo com doxaciclina. Ambas as oncoproteinas induziram taxas de repopulagao

similar apds dois dias de ativagdo com a doxaciclina (Figura 8).

Oh 12h 22 h 38 h

PC-BRAFV600E
- DOX

PC-BRAFV600E
DOX

PTC3-5
-DOX

PTC3-5
DOX

FIGURA 8 - RET/PTC3 E BRAF" INDUZEM NIVEIS DE MIGRACAO CELULAR SIMILARES EM
CELULAS PCCL3 APOS TRATAMENTO COM DOXACICLINA

A capacidade de invaséao através do Matrigel foi examinada em células PTC

3-5 e PC-BRAF'®F apos 4 dias de estimulo com doxaciclina, usando concentragdes

V600E

diferentes de SDF-1 como fator quimiotatico. A expressao de BRAF induziu invasao
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através do Matrigel foi 35 vezes na auséncia de SDF-1 (p=0,005), enquanto RET/PTC3
apenas 3,7 vezes (p=0,07; Grafico 2). A diferenga entre a indugdo de migragao por
RET/PTC3 e BRAF'°F foi significativa (p=0,01), comparadas sem a presenca de
SDF-1a. Na presenca de SDF-1a, os valores de p foram 0,03 e 0,07 respectivamente

para comparagdes com 50ng/ml e 100ng/ml do quimioatraente (Grafico 2).
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GRAFICO 2 - INVASAO PREFERENCIAL INDUZIDA POR DOXACICLINA EM CELULAS BRAF %€
COM DIFERENTES CONCENTRACOES DO QUIMIOATRATIVO SDF 1A EM CAMARAS
DE CULTURA

A seguir procuramos saber se a invasao através do Matrigel em células PC-
BRAF®%%F era dependente da ativacdo das MMPs. Para tanto, realizamos o mesmo
ensaio de invasao na presenca ou auséncia de inibidores das MMPs. A invasao através
do Matrigel foi inibida pelo pan inibidor de MMPs GM6001 de forma concentragao-
dependente, enquanto o inibidor especifico da MMP13 CL82918 ndao demonstrou

efeito significativo (Grafico 3).
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GRAFICO 3 - INVASAO INDUZIDA POR BRAF E INIBIDA POR UM PAN INIBIDOR DE MMPs MAS
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6 DISCUSSAO

CPTs estdo associados a mutagbes mutualmente exclusivas em pelo menos
seis genes diferentes que sinalizam através da via MAPK quinase. Existem fortes
evidéncias de que pelo menos 3 destes oncogenes (as recombinagdes RET/PTC e as
mutagcdes do BRAF e RAS) sdo eventos iniciais na transformagao da célula folicular
tireoidiana. N6s realizamos o perfil de expressao génica de células PCCL3 de tiredide
de rato com expressdo aguda de RET/PTC3 e BRAF ' para explorar as consequéncias
iniciais da ativagao destas oncoproteinas. Foi demonstrado previamente que a ativacao
de ERK mediada por RET/PTC3 requer BRAF (MITSUTAKE et al., 2006) e por isto,
para identificar de forma mais acurada os genes dependentes da via MAPK quinase,
nos realizamos o perfil de expressdo génica apds ativacdo do RET/PTC3 com
inativagdo do BRAF por RNA..

O numero de genes modulados por RET/PTC3 foi mais que o dobro daqueles
ativados por BRAF. Este achado era esperado, ja que RET/PTC esta acima da via e
pode sinalizar através de muitos outros efetores além da via MAPK quinase. Aproxi-
madamente 25% dos genes foram co-regulados por RET/PTC3 e BRAF, demonstrando
dependéncia da via da MAPK quinase. Quando foi aplicado um critério mais rigoroso
(apenas genes n&o regulados por RET/PTC3 na auséncia de BRAF), apenas 14% dos
genes mantiveram esta dependéncia. Melillo et al. (2005) realizaram um estudo de
microarranjo em células PCCL3 expressando cronicamente RET/PTC3, 0s oncogenes
RAS e BRAF, e RET/PTC3 mutantes Y1062F e Y1015F (os ultimos s&o incapazes de
sinalizar via os respectivos residuos de tirosinas da oncoproteina RET/PTC3). Os autores
encontraram uma propor¢do maior de genes dependentes da via MAPK regulados por
RET/PTC3. Nesse estudo, 48% dos genes ativados e 36% dos inibidos via RET/PTC3
foram cooregulados por BRAF e 90% destes precisaram da integridade da Y1062 da
molécula do RET. Os modelos experimentais diferem bastante. Os pesquisadores
examinaram células PCCL3 com expressao crbnica e estavel das oncoproteinas citadas

que nao necessitavam de TSH para crescerem. A independéncia do TSH nao é adquirida



42

diretamente pela expressado de RET/PTC (WANG et al., 2003) ou BRAF (MITSUTAKE
et al., 2005), indicando que mudangas adicionais devem ter ocorrido no processo de
selegdo das células. Em contraste, os genes que foram identificados em nosso estudo
foram ativados ou inibidos rapidamente apds a expressao das oncoproteinas. A tirosina
1062 da molécula do RET é um local de contato para o Src e colageno, sua
substituicdo inativa de forma eficiente o recrutamento do RAS e ativacdo de RAF/MAPK.
Entretanto, este mesmo residuo interage com Enigma e FRS2 resultando em ruptura
mais profunda da sinalizagdo podendo impedir a regulagdo de genes dependentes da
via MAPK assim como de outros dependentes de outras vias. Por outro lado, a
inativacdo do BRAF, que resulta em uma supressao quase completa da fosforilagao
de ERK1/2 via RET/PTC, poderia ainda permitir expressio residual de BRAF devido
inativagdo incompleta. Portanto, aqueles genes que preencheram os 3 critérios, isto
€, regulados por RET/PTC3 e BRAF e ausentes nas células com a inativagdo do BRAF,
s&o certamente dependentes da via MAPK e conferem bons dados para gerar hipoteses
sobre as consequéncias da ativacao constitutiva desta via em células tireoidianas.

A maior parte dos genes ativados que ndo necessitavam BRAF estdo envolvidos
na resposta imunologica adquirida e muitos deles pertencem a via do interferon
(IFN). Estes achados confirmam estudo anterior onde foi realizado um microarranjo
apenas com células PTC3-5 em um unico tempo de ativagdo com doxaciclina e 4273
genes conhecidos (PUXEDDU et al., 2005). Entretanto, nosso estudo demonstrou
que a maior parte destes genes ndo precisam da via MAPK para sua expressao.
Os provaveis mediadores deste grupamento de genes séo os transdutores de sinal e
ativadores da transcricdo 1 (STAT1) e STAT3, baseado em dados preliminares n&o
publicados de nosso grupo (ZHANG et al., ndo publicado).

A inibicao discreta dos genes do complexo | da MRC é incerta e estudos
diferentes relatam efeitos conflitantes na sobrevivéncia celular. Desta forma, retenona,
um inibidor seletivo deste complexo e do fator de necrose tumoral induziu aumento
da permeabilidade da membrana mitocondrial, liberacdo de citocromo C e apoptose

em células de leucemia ML-1 (HIGUSHI; PROSKE; YEH, 1998). Em contraste, a maior
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parte da literatura, refere que a inibicdo do complexo | da MRC protege a célula da
apoptose (CHAUVIN et al., 2001). Mutagbes nestes genes foram recentemente
descritas em carcinoma medular de tiredide (ABU-AMERO et al., 2006), porém o seu
significado permanece incerto.

Apesar de a maior parte dos genes associados a resposta imunoldgica
adaptativa n&do serem dependentes de BRAF, um pequeno grupo destes genes,
envolvidos na resposta inata, foram marcadamente regulados via BRAF. Entre eles
estdo os fatores quimiotaticos para macréfagos e monacitos MCP1, MCP3, GM-CSF e
CCL15. Russell et al. (2003) demonstraram que a expressdo de MCP1 e GM-CSF em
células PCCL3 era ativada através de RET/PTC3 e necessitava da integridade do
dominio tirosino quinase do RET. Macréfagos infiltrando CPTs humanos sdo encontrados
em até 70% dos casos (FIUMARA et al., 1997). A infiltragdo de macréfagos também
foi descrita em tiredide de camundongos transgénicos com hiperexpressdo de
RET/PTC (RUSSELL; ENGILES; ROTHSTEIN, 2004) e BRAF (KNAUF et al., 2005) na
tiredide. No ultimo estudo a presengca de macrofagos foi encontrada em até 90%
dos camundongos Tg-BRAF. O papel da ativagdo crénica da resposta inata no
desenvolvimento de neoplasias tem sido estudado extensivamente. Devido a habilidade
destes fatores quimiotaticos produzirem, quimocinas, MMPs, radicais livres e outros
mediadores esses podem ser moléculas importantes na progressdo do cancer
(DE VISSER; EICHTEN; COUSSENS, 2006). Este efeito poderia ocorrer por agéo direta
na célula neoplasica promovendo dano ao DNA ou por produg¢ao paracrina de fatores
de crescimento. Macrofagos que estdo associados a tumores podem promover
remodelagéo da matriz extracelular e angiogénese. Macréfagos CD11b" estéo associados
a linfangiogénese em condi¢des patoldgicas especificamente em um modelo expe-
rimental de inflamacdo de cornea (MARUYAMA et al., 2005). Como CPTs com mutagéo
em BRAF apresentam prevaléncia elevada de metastases para linfonodos, é possivel
que o recrutamento de macréfagos/monécitos mediado por BRAF possa contribuir
para a disseminagao linfatica. Recentemente foi evidenciada uma associagao entre

infiltracdo de macréfagos em tumores de tiredide e fatores de pior progndstico e redugao
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de sobrevida, principalmente em carcinomas pouco diferenciados, confirmando esta
hipotese (RYDER et al., 2008).

As MMPs sao endopeptidases dependentes de zinco que degradam
componentes da matriz extracelular e membrana basal. MMPs séo sintetizadas em
uma forma latente, os zimogénios. A produgédo da enzima ativa requer uma remogao
proteolitica de uma parte da molécula, o pré-dominio. Elas sdo subdivididas em
colagenases, estromelisinas, gelatinases e MMP ligada a membrana plasmatica (MT-
MMP) baseado no substrato de preferéncia. A habilidade das células neoplasicas de
degradar a matriz extracelular ao seu redor, & fundamental para a invas&o de tecidos
subjacentes, para entrar e sair de vasos sanguineos e linfaticos e de enviar metastases
para outros tecidos. As MMPs sdo moléculas candidatas para esta tarefa ja que
podem degradar qualquer componente da matriz e sua expressdo esta aumentada
em virtualmente todos os tipos de cancer e em muitas linhagens celulares de cancer.
A hiperexpressdo de MMPs esta associada a invasdo celular e prognostico desfa-
voravel em cancer (COUSSENS; FINGLETON; MATRISIAN, 2002). A expressdo de MMPs
tem sido estudada em céancer de tiredide de humanos, cultura de células e no soro
de pacientes com cancer de tiredide. A expressdao de MMP2, MMP9, TIMP1 e TIMP2
estava aumentada em CPTs comparada com tecido normal (NAKAMURA et al., 1999;
MAETA; OHGI; TERADA, 2001). Em contraste, em cultura de células de cancer de tiredide,
foi encontrado um perfil mais amplo de hiperexpressdo de MMPs, com elevacéo de
MMP1, MMP2, MMP9, MMP11 e MMP13 em comparagcdao com cultura de células de
tiredde normal (BALDINI et al., 2004). Aumento de MMP2 (KOMOROWSKI et al., 2002)
e MMP9 (LIN; WANG; SHEU, 2003) no soro de pacientes com CPT também foi
reportado. Entretanto, associagdo com mutagdes presentes em CPTs humanos nao foi
investigada. Neste estudo nés demonstramos a indugao preferencial de MMP3 e MMP9
e exclusiva de MMP13 por BRAF %€ em comparacéo a RET/PTC3 em células PCCL3.
Estes efeitos do oncogene BRAF se manifestaram através de uma maior invasao
comparadas as ceélulas que expressam RET/PTC3 e foram suprimidos quando

introduzido um inibidor de MMPs de amplo espectro. Isto poderia explicar, em parte,
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a maior predisposigdo de CPTs com a mutagdo BRAF em invadir tecidos subjacentes.
Estas observacgdes precisam ser testadas apropriadamente em tecidos de cancer de
tiredide humano devidamente genotipados. Como a indugdo de MMP13 ocorreu
exclusivamente em células BRAF, ndés examinamos a contribuicdo da invasao através
do Matrigel induzida por BRAF em células PCCL3 associada a adicdo de um inibidor
especifico da MMP13 (CL82198) e nao encontramos contribuicdo desta MMP para
invasividade neste modelo experimental. A presenca da MMP13 é fundamental para a
ossificagdo endocondral (INADA et al., 2004) e poderiamos especular que a expressao
desta protease facilitaria a colonizacdo 6ssea por metastases de cancer de tiredide.

A expressao das MMPs é regulada de forma transcricional por citocinas e
fatores de crescimento. MMP1, MMP3, MMP7, MMP9, MMP10, MMP12 e MMP13 contém
sitios de ligagédo para a proteina ativadora AP-1 em suas respectivas regides promotoras
(OVERALL; LOPEZ-OTIN, 2002). Ambos, BRAF e RET/PTC sinalizam através da via
MAPK, que termina com a fosforilagdo de ERK e ativagao de varios fatores de transcri¢ao,
entre eles AP-1. Isto poderia explicar a habilidade destas oncoproteinas em induzir
MMPs. O motivo da diferenga da expressao das MMPs entre RET/PTC3 e BRAF ¢ incerto,
porém pode estar associado a intensidade da ativacdo da ERK, a qual é muito maior
apos a ativagdo do oncogene BRAF comparada ao RET/PTC3 em nosso modelo
experimental (dados ndo demonstrados). Varios outros fatores de transcricdo tém
papel importante na modulagdo da expressdo das MMPs, incluindo ETS, NF-kB e
STATs, entre outros (OVERALL; LOPEZ-OTIN, 2002). A ativagdo da STAT1 mediada
pelo INF-y inibe a expressdao de MMP13 em queratinécitos humanos transformados
(BALDINI et al., 2004). RET/PTC3 marcadamente induz a fosforilagdo de STAT 1 e
STAT3 (HWANG et al., 2004, HWANG et al., 2003), enquanto BRAF*°F nzo o faz, o
que poderia contribuir para o achado da hiperexpressdo de MMP13 apenas em
células BRAF. Em células de cancer humano WRO e NPA com indugdo de BRAF 0%
por doxaciclina houve aumento da expressdao das MMPs e invasido através do
matrigel mediada pela ativagdo da via de sinalizagdo do NF-kB, demonstrando outra

maneira pelo qual BRAF induz a expressdo das MMPs (PALONA et al. 2006).
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Os niveis de RNAm de MMP2 e MT1-MMP nao foram induzidos por BRAF
nem por RET/PTC, o que é consistente com o fato de que nenhuma delas apresenta
sitios para AP-1 em suas regides promotoras. No entanto, n6s demonstramos o
aumento da secrecao e ativacao da pro-MMP2 apds a expressao das oncoproteinas.
A ativagcdo da MMP2 requer a presenca de TIMP2 e MT1-MMP, os quais formam um
complexo ternario na superficie celular que ativa a MMP2 por clivagem (BUTLER et al.,
1998). Este processo é dependente da concentragdo de MT1-MMP, entretanto o
papel do TIMP2 € muito mais complexo. TIMP2 € necessario, porém altas concentracoes
podem bloquear a ativagdo de MMP2 (BUTLER et al., 1998). N6s encontramos uma
modesta inibicdo de MT1-MMP e TIMP2 em células PC-BRAF %€ ¢ PTC 3-5 confirmados
por RT-PCR. A inibicdo de TIMP2 poderia explicar, em parte, a ativagdo da MMP2
em nosso sistema. O aumento da secre¢cdo de MMP2 na auséncia de regulagéo
transcricional, poderia também ser um fenébmeno dependente da via MAPK, ja que a
secregao da MMP2 é um processo dependente da PKC e ERK, ao menos em células
de musculo ciliar humano (HUSAIN; JAFRI; CROSSON, 2005).

Apesar da grande quantidade de dados pré clinicos implicando a expressao
das MMPs na progressao do cancer, os ensaios clinicos utilizando inibidores das
MMPs em pacientes com cancer foram desapontadores. O estadio clinico dos tumores e
a falta de marcadores para confirmar a atividade inibitéria das MMPs s&o alguns dos
pontos fracos destes estudos. Além disto, os substratos das MMPs sdo complexos e
diversos, e sua degradagéo podem levar a efeitos independentes da degradacéo em si,
incluindo estimulagdo da proliferagdo celular ou indu¢cdo de apoptose (COUSSENS;
FINGLETON; MATRISIAN, 2002). Portanto, é prematuro rejeitar a significancia da
hiperexpressao das MMPs em neoplasias baseado na faléncia dos ensaios clinicos.

Apesar do foco de nosso estudo ter sido o papel das oncoproteinas na
sinalizagao via MAPK e express&o génica, € importante acrescentar que a alteragéo
da sinalizagéo da via fosfatidilinusitol — 3 — fosfato (PI3K) tem um papel proeminente
na patogénese do cancer de tiredide. A perda da expressao do PTEN (FRISK et al.,

2002) e mutagdes ativadoras do RAS resultam na ativagdo do AKT, principalmente
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em neoplasias foliculares. Além disto, mutacbes somaticas da PIK3CA (GARCIA-
ROSTAN et al., 2005), gene que codifica a unidade catalitica da PI3K, foram
encontradas em 23% dos carcinomas anaplasicos e a ativacdo da AKT tem sido

associada a invasividade do céncer de tiredide (VASKO et al., 2004).
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7 CONCLUSOES

1. Nosso estudo demonstrou diferenga significativa entre algumas das
categorias funcionais de genes ativados por RET/PTC3 e BRAF em
células tireoidianas PCCL3 de rato. RET/PTC3 modulou uma quantidade
maior de genes que BRAF'°%F. Aproximadamente 25% dos genes
induzidos ou inibidos por RET/PTC3 necessitaram BRAF para sua expressao.

2. A maior parte dos genes induzidos por RET/PTC3 que codificam
componentes da via do IFN e resposta imune ndo dependem de BRAF.
Genes que codificam enzimas da cadeia mitocondrial de transporte de
elétrons foram inibidos de forma dependente de BRAF. A indugao e/ou
ativacdo de metaloproteinases é dependente de BRAF. Células PCCL3
que expressam BRAF"°°°F demonstraram maior indugdo e ou ativacéo
das MMPs.

3. Os dados foram validados por RT-PCR, western blotting, zimografos e
estudos funcionais. A inducéo preferencial de MMPs por BRAF se traduziu
em maior invasao através do matrigel demonstrando maior agressividade

deste oncogene no modelo experimental utilizado.
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GENES ASSOCIADOS A CADEIA RESPIRATORIA MITOCONDRIAL (MRC)
COM REDUGAO SIGNIFICATIVA NO DIA 4 DE TRATAMENTO COM
DOXACICLINA COMPARADOS COM CONTROLES.

GENES PTC3-5 PC-BRAFY*¢ | PTC3-BRAF™
ATP SINTASE CADEIA B 1.01 1.77 117
ATP SINTASE CADEIA E -1.69 -2.43 -.136
ATP SINTASE PROTEINA LIGADORA DE LIPIDEO -1.76 273 -1.31
ATP SINTASE OLIGOMYCIN SENSITIVITY CONFERRAL PROTEIN -1.65 -1.72 -1.13
CITOCROMO C OXIDASE POLIPEPTIDEO VB -1.21 -1.69 -1.19
CITOCROMO C OXIDASE POLIPEPTIDEO VIA-HEPATICA -1.26 -1.63 -1.03
CITOCROMO C OXIDASE POLIPEPTIDEO VIC-1 -1.13 -1.61 -1.07
NADH-UBIQUINONA OXIDOREDUTASE SUBUNIDADE 9.6 KDA -1.17 -1.32 1.00
ATP SINTASE CADEIA D -1.14 -1.61 -1.19
ATP SINTASE CADEIA F -1.46 1.68 -1.24
NADH-UBIQUINONA OXIDOREDUTASE SUBUNIDADE 15 KDA -1.25 -1.57 -1.15
NADH-UBIQUINONA OXIDOREDUTASE SUBUNIDADE 20 KDA -1.35 -1.79 -1.23
NADH-UBIQUINONA OXIDOREDUTASE SUBUNIDADE 30 KDA -1.49 -2.08 -1.52
NADH-UBIQUINONA OXIDOREDUTASE SUBUNIDADE ASHI -1.70 -2.08 -1.41
NADH-UBIQUINONA OXIDOREDUTASE SUBUNIDADE B15 -1.59 -1.87 -1.33
NADH-UBIQUINONA OXIDOREDUTASE SUBUNIDADE B16.6 -1.22 2.46 -1.02
NADH-UBIQUINONA OXIDOREDUTASE SUBUNIDADE B17 -1.36 -1.88 -1.22
NADH-UBIQUINONA OXIDOREDUTASE SUBUNIDADE B22 -1.36 -1.67 -1.25
NADH-UBIQUINONA OXIDOREDUTASE SUBUNIDADE B9 -1.60 -1.51 -1.29
NADH-UBIQUINONA OXIDOREDUTASE SUBUNIDADE SGDH -1.29 -1.87 -1.30
NADH-UBIQUINONA OXIDOREDUTASE SUBUNIDADE B14.5B -1.23 -2.58 -1.19
NADH-UBIQUINONA OXIDOREDUTASE SUBUNIDADE B17.2 -1.41 1.77 -1.20
COMPLEXO il SUBUNIDADE VI -1.20 -1.80 -1.03
RECEPTOR DA SULFONILUREIA 1 -1.40 -2.09 -1.06

NOTA: Em negrito estéo representados os genes assocados ao complexo | da MRC.



ANEXO 2
GENES DE FOSFATASES ASSOCIADAS A VIA DA MAPK NO DIA 4 DE
TRATAMENTO COM DOXACICLINA COMPARADOS COM CONTROLE

GENES PTC3-5 PC-BRAF"®"¢ PTC3-BRAF™
DUSP 5 7.45 23.22 5.52
DUSP 6 (MKP3) 14.67 14 14.49
DUSP 7 (MKPx) NS NS NS
DUSP1 (MKP1) -1.87 NS -1.46
DUSP4 (MKP2) NS NS 1.81

NOTA: NS — néo significativo. Em negrito as duas fosfatases especificas da via da MAPK.



