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ANÁLISE DE ALTERAÇÕES EPIGENÉTICAS EM CÉLULAS DA TIREOIDE APÓS A 

EXPOSIÇÃO À RADIAÇÃO X 
RESUMO 

TESE DE DOUTORADO 

Ricardo Cortez Cardoso Penha 

A radiação ionizante (RI) é o principal fator de risco para o desenvolvimento do carcinoma papilífero da 

tireoide (CPT), devido à perda gradual dos genes de reparo e ao acúmulo de lesões no DNA. As vias de 

reparo do DNA por recombinação homóloga (HR) e por junção terminal de cromossomos não homólogos 

(NHEJ) são ativadas em resposta à quebra dupla do DNA (DSB), induzida pela RI, para manter a 

integridade genômica. As modificações epigenéticas como a metilação aberrante do DNA e a 

desregulação da expressão dos microRNAs vêm sendo associadas à carcinogênese da tireoide e à resposta 

terapêutica. Portanto, o objetivo principal dessa tese foi o de investigar as alterações epigenéticas nos 

tireócitos expostos à radiação X. A tese foi divida em quatro capítulos. No primeiro capítulo, foi 

demonstrado que RI promove a parada do ciclo celular na fase G2/M nas linhagens celulares de tireócito 

normais de rato, sem afetar a viabilidade celular. As células FRTL-5 CL2 exibiram uma cinética de reparo 

das DSB mais lenta e menores níveis globais de metilação (Line-1) do que as PCCl 3.  A RI não acarretou 

em nenhuma alteração nos níveis de metilação global e da região promotora, e na expressão dos genes de 

reparo do DNA, exceto pela diminuição da expressão de Brca1. A expressão de todos os genes de reparo 

foi induzida nas células senescentes. No segundo capítulo, foi realizada o perfil global dos microRNAs 

nas células FRTL-5 CL2 irradiadas, identificando-se os miR-199a-3p e miR-10b-5p com as expressões 

mais alteradas. Validou-se LIN28B como alvo de miR-199a-3p (perda de estabilidade do RNAm) e 

DICER1 como de miR-10b-5p (repressão da tradução). O miR-10b-5p aumenta a proliferação celular 

enquanto o miR-199a-3p a atenua. Ambos os microRNAs regulam negativamente a eficiência do reparo 

por HR. A superexpressão de miR-10b-5p diminuiu a viabilidade e proliferação das células irradiadas. No 

terceiro capítulo, foi demonstrado que os níveis proteicos de DICER1 estão subexpressos no CPT. A 

superexpressão de DICER1 estimulou a proliferação enquanto o seu silenciamento comprometeu a 

diferenciação dos tireócitos. Além disso, a expressão de DICER1 mutada (c.5438A>G; E1813G) 

comprometeu o processamento dos microRNAs e a proliferação celular mediada por DICER1 selvagem. 

No quarto capítulo, a expressão de hsa-miR-34a e hsa-miR-1249 discriminou os pacientes portadores do 

CPT expostos à RI (sensibilidade=73.3%, especificidade=75.5%, AUC=77.6%). Os hsa-let-7c, hsa-let-7d, 

hsa-miR-127 e hsa-miR-377 identificaram os rearranjos relacionados à RI (sensibilidade=88.9%, 

especificidade=77.6%, AUC=84.2%). Em suma, a metilação aberrante do DNA não parece estar 

envolvida nas etapas iniciais da carcinogênese tireóidea no nosso modelo. Os microRNAs são 

desregulados pela RI, afetando a eficiência do reparo do DNA por HR nas células irradiadas. A 

superexpressão de miR-10b-5p poderia ser uma abordagem terapêutica inovadora para o tratamento do 

CAT ao promover a radiossensibilidade. Os níveis proteicos de DICER1 estão subexpressos no CPT e 

afetam a proliferação e diferenciação dos tireócitos enquanto a mutação (c.5438A>G; E1813G) no seu 

gene compromete o processamento dos microRNAs e a proliferação celular induzidos por DICER1 

selvagem. Além disso, os miRNAs poderiam ser usados para a identificação de CPT relacionados à RI.  
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RAY RADIATION 

ABSTRACT 

DOCTORATE THESIS 

Ricardo Cortez Cardoso Penha 

Ionizing radiation (IR) is the main risk factor for papillary thyroid cancer (PTC), due to gradual 

inactivation of DNA repair genes and DNA damages. The homologous recombination (HR) and non-

homologous end joining (NHEJ) DNA repair pathways are triggered to efficiently repair the IR-

induced DNA double-strand breaks (DSB) and safeguard genome integrity. Epigenetic mechanisms 

such as aberrant DNA methylation and microRNA expression deregulation have been associated with 

thyroid carcinogenesis and therapeutic response. Thus, this thesis aimed at studying the epigenetic 

mechanisms in thyroid cells exposed to X-ray. The thesis is divided into four chapters. In the first 

chapter, it was demonstrated that X-ray exposure promoted a G2/M arrest in normal thyroid cell lines, 

without any effect in cellular viability. FRTL-5 CL2 cells displayed a slower kinetics of DSB repair 

and a lower global methylation (Line-1) than the PCCl 3 cells. Neither global and DNA repair genes’ 

promoter methylation profiles nor the expression of genes involved in HR and NHEJ pathways was 

altered by acute X-ray exposure, apart from Brca1 downregulation. DNA repair gene was 

overexpressed in radiation-induced senescent thyroid cells. In the second chapter, the global 

microRNA expression profile of irradiated FRTL-5 CL2 cells identified miR-10b-5p and miR-199a-3p 

as the most pronounced alterations in expression. We validated LIN28B as target of miR-199a-3p 

(mRNA instability) and miR-10b-5p targeting DICER1 (repression of translation). MiR-10b-5p 

increases the growth rate of FRTL-5 CL2 cells, while miR-199a-3p inhibits their proliferation. 

Moreover, both of these microRNAs negatively affect HR efficiency. The overexpression of miR-10b-

5p decreases the viability of the irradiated cells. In the third chapter, it was shown that DICER1 is 

downregulated, at protein level, in PTC. DICER1 overexpression positively regulates thyroid cell 

proliferation, whereas its silencing impairs thyroid cell differentiation. The expression of DICER1 

gene mutation (c.5438A>G; E1813G) negatively affects the microRNA machinery and cell 

proliferation, as well as upregulates endogenous DICER1 protein levels of thyroid cells. In the fourth 

chapter, it was demonstrated that the expression of the hsa-miR-34a and hsa-miR-1249 could predict 

radiation exposure status (sensitivity=73.3%, specificity=75.5%, AUC=77.6%) Our proposed model 

was also able to identify IR-related fusion genes in PTC samples using the expressions of four 

miRNAs (hsa-let-7c, hsa-let-7d, hsa-miR-127 and hsa-miR-377) (sensitivity=88.9%, 

specificity=77.6%, AUC=84.2%) In conclusion, our data suggest that DNA methylation might not be 

the epigenetic mechanism involved in early steps of thyroid carcinogenesis in our study model. The IR 

exposure deregulates microRNA expression, affecting the DSB repair efficiency of irradiated thyroid 

cells, and our data suggests that miR-10b-5p overexpression may be an innovative approach for 

anaplastic thyroid cancer therapy by increasing cancer cell radiosensitivity. DICER1 protein levels are 

downregulated in PTC and affect thyroid proliferation and differentiation, while DICER1 gene 

mutation (c.5438A>G; E1813G) compromises the DICER1 wild-type-mediated microRNA processing 

and cell proliferation. Besides, miRNA-based model might help screening PTC patients with radiation 

history background. 
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1 INTRODUÇÃO  

1.1 CÂNCER 

O câncer foi responsável por 9,6 milhões de mortes no mundo em 2018, sendo que 70% 

destas ocorreram em países em desenvolvimento (WHO, 2018). É bastante comum nesses países 

a apresentação da doença em estágios avançados devido ao diagnóstico e tratamento 

inacessíveis, o que contribuem para esse cenário preocupante (WHO, 2018). A Organização 

Mundial de Saúde estima que o número anual de óbitos por câncer aumente em 50% até 2030 no 

mundo (WHO, 2018). O impacto econômico gerado pelo câncer está aumentando, 

correspondendo a 1,16 trilhões no ano de 2010 em todo o mundo (WHO, 2018). No Brasil, as 

estimativas apontam cerca de 640 mil novos casos de câncer, onde os tipos mais prevalentes são 

em homens o de próstata (31,7%) e em mulheres o de mama (29,5%) (INCA, 2017). É 

inquestionável que o câncer seja um problema de saúde pública e, portanto, é fundamental o 

melhor entendimento da biologia dos tumores.    

Apesar dos relatos da doença serem milenares, o termo ―câncer‖ foi originalmente 

empregado por Aristóteles a partir das semelhanças entre os vasos sanguíneos que alimentam a 

massa tumoral e a forma do caranguejo (Mukherjee, 2012). A ideia do câncer como uma doença 

genética surgiu somente no século passado por Boveri & Boveri (1929), quando sugeriram uma 

associação entre cromossomos aberrantes e tumores.  

Atualmente, o modelo que explica o surgimento do câncer é o de evolução clonal, 

baseado no sistema de evolução Darwiniana (Greaves & Maley, 2012). Este modelo preconiza 

que a evolução clonal é um processo dinâmico entre a aquisição de mutações fundadoras e 

alterações epigenéticas por uma única célula (clone) e a pressão seletiva do tecido que se 

encontram, garantindo uma vantagem seletiva para a sua expansão clonal. Esse equilíbrio é 

afetado pelas interações do tecido e inclusive das próprias células tumorais com os fatores 

sistêmicos (hormônios, nutrientes) e células inflamatórias, assim como o ambiente que cerca o 

indivíduo (estilo de vida e exposição aos fatores de risco), contribuindo para a progressão 

tumoral. Cada clone sofre ondas de replicação clonal concomitante ao acúmulo de novas 

mutações e instabilidade cromossômica, gerando populações de subclones. Nesse sentido, as 
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análises mutacionais de célula única revelaram que a trajetória evolutiva dos clones ancestrais é 

complexa e ramificada, indo ao encontro da heterogeneidade genética intra e intertumoral, 

característica comum a diversos tipos de tumores, incluindo o da tireoide, e associada ao 

potencial invasivo, metastático e à resistência terapêutica (Greaves & Maley, 2012).  

 

1.2 O CÂNCER DA TIREOIDE 

A tireoide é a primeira glândula endócrina humana, começando seu desenvolvimento na 

terceira semana de gestação, quando os fatores de diferenciação tireoideos TTF1, PAX8, TTF2, 

HHEX e FOXE1 começam a ser expressos (De Felice & Di Lauro, 2004) e, pesa entre 15-25 g no 

homem adulto. Quanto a sua estrutura, a glândula consiste em dois lobos lateralizados, direito e 

esquerdo, cobertos por músculos esternoioide e esternotireoide e unidos por um istmo do 

parênquima glandular apoiado sobre a traqueia anterior na altura da cartilagem cricoide. Sua 

histologia é caracterizada por milhões de unidades aproximadamente esféricas denominadas 

folículos, ricamente vascularizados por capilares provenientes dos ramos da carótida e veias 

tireoideas. Cada folículo é formado por uma única camada de células foliculares (tireócitos, 

95%), cuja morfologia é regulada pelo hormônio tireotrófico (TSH) hipofisário. O TSH é o 

principal modulador da função tireóidea. Sintetizado e secretado pelos tireotrofos da 

adenohipófise, atua na glândula tireoide via receptor de TSH (TSHR) acoplado à proteína G, 

presente na membrana basolateral do tireócito. Ao ligar ao seu receptor acoplado à proteína Gs, o 

TSH ativa a cascata intracelular com a ativação da adenilato ciclase, que leva ao aumento da 

geração de AMP cíclico que, por sua vez, ativa a proteína quinase A (PKA). Desse modo, 

desencadeia uma cascata responsável pela fosforilação de proteínas, levando ao aumento da 

biossíntese dos hormônios da tireoide. Por outro lado, quando ligado ao seu receptor acoplado à 

proteína Gq, ativa a via do fosfatidil-inositol e da proteína quinase C. Como resultado, estimula a 

produção hormonal e a proliferação dos tireócitos (Nunes e cols., 2008). O interior do folículo, o 

lúmen, é preenchido pelo coloide mucoproteico, composto em sua grande parte por 

tireoglobulina (Tg), na qual os hormônios tireoideos (HT) tiroxina (T4) e triiodotironina (T3) 

permanecem armazenados até se iniciar o processo de secreção hormonal (Nunes e cols., 2008). 
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As células C (5%), incorporadas ao parênquima tireoidiano, produzem o hormônio calcitonina 

(Nunes e cols., 2008). 

O câncer da tireoide é o tipo de tumor mais comum do sistema endócrino (DeLellis e 

cols., 2004). A sua incidência mundial média é de 8,6 casos a cada 100.000 habitantes 

(GLOBOCAN, 2018). No Brasil, são estimados 1.570 casos novos para o sexo masculino e 

8.040 para o sexo feminino para 2018, ocupando a décima quarta e quinta posição, 

respectivamente, entre os tumores mais incidentes do país (INCA, 2017).  

A maior parte dos carcinomas da tireoide resulta da transformação neoplásica das células 

foliculares (95%) e são classificados pelo padrão histopatológico em carcinomas diferenciados 

da tireoide (CDT) (85-95%), pouco diferenciados (0-7%) e indiferenciados/ anaplásicos (2%) 

(Kondo e cols., 2006). O CDT é subdividido em dois subtipos histológicos: o carcinoma 

papilífero da tireoide (CPT) e o carcinoma folicular da tireoide (CFT) (Kondo e cols., 2006). A 

diferenciação do CDT permite que, de maneira geral, o tumor seja sensível ao TSH, capte iodo e 

produza Tg e, dessa forma, viabiliza as intervenções diagnósticas e terapêuticas com os 

radioisótopos I
123

 e I
131

 (Dohán e cols., 2003). Apesar da maior parte dos CDT ser esporádica, 5-

15% é familial (Nosé, 2011). Já o carcinoma medular da tireoide (CMT), originado das células 

C, representa 3% dos casos dos tumores da tireoide (Kondo e cols., 2006). Além disso, as taxas 

de incidência do câncer da tireoide são próximas às de prevalência, sendo o CPT o mais 

prevalente (60-95%), seguido do CFT (10-20%), CMT (5-10%) e o anaplásico (1-5%) 

(GLOBOCAN, 2018). 

Nas últimas décadas, a taxa de incidência do câncer da tireoide vem crescendo em todo o 

mundo (aproximadamente 1% ao ano), sendo este fenômeno proporcional ao nível de 

desenvolvimento do país (GLOBOCAN, 2018). Um bom exemplo é o avanço da taxa de 

incidência do câncer de tireoide registrada nos Estados Unidos (6%) impulsada pela elevação do 

número de casos de CPT em detrimento da estabilização (CMT e CAT) ou queda (CFT) das 

taxas de incidência dos outros subtipos histológicos (Cramer e cols., 2010). Tal fato poderia ser 

parcialmente explicado pelas melhorias no diagnóstico durante as últimas décadas e pelo 

aumento do uso de exames de imagens, como tomografias computadorizadas, ressonância 

magnética e tomografia por emissão de pósitrons (PET) nos países desenvolvidos, levando à 
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descoberta de nódulos tireoidianos de maneira acidental (Cramer e cols., 2010; Schonfeld e cols., 

2011). Vale ressaltar que o método de base para a detecção destes nódulos (5% malignos) é a 

ecografia, um sistema baseado no ultrassom e mais simples quando comparado às técnicas mais 

complexas de imagem descritas acima, seguido da punção por agulha fina (PAF) para o 

diagnóstico final (Mazzaferri, 1999). Contudo, a explicação para esse aumento ainda é 

controversa. Vários trabalhos mostraram o aumento de aproximadamente 50 % dos 

microcarcinomas da tireoide (< 2 cm) diagnosticados nos Estados unidos entre 1978-2011 

embora em torno de 70% dos mesmos não apresentem qualquer relevância clínica, o que vai ao 

encontro da teoria do excesso de diagnóstico (Pellegreti e cols., 2013). Por outro lado, a elevação 

da incidência dos casos de tumores maiores (> 4 cm) e de todos os estadiamentos clínicos 

(Pellegreti e cols., 2013), quase exclusivamente do subtipo histológico CPT sugerem que outros 

fatores poderiam estar influenciando no aumento da incidência dos tumores da tireoide. 

O câncer da tireoide possui evolução clínica indolente e excelente prognóstico, com 

sobrevida global de 95% para o CPT, de 77% para o CFT e 85% para os CMT em 10 anos. Em 

contrapartida, os carcinomas pouco diferenciados e anaplásicos possuem sobrevida global de 

15% e 2%, respectivamente, em 5 anos. As taxas de mortalidade do câncer da tireoide 

diminuíram na maioria dos países, incluindo o Brasil, provavelmente, devido à melhoria do 

tratamento (GLOBOCAN, 2018).  

O principal fator de risco para o câncer da tireoide é a radiação ionizante (RI) (tópico 

discutido adiante). Contudo, outros fatores parecem impactar no risco do desenvolvimento desse 

tumor: 1) ser do sexo feminino visto que a proporção de casos em mulheres e homens é de 3:1 no 

CDT (de Castro e cols., 2016); 2) o aporte de iodo, uma vez que a deficiência na ingestão de iodo 

foi associada ao maior risco de desenvolvimento dos carcinomas anaplásicos e foliculares 

(Zimmermann & Galetti, 2015); 3) a doença autoimune tireoidite de Hashimoto foi associada ao 

maior risco de desenvolver CPT (Repplinger e cols., 2008); 4) predisposição genética (Nosé, 

2011); 5) obesidade/ índice de massa corporal (Kitahara e cols., 2011).  

As diferenças étnicas e geográficas impactam nas taxas de incidência do câncer de 

tireoide. Mundialmente, as suas maiores taxas de incidência são nas ilhas do Pacífico, 

principalmente na etnia melanesiana de Nova Caledônia (>25 casos por 100.000 habitantes) 

seguido dos filipinos no Havaí (>20 casos por 100.000 habitantes), da Polinésia Francesa (>15 
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casos por 100.000 habitantes) e dos melanesianos de Fiji (>10 casos por 100.000 habitantes) 

(Blots e cols., 1997). Além disso, a incidência do câncer de tireoide é maior nos imigrantes 

chineses, japoneses e filipinos que vivem nos Estados Unidos do que nos seus descendentes e os 

nativos brancos do país (Rossing e cols., 1995), sugerindo que fatores ambientais nos países de 

origem estariam contribuindo para o maior risco de desenvolvimento do câncer de tireoide 

nessas populações. Nesse sentido, alguns estudos atribuem esse fenômeno ao consumo excessivo 

de vegetais crucíferos nas mulheres melanesianas (moderadamente deficiente em iodo) (Truong 

e cols., 2010), à dieta pobre em iodo nos residentes da Polinésia Francesa (Cléro e cols., 2012) e 

à alta frequência de sobrepeso e obesidade nas populações das ilhas do Pacífico (Cléro e cols., 

2010). Nenhuma associação com o risco de desenvolvimento do câncer de tireoide e a exposição 

à radiação foi encontrada nessas populações. 

As principais alterações genéticas envolvidas na transformação neoplásica das células 

foliculares da tireoide estão relacionadas à via de sinalização de MAPK (Kondo e cols., 2006). 

No CPT esporádico, as alterações genéticas mais frequentes são BRAF
V600E

 (29-69%), RET/PTC 

(13-43%), RAS (0-21%) e NTRK1 (5-13%). Por outro lado, os rearranjos RET/PTC (50-90%) são 

os mais frequentes no CPT com histórico prévio de exposição à RI. No CFT, o gene RAS (40-

53%) e o rearranjo PPARγ-PAX8 (25-63%) são predominantes. Já no CAT, as principais 

mutações encontram-se nos genes CTNNB1 (66%) e TP53 (67-88%), seguido de RAS (20-60%) e 

BRAF
V600E

 (10-35%). 

 

1.3 SUBTIPOS HISTOLÓGICOS DO CÂNCER DE TIREOIDE 

1.3.1 CARCINOMA PAPILÍFERO DA TIREOIDE (CPT) 

O CPT, derivado das células foliculares, é o subtipo mais frequente de câncer da tireoide 

(80%) e o seu diagnóstico e a classificação histopatológica são feitas pela morfologia nuclear, 

usando a técnica de H&E: núcleos claros, superposição nuclear, pseudoinclusão nuclear e sulcos 

nucleares embora sejam os aspectos citoplasmáticos e a arquitetura tecidual que contribuam para 

a classificação dos seus subtipos, denominados variantes (clássica, folicular, células altas, 

oncocítica, células claras e difusas, esclerosante e a sólida) (Al-Brahim & Asa, 2006; Lloyd e 

cols., 2011). Dentre as variantes, a clássica é a predominante (65-74%), apresentando estruturas 
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papilares bem definidas (Lloyd e cols., 2011). Por outro lado, a variante sólida é a mais frequente 

em populações expostas à RI (>30%), como observado após o acidente nuclear de Chernobyl 

(Lloyd e cols., 2011). 

O estadiamento do CPT é determinado pelo sistema TNM, onde o T significa o tamanho 

do tumor/ extensão extratireoidiana, N e M, a presença/ausência de metástase em linfonodos 

regionais e à distância, respectivamente (Tuttle e cols., 2017, TNM 8ª edição). Nesse sentido, 

alguns fatores impactam no prognóstico dos pacientes portadores do CPT: sexo masculino, idade 

avançada (> 65 anos), tamanho do tumor (> 2 cm), multicentricidade, extensão extratireoidiana, 

presença de células altas, extensão linfonodal, invasão vascular e não responsividade à 

radioiodoterapia (RAI) (Passler e cols., 2004; Guo & Wang, 2014; de Castro e cols., 2016; Shi e 

cols., 2016).  

A disseminação para linfonodos locais é frequente nas etapas iniciais da doença (> 50%) 

(LiVolsi, 2011). Em contrapartida, a doença metastática à distância, principalmente pulmão e 

osso, decorrente da disseminação hematogênica, é pouco frequente (5- 7%) (LiVolsi, 2011). 

Mesmo na presença de metástase à distância, a sobrevida global dos pacientes com CPT é 

razoável, 65% e 45 % em 5 e 10 anos, respectivamente, especialmente quando responsivos à RAI 

(Sugitani e cols., 2008). 

O tratamento do CPT é cirúrgico (tireoidectomia parcial ou total), seguido ou não da 

ablação com I
131

 dos remanescentes tireoidianos e/ou terapêutica adjuvante com o uso de 

levotiroxina (LT4) em dose supressiva para o TSH (Mazzaferri, 1999). 

 

1.3.2 CARCINOMA FOLICULAR DA TIREOIDE (CFT) 

O CFT, também oriundo das células foliculares, é o segundo subtipo mais frequente de 

câncer da tireoide (6,5 – 9,7 %) e os seus principais achados histológicos são a diferenciação 

(folículos contendo coloide), as invasões vasculares e a exclusão das atipias nucleares 

características do CPT (Sobrinho-Simões e cols., 2011). Dessa forma, o CFT apresenta três 

subtipos histológicos, baseado no encapsulamento e invasividade vascular: o minimamente 
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invasivo (encapsulado e pouca invasão vascular), o angioinvansivo encapsulado (invasivo) e o 

amplamente invasivo (parcialmente ou não encapsulado com ampla penetração vascular) 

(Sobrinho-Simões e cols., 2011). O maior desafio é o diagnóstico diferencial entre a variante 

folicular do CPT, o CFT e o adenoma folicular (Sobrinho-Simões e cols., 2011), apontando a 

necessidade da busca por biomarcadores moleculares.   

A deficiência de iodo é um importante fator de risco para o desenvolvimento do CFT 

(Zimmermann & Galetti, 2015). Essa informação se baseia em estudos epidemiológicos onde foi 

observada uma associação entre a diminuição dos casos de CFT e a reposição de iodo na dieta 

nas áreas endêmicas para o bócio (Zimmermann & Galetti, 2015). Estes dados foram 

confirmados a partir de estudos em animais que mostraram a carência de iodo atuando na 

promoção dos tumores da tireoide (Zimmermann & Galetti, 2015). Os possíveis mecanismos de 

ação propostos seriam: 1) pela estimulação crônica da produção de TSH, levando ao aumento da 

proliferação celular e, logo, à hiperplasia e à aneuploidia; 2) pelo estresse oxidativo induzido 

pela deficiência de iodo, resultando em danos ao DNA e mutações. 

 Assim como o CPT, o estadiamento do CFT também é determinado pelo sistema TNM 

(Tuttle e cols., 2017, TNM 8ª edição) e apresentam, de maneira geral, os mesmos fatores que 

influenciam no prognóstico dos pacientes (Passler e cols., 2004; Sobrinho-Simões e cols., 2011). 

Além disso, a invasividade (o CFT minimamente invasivo exibe melhor prognóstico do que o 

amplamente invasivo) e a diferenciação (a variante oncocítica e CFT com estrutura 

insular/trabecular exibem pior resposta à RAI) parecem impactar no prognóstico dos pacientes 

(Sobrinho-Simões e cols., 2011). Ao contrário do observado no CPT, a disseminação para 

linfonodos locais não é comum (cerca de 10%) e as metástases à distância, predominante pulmão 

e ossos, são mais frequentes (19%) (Ruegemer e cols., 1988). 

 O tratamento do CFT também é o cirúrgico, tireoidectomia parcial ou total, seguido da 

ablação com I
131

 dos remanescentes tireoidianos e/ou terapêutica adjuvante com o uso de 

levotiroxina (LT4) em dose supressiva para o TSH (Mazzaferri, 1999). A tireoidectomia total e a 

dissecção dos linfonodos do compartimento central são recomendadas para as variantes com 

piores prognósticos, a oncocítica e a insular/trabecular (Schmidbauer e cols., 2017). 
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1.3.3 CARCINOMA ANAPLÁSICO DA TIREOIDE (CAT) 

 O CAT é raro (< 2%) e altamente agressivo. Histologicamente, exibe um fenótipo 

indiferenciado, com células gigantes, inúmeras figuras mitóticas, mitoses atípicas, necrose 

extensiva e abundante infiltrado inflamatório. A maior parte dos pacientes portadores do CAT é 

maior de 60 anos e possuem longo histórico de bócio. A mediana de sobrevida é de 5 meses e 

apenas 20% dos pacientes permanecem vivos após o primeiro ano do diagnóstico. Devido à sua 

agressividade, o CAT é considerado estágio IV pelo Comitê Americano Misto para o Câncer 

(Keutgen e cols., 2015). Os fatores que influenciam no pior prognóstico dos pacientes são a 

idade avançada (≥ 70 anos), leucocitose, tamanho do tumor (> 5 cm), estadiamento (IVa vs. IVb) 

e metástase à distância (Sugitani e cols., 2012). 

A invasão de tecidos adjacentes (90%), linfonodos cervicais (43%) e metástases à 

distância (20-50%), principalmente pulmão, osso e cérebro, são comuns nas etapas iniciais da 

doença (O'Neill & Shaha, 2013). Dessa forma, o tratamento do CAT deve ser rápido e 

multimodal: radioterapia neoadjuvante pré-operativa combinada com a ressecção cirúrgica 

completa, seguido de quimioterapia (uso dos radiossensibilizadores cisplatina, doxorrubicina e 

paclitaxel) e radioterapia adjuvantes, ressaltando que a preservação das vias aéreas deve ser 

sempre a prioridade (Keutgen e cols., 2015). Contudo, como o CAT é refratário a todas as 

terapias, incluindo a radioterapia (Sugitani e cols., 2012), nenhuma abordagem terapêutica ainda 

foi capaz de melhorar efetivamente a sobrevida e a qualidade de vida dos pacientes, revelando a 

necessidade da busca por novos alvos moleculares.  

 

1.4 OS MODELOS DE PROGRESSÃO TUMORAL DA TIREOIDE 

As principais mutações fundadoras do câncer de tireoide pertencem à via de sinalização 

MAPK (74,8 %) e são mutuamente exclusivas (Cancer Genome Atlas Research Network, 2014) 

(Figura 1). A mutação BRAF
V600E

 ocorre no aminoácido da posição 600 codificada pelo proto-

oncogene B-RAF - substituição do aminoácido valina (V) pelo ácido glutâmico (E) – levando à 

ativação constitutiva da via de MAPK, independente da regulação por RAS e insensível a sinais 

antiproliferativos. A presença dessa mutação exerce um efeito pleiotrópico nas células tumorais, 
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como a proliferação (Hanly e cols., 2014), a perda de diferenciação e a transição epitélio-

mesenquimal (Watanabe e cols., 2007; Durante e cols., 2007). O gene RAS codifica uma proteína 

que atua como um transdutor de sinais entre as tirosino-quinases e os receptores acoplados à 

proteína G e os seus efetores das vias de MAPK e PI3K-Akt. A sua atividade é regulada por 

GTP, de tal forma que é ativado quando ligado ao GTP e inativado quando ligado ao GDP 

(Nikiforov & Nikiforova, 2011). Mutações pontuais nos códons 12 e 13 (aumento de afinidade 

por GTP) ou a inibição da atividade autocatalítica do GTP (códon 61) acarretam em sua ativação 

aberrante (Suárez e cols., 1988). Os rearranjos RET/PTC serão discutindo no próximo tópico. O 

proto-oncogene NTRK1 (receptor tirosino-quinase neutrófico) codifica um receptor 

transmembranar tirosino-quinase e é expresso estritamente em células da crista neural em 

condições normais, exercendo um papel crítico na sobrevivência celular.  O rearranjo ETV6-

NTRK3 têm ação análoga a dos RET/PTC, disparando cascatas de sinalização envolvendo os 

efetores das vias de MAPK e PI3K-Akt (Kondo e cols., 2006).  

 

Figura 1 As principais vias de sinalização alteradas no câncer de tireoide. As alterações 

genéticas, mutuamente exclusivas, na via de MAPK (BRAF
V600E

, RAS, RET/PTC) levam à 



10 
 
 

ativação constitutiva das vias de MAPK e PI3K-Akt e, consequentemente, à expressão gênica 

alterada. Particularmente, as mutações BRAF
V600E

 e em RAS são frequentes em tumores bem 

diferenciados da tireoide (destacados com a estrela vermelha). A exposição à radiação ionizante 

(raio amarelo) induz a formação de rearranjos cromossômicos (RET/PTC, AKAP9-BRAF e 

ETV6-NTRK3) que, por sua vez, ativam as vias descritas anteriormente. Os efeitos promovidos 

por esses oncogenes nos tireócitos são o aumento da proliferação e sobrevivência celular, assim 

como maior capacidade invasiva e menor diferenciação celular. RET/PTC= rearranjo entre a 

sequência de DNA que codifica o receptor tirosino-quinase RET e a região promotora de genes 

heterólogos; ETV6-NTRK3= fusão gênica entre o domínio hélice-volta-hélice de ETV6 e o 

domínio tirosino-quinase de NTRK3; AKP9-BRAF= fusão gênica entre os éxons 1-8 de AKAP9 e 

os éxons 9-18 de BRAF que codificam o domínio serina/ treonina quinase. (Baseado em Kondo e 

cols., 2006; Agrawal e cols., 2014). 

 

O modelo mais aceito para explicar a carcinogênese da tireoide é o de evolução clonal 

(Kondo e cols., 2006; Parameswaran e cols., 2010; Cancer Genome Atlas Research Network, 

2014; Costa e cols., 2015) (Figura 2). Primeiramente, as células foliculares adquirem mutações 

mutuamente exclusivas em proto-oncogenes que ativam a cascata de sinalização de MAPK 

(BRAF, RAS, RET, NTRK1), o que garante uma vantagem seletiva para a proliferação destas 

células (clones) e, acarreta na formação de adenomas foliculares e carcinomas. A exposição aos 

fatores de risco (RI, por exemplo) também está diretamente associada ao aparecimento das 

mutações fundadoras e à instabilidade cromossômica. Em seguida, a ativação da via de MAPK 

promove à aquisição de novas alterações genéticas como o rearranjo PPARγ (receptor ativados 

por proliferador de peroxissoma)-PAX8 presente no CFT bem como a inibição de p27 e a 

superexpressão da ciclina D1 no CPT, contribuindo para a progressão tumoral. A aquisição de 

mutações nos genes CTNNB1 (acúmulo de β-catenina no núcleo) e TP53 (inativação) estão 

relacionadas à desdiferenciação dos CDT pré-existentes em CAT. No caso dos adenomas 

benignos, a presença de mutações nos genes TSHR e GNAS (codifica a subunidade estimulatória 

S acoplada à proteína G) induz o estímulo mitogênico nas células foliculares pela via do AMP 

cíclico- PKA e, leva à formação dos nódulos hiperfuncionantes (95% benignos).  
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Outra teoria que tem ganhado força na última década é a da carcinogênese pelas células 

progenitoras tireoidianas (Takano & Amino, 2005; Takano, 2014) (Figura 2). A principal 

diferença dessa teoria seria o fato de que o processo de transformação neoplásica não seria 

sequencial e sim direto pela aquisição de mutações fundadoras pelas células progenitoras 

presentes na tireoide, que diferem entre si pelo grau de diferenciação: progenitora indiferenciada 

(células tronco) que daria origem ao CAT; 2) tireoblastos (expressa Tg) ao CDT; 3) pró-

tireócitos (não produzem HT) ao adenoma folicular. Essa teoria baseia-se no comportamento dos 

carcinomas da tireoide e as características das células progenitoras da qual seriam originados. O 

CDT progride lentamente e a disseminação linfática e à distância são frequentes, o que é 

compatível com a baixa proliferação e alta capacidade migratória dos tireoblastos. Em 

contrapartida, o CAT apresenta alta taxa de crescimento, o que vai ao encontro da capacidade 

ilimitada de crescimento das células tronco. 

 

Figura 2 Modelos de progressão tumoral da tireoide. A) Modelo de evolução clonal. Os 

tireócitos adquirem mutações mutuamente exclusivas em genes da via de MAPK (BRAF, RAS, 
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RET/PTC, NTRK1) que levam ao aparecimento de adenomas ou o CPT. Alterações genéticas 

adicionais como PPARγ (receptor ativados por proliferador de peroxissoma)-PAX8 acarretam na 

formação do CFT enquanto a superexpressão de ciclina D1 e inibição de p27 contribuem para a 

progressão do CPT. A aquisição de mutações nos genes TP53 e CTNNB1 (codifica β-catenina) 

contribuem para a progressão dos CDT em CAT. Por ouro lado, mutações nos genes TSHR 

(cofica o receptor de TSH) e GNAS (codifica a subunidade estimulatória S da proteína G) levam 

ao desenvolvimento de adenomas hiperfuncionantes (benignos). B) Modelo de carcinogênese 

fetal da tireoide. As células progenitoras da tireoide (células tronco, tireoblasto e pró-tireócito) 

adquirem as mutações fundadoras descritas acima, o que levaria ao desenvolvimento de 

carcinomas e adenomas. CPT = carcinoma papilífero da tireoide; CFT= carcinoma folicular da 

tireoide; CMT= carcinoma medular da tireoide; CAT= carcinoma anaplásico da tireoide; CDT= 

carcinoma diferenciado da tireoide. (Baseado em Kondo e cols., 2006; Takano, 2014). 

 

1.5 RADIAÇÃO IONIZANTE E CARCINOMA PAPILÍFERO DA TIREOIDE 

A radiação ionizante (RI) é o fator de risco mais bem estabelecido para o 

desenvolvimento do CPT (Ron e cols., 1995). As maiores evidências advém dos estudos 

epidemiológicos usando populações expostas à RI (Ron e cols., 1995): os sobreviventes dos 

acidentes nucleares de Hiroshima e Nagasaki em 1945, os moradores do arquipélago próximo à 

área dos testes nucleares nas ilhas Marshall entre 1946-1958 (Land e cols., 2010), as coortes de 

pacientes portadores de tumores pediátricos e cervicais, os tratados por radioterapia para tinea 

capitis e, sobretudo, as crianças e adolescentes que viveram na região de Belarus e Ucrânia após 

a acidente nuclear de Chernobyl em 1986 (Pacini e cols., 1997; Cardis e cols., 2006). A partir 

dos dados destes estudos, foi possível estabelecer uma relação linear entre a dose de exposição à 

RI e o risco relativo do desenvolvimento do CPT (7,7 x/ Gy). 

Os mecanismos de ação da RI podem ser diretos (60-70%) ou indiretos (30-40%) (Okuno 

& Yoshimura, 2010). Quando diretos, a RI interage diretamente com as moléculas do corpo, 

como o DNA. Quando indiretos, a RI promove a quebra das moléculas de água (radiólise da 

água) que compõem o corpo, gerando radicais livres e, estes, por sua vez, interagem com o DNA 
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causando danos. Dessa forma, os efeitos carcinogênicos associados à RI podem ser atribuídos 

aos danos provocados no DNA: danos de bases (3,000/ Gy), quebras de fita simples do DNA 

(1,000/ Gy) e, principalmente, as quebras da fita dupla do DNA (DSB) (40/ Gy) (Ward e cols., 

1994; Sarasin e cols., 1999), predispondo ao aparecimento de mutações, deleções e rearranjos 

cromossômicos em células eucarióticas (Little, 2000). O acúmulo das DSB está particularmente 

associado à formação do rearranjo cromossômico RET/PTC, alteração genética fundadora do 

CPT (Kondo e cols., 2006). O rearranjo cromossômico RET/PTC, produto da fusão entre a 

sequência que codifica o receptor tirosino-quinase e um gene heterólogo, foi originalmente 

extraído das amostras de DNA do CPT e tem atividade oncogênica (Fusco e cols., 1987). Vale 

ressaltar que embora não seja expresso nos tireócitos normais, o gene RET selvagem é expresso 

nas células parafoliculares C, derivadas da crista neural (Fusco & Santoro, 2007). 

Para corrigir as DSB e manter a estabilidade genômica, ocorre a ativação coordenada de 

sensores e transdutores de sinais nos sítios lesados (Figura 3). Destes, a serina/ treonina quinase 

mutada na ataxia-telangiectasia (ATM) é primariamente ativada pela sua associação ao 

complexo multimérico MRN (MRE11, RAD50 e NBS1) e BRCA1/2, no sítio de quebra, o que 

permite seu recrutamento e ativação completa. ATM, por sua vez, fosforila uma série de 

substratos: a variante de histona γH2AX, TP53, 53BP1 e a quinase de checagem Chk2 (Shiloh, 

2003). A proteína ataxia telangiectasia relacionada à Rad3 (ATR), por sua vez, fosforila Chk1. 

Enquanto ATM atua preferencialmente no reparo das DSB, ATR age no reparo dos erros de 

parada da forquilha de replicação e quebras simples do DNA (Yan e cols., 2014). Em conjunto, 

essas proteínas coordenam a parada do ciclo celular, o reparo do DNA, a transcrição gênica, a 

apoptose e a senescência celular. Após o reconhecimento do sítio de lesão, duas vias de reparo 

do dano ao DNA, em resposta à DSB, são preferencialmente ativadas: a de junção terminal de 

cromossomos não homólogos (NHEJ) e a de recombinação homóloga (HR). Enquanto a 

primeira, mais sujeita a erros, fusiona dois terminais livres de um cromossomo quebrado além de 

ser mais ativa na fase G0/G1 do ciclo celular, a segunda utiliza a cromátide-irmã como molde e 

desempenha um papel importante na fase S/G2 (Weterings & Chen, 2007; Bunz, 2008). A falha 

no reparo destas lesões e o acúmulo dos danos resultantes levam à morte celular imediatamente 

após a irradiação ou à inativação celular após algumas divisões celulares (Willers & Held, 2006). 
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Figura 3. Vias de reparo da quebra-dupla do DNA (DSB). Após a exposição à radiação 

ionizante (representado por um raio) ocorre a formação de DSB e, em resposta a estas lesões, 

uma série de sensores e transdutores de sinais são ativados pelas vias de reparo por 

recombinação homóloga (HR) e junção terminal de cromossomos não homólogos (NHEJ). As 

modificações na lisina 36 da histona H3 (H3K36) podem contribuir para o direcionamento do 

tipo de reparo do DNA. Posteriormente, as quinases DNA-PK e ATM são primariamente 

ativadas próximo ao sitio lesado e, fosforilam diversos substratos como γH2AX, 53BP1 e 

BRCA1/2. ATM pode interagir com a DNA-PK, levando à fosforilação e ativação de ambas as 

quinases e, como resultado, à competição pelos mesmos substratos como a γH2AX A 

fosforilação da variante de histona H2AX além de flanquear o sítio lesado, também amplifica a 

cascata de sinalização, levando ao recrutamento de remodeladores da cromatina (complexo 

SWI/SNF) e ao reparo do DNA. p= fosforilação; Ub= ubiquitinação. (Baseado em Bartkova e 

cols., 2005; Pai e cols., 2014). 

 

Os CPT esporádicos e os relacionados à radiação possuem perfis moleculares distintos 

(Port e cols., 2007). Os CPT relacionados à radiação possuem maior frequência de RET/PTC1 

(RET_CCDC6) e RET/PTC3 (RET_NCOA4) como descrito nos tumores de sobreviventes da 
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bomba atômica no Japão (22 %) (Hamatani e cols., 2008), pós-Chernobyl (63,8 %) (Rabes e 

cols., 2000) e tratados com radiação externa para condições benignas e malignas (84 %) 

(Bounacer e cols., 1997). Já nos esporádicos, sem histórico prévio de exposição à RI, a 

frequência destes rearranjos é menor (13-43%) (Bounacer e cols., 1997; Kondo e cols., 2006; 

Tronko e cols., 2010). Além disso, a formação de RET/PTC é induzida diretamente pela RI, de 

maneira dose-dependente (Caudil et al., 2006). Recentemente, a fusão gênica ETV6-NTRK3 foi 

identificada com maior frequência em tumores pós-Chernobyl (14,5 % vs. 2 %) e a sua formação 

foi induzida pela exposição à RI (Leeman-Neill e cols., 2014). Enquanto a mutação BRAF
V600E

 

está presente em 46 % dos CPT esporádicos e apenas 12 % dos relacionados à radiação (Lima e 

cols., 2004), a translocação cromossômica AKAP9-BRAF é frequente em 11 % dos CPT 

relacionados à radiação e 1 % dos esporádicos (Ciampi e cols., 2005), revelando o importante 

papel da ativação da via de MAPK para a carcinogênese da tireoide. Além disso, os CPT 

relacionados à radiação exibem um comportamento mais agressivo (por exemplo, maior 

frequência de extensão extratireoidiana e linfonodal) do que os esporádicos (Pacini e cols., 

1997), o que foi correlacionado ao aumento da expressão das metaloproteínases MMP-1, 9 e 13 

nestes tumores em relação aos esporádicos (Boltze e cols., 2009).  

 Os efeitos da RI foram divididos em agudo e crônico. O primeiro foi definido como o 

fenótipo horas ou dias após uma única dose de exposição, quando é realizada a maior parte dos 

experimentos em células e animais. O último, como as consequências após meses ou anos da 

exposição à RI, abrangendo os estudos epidemiológicos. 

As respostas à RI variam de acordo com o tipo celular, a dose e o tempo. Em baixas 

doses (62 mGy), a radiação X estimula a proliferação das células normais da tireoide enquanto o 

efeito oposto é observado nas células tumorais, positivas para RET/PTC (Abou-El-Ardat e cols., 

2012). Em altas doses (4 Gy), a via canônica de TGFβ é ativada nas células normais e a de TP53 

nas células tumorais (Abou-El-Ardat e cols., 2012). Estes dados foram recapitulados em 

camundongos tratados com I
131

 (Rudqvist e cols., 2015). As radiações gama e X induzem a 

formação preferencial de RET/PTC1 em células tireoideas, usando modelos in vivo e in vitro, de 

maneira tempo dependente (Mizuno e cols., 2000; Caudill e cols., 2005). 
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A exposição crônica às doses baixas (≤100 mSv) e altas (>100 mSv) de RI exercem 

impactos distintos nas células da tireoide (UNSCEAR, 2016). Quando em baixas doses, o 

modelo linear, que assume o risco de câncer proporcional à dose de radiação, falha ao predizer os 

riscos das incidências de câncer devido às flutuações dos resultados observados, limitando as 

análises estatísticas (Suzuki e cols., 2012). Dados obtidos a partir da otimização do modelo linear 

usando o método de Monte Carlo, algoritmo computacional baseado na probabilidade 

matemática que calcula as doses efetivas de RI a partir de suas interações pelo efeito Compton 

no corpo humano, indicaram que a exposição à dose efetiva de 1,48 mSV poderia já 

potencializar os riscos de câncer da tireoide (Seo e cols., 2015).  Dessa forma, vários estudos 

correlacionaram o número de tomografias e a dose de radiação com o maior risco do 

desenvolvimento do câncer da tireoide em crianças e adolescentes (Schonfeld e cols., 2011; Su e 

cols., 2014; Boice e cols., 2015), apontando o problema mundial do aumento da exposição à 

radiação médica (0,62 mSv/ ano) e sua influência em órgãos radiossensíveis como a tireoide. 

Recentemente, os primeiros dados sobre o desastre nuclear ocorrido em Fukushima em 2011 

foram publicados e não foi observada qualquer associação entre a dose de exposição à radiação e 

o risco do desenvolvimento dos tumores da tireoide (Yamashita e cols., 2018). A principal 

diferença da população afetada em Fukushima e a de Chernobyl em 1986 são: 1) baixa dose 

efetiva de radiação na tireoide (< 20 mSV); 2) a faixa etária dos indivíduos na época do acidente 

nuclear que, posteriormente foram diagnosticados com câncer de tireoide, é maior (10-15 anos), 

não havendo registros de tumores na faixa de 0-5 anos na época do acidente, quando há maior 

susceptibilidade do desenvolvimento de tumores da tireoide induzidos pela radiação; 3) os 

tumores são menores (14 mm vs. 40 mm) e as metástases à distância são menos frequentes (2 % 

vs. 19%); 4) enquanto as alterações genéticas mais frequentes nos tumores de Chernobyl são os 

rearranjos cromossômicos, os de Fukushima são as mutações de bases simples (Yamashita e 

cols., 2018). 

Enquanto as alterações genéticas foram bem caracterizadas nos CPT esporádicos e nos 

relacionados à RI, as alterações epigenéticas ainda carecem de mais estudos. Inúmeros relatos 

vêm indicando a participação de tais alterações em todas as etapas da carcinogênese da tireoide, 

bem como na resposta terapêutica, o que será discutido detalhadamente nos próximos tópicos. 
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1.6 EPIGENÉTICA  

O termo ―epigenética‖ é uma evolução da palavra ―epigênese‖, cunhado pelo médico e 

fisiologista William Harvey (1650) para descrever o conceito do desenvolvimento como um 

processo de aumento gradual da complexidade a partir do material genético homogêneo, o 

zigoto. Posteriormente, esse termo foi introduzido na biologia moderna pelo embriologista e 

geneticista britânico Conrad Hal Waddington (1940) para descrever o processo de 

desenvolvimento (Holliday, 2006). Atualmente, este mesmo termo se refere a modificações 

herdáveis que resultam em alterações de expressão gênica sem modificar a sequência de bases do 

DNA. Os mecanismos epigenéticos descritos são a metilação do DNA, as modificações de 

histonas e os RNAs não codificantes, como os microRNAs (Holliday, 2006). Estes mecanismos 

desempenham papéis cruciais na biologia celular e, portanto, sua desregulação pode levar ao 

aparecimento de doenças, como o câncer. 

 

1.6.1 METILAÇÃO DO DNA 

Desde a última década, um conjunto de trabalhos vem mostrando que o câncer é uma 

doença que surge não só de alterações na sequencia de bases do DNA, mas também de alterações 

epigenéticas (Feinberg &Tycko, 2004; Baylin & Ohm, 2006; Baylin & Jones, 2011). Dentre 

estas alterações, a mais estudada é a metilação dos resíduos de citosina posicionadas 5’ em 

relação às guaninas no DNA, chamadas dinucleotídeos CpG, reação catalisada pelas DNA 

metiltransferases (DNMTs) (Adams e cols., 1979; Herceg, 2007). A DNMT1 é a metiltransferase 

de manutenção responsável pela preservação do perfil de metilação durante a divisão celular 

enquanto as DNMT3a/b realizam a metilação de novo do DNA (Denis e cols., 2011).  

Os sítios CpG não estão distribuídos de maneira homogênea no genoma, localizando-se 

principalmente nas sequências repetitivas LINEs (Long Interspersed Nuclear Elements) e SINEs 

(short interspersed nuclear elements), bem como nas regiões promotoras de aproximadamente 

50% dos genes (Lopez e cols., 2009; Bird, 2000). Em células normais, os sítios CpG das regiões 

repetitivas estão geralmente metilados, enquanto os das ilhotas CpG encontram-se normalmente 
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desmetilados, com exceção daquelas ilhotas dos genes imprintados e genes localizados no 

cromossomo X inativo (Lopez e cols., 2009).  

Por outro lado, o genoma de células tumorais apresenta, simultaneamente, um padrão de 

hipometilação global e hipermetilação de regiões promotoras específicas. Particularmente, essas 

modificações ocorrem com maior frequência nos estágios iniciais da doença (Feinberg &Tycko, 

2004; Baylin & Ohm, 2006; Baylin & Jones, 2011; Lima e cols., 2011). O mesmo fenômeno foi 

observado após a exposição à RI (Weidman e cols., 2007; Antwih e cols., 2013). A 

hipometilação global, promovida indiretamente pela RI, foi associada à ativação de elementos de 

transposição, elevada quebra cromossômica, aneuploidia e maior taxa mutacional, gerando 

instabilidade genômica, característica comum a diversos tipos de tumores, incluindo o CPT (Ellis 

e cols., 2014).  

A metilação do DNA está, geralmente, associada à cromatina inativa e, na maioria dos 

casos, à repressão gênica, afetando a expressão de genes importantes para a homeostase celular, 

como os supressores de tumor (Weber & Schuebeler, 2007; Denis e cols., 2011). A 

hipermetilação induz o silenciamento da expressão gênica por dois mecanismos: 1) o bloqueio da 

ligação dos fatores de transcrição pelos grupamentos metil, o que impede o acesso da RNA 

polimerase ao gene (Molloy & Watt, 1990); 2) proteínas que possuem domínio de ligação aos 

sítios CpG metilados (MDSB) e histonas desacetilases competem com os fatores de transcrição 

pelos seus sítios de ligação ao DNA, tornando a cromatina menos acessível (Nan, e cols., 1998). 

No contexto do câncer da tireoide, a hipermetilação das regiões promotoras dos genes 

supressores tumorais RASSF1A (inibidor da via de MAPK) e PTEN, bem como os de reparo do 

DNA ATM e MLH1 estão diretamente associados à menor expressão dos mesmos e ao pior 

prognóstico dos pacientes (Xing e cols., 2004; Smith e cols., 2007; Guan e cols., 2008; Xing, 

2010). A caracterização molecular do CPT revelou a metilação aberrante da região promotora de 

alguns genes envolvidos no reparo do DNA (Cancer Genome Atlas Research Network, 2014) e, 

portanto, a hipermetilação da região promotora poderia ser um mecanismo plausível para a perda 

de expressão e atividade dos genes de reparo nas etapas precoces da carcinogênese, contribuindo 

para a menor eficiência do reparo e o acúmulo de lesões, o que poderia diretamente e/ ou 

indiretamente induzir a carcinogênese tireoidea.  
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1.6.2 MODIFICAÇÃO DE HISTONAS 

 As histonas são proteínas responsáveis pela organização do DNA, empacotando-o em 

estruturas octoméricas denominadas nucleossomos. De maneira geral, as histonas regulam 

negativamente a transcrição gênica por obstrução física, impedindo a ligação dos fatores de 

transcrição e, portanto, tornando a cromatina menos acessível. As caudas das histonas, 

localizadas na sua região amino terminal, são passíveis de modificações pós-traducionais que 

interferem na sua afinidade pelo DNA e, assim, impactam diretamente na compactação e 

acessibilidade da cromatina. As principais modificações são acetilação, metilação, fosforilação, 

ubiquitinação, sumoilação, ribosilação e desaminação (Lawrence e cols., 2016). Os exemplos 

clássicos de regulação da expressão gênica por essas modificações são a acetilação da lisina 16 

da histona H4 afrouxando a cromatina e, dessa forma, estimulando a transcrição gênica in vitro e 

in vivo (Akhtar & Becker, 2000), enquanto a di ou trimetilação da lisina 20 da histona H4 exerce 

o efeito oposto (Lu e cols., 2008). Além da cauda, a região central das histonas, especificamente 

a região lateral externa com contato direto com o DNA, também sofre modificações. Estas 

modificações também impactam de maneira distinta na expressão gênica (Lawrence e cols., 

2016).   

 As alterações na atividade das histonas desacetilases (HDAC) vêm sendo descritas em 

células neoplásicas e o efeito antitumoral dos inibidores de HDAC foi reportado em diversos 

tipos de tumor, incluindo o de tireoide (Allis & Jenuwein, 2016). Nesse sentido, foi demonstrado 

que o tratamento com os inibidores de HDAC e os de proteassomo induzem sinergicamente a 

apoptose nas linhagens celulares oriundas do CAT (Borbone e cols., 2010). Além disso, o 

domínio EZH2 do complexo Polycomb, que possui a atividade metiltransferase para as lisinas de 

histonas, está superexpressa no CAT e promove o silenciamento da expressão gênica de PAX8 e, 

logo, a desdiferenciação celular (Borbone e cols., 2011). 

 

1.6.3 MICRORNA (MIRNA OU MIR) 

Os miRNAs são pequenas sequências endógenas de RNAs não-codificantes de fita 

simples (20-23 nucleotídeos), envolvidos na regulação da expressão gênica, que são expressos, 
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de maneira tecido-específica, ao longo do desenvolvimento. Como ilustrada na figura 4, a sua 

biogênese é iniciada pela transcrição do miRNA primário (pri-miRNA) - que possui o formato de 

grampo e rico em estruturas secundárias, capeamento 5’ e cauda poliA 3’-  pela RNA polimerase 

II. O pri-miRNA, por sua vez, é metilado pela metiltransferase-like 3, auxiliando no seu 

reconhecimento e clivagem pela ação da endonuclease DROSHA, gerando o precursor de 

miRNA (pre-miRNA). O pre-miRNA é exportado do núcleo para o citoplasma pela proteína 

Exportina-5 e, posteriormente, processado pela RNase III DICER1 e membros da família 

Argonauta e TRBP, como descrito acima. Particularmente, o gene que codifica DICER1 humana 

está localizado no cromossomo 14q32.13 e contém 27 éxons que codificam uma proteína de 220 

kDa. Estruturalmente, possui os domínios: N-terminal com atividade DExD/H box helicase, PAZ 

(Piwi-Argonaute-Zwille), DUF283, RNase IIIa e IIIb, bem como o domínio de ligação a dsRNA 

(dsRBD) (Foulkes e cols., 2014). DICER1 desempenha um papel central na biogênese dos 

miRNAs. Canonicamente, o domínio PAZ auxiliado pelo domínio dsRBD reconhece o pre-

miRNA (50-70 nucleotídeos) que, por sua vez, é clivado em miRNA maduro pela ação catalítica 

dos dois domínios RNase III. Após o processamento, DICER1 catalisa o carregamento do duplex 

de miRNA maduro à proteína Argonauta II (AGO2) do complexo RISC (complexo de indução 

de silenciamento de RNA). Posteriormente, a fita de menor estabilidade termodinâmica é 

degradada pela ação de AGO2 e a outra (fita guia) é incorporada ao complexo RISC que, 

direciona o complexo ao RNAm alvo. Ao se ligarem em seus elementos responsivos nas regiões 

não-traduzidas (UTR) 3´e 5´ e, na região codificante de transcritos-alvos, o silenciamento da 

expressão gênica dá-se pela degradação do RNAm (pareamento perfeito entre as sequências por 

complementaridade Watson-Crick) e/ ou repressão de sua tradução em proteína (Ambros & 

Chen, 2007; Kurzynska-Kokorniak e cols., 2015; Peng & Croce, 2016). De fato, análises in silico 

demonstraram que pelo menos 50 % do RNAm de humanos podem ser regulados por miRNA 

(Friedman e cols., 2009).  
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Figura 4. Biogênese dos miRNAs. Os miRNAs primários (pri-miRNA) são transcritos pela 

RNA polymerase II (Pol II) e, posteriormente metilados pela enzima metiltransferase-like 3 

(METTL3) para o seu reconhecimento e clivagem pelo complexo composto pela proteína 

ligante de RNA DGCR8 e a endonuclease DROSHA em uma estrutura de grampo de ~85 

nucleotídeos, chamado de miRNA precursor (pre-miRNA). Em seguida, o pre-miRNA é 

exportado do núcleo para o citoplasma pela Exportina 5, num processo ativo dependente de 

GTP. No citoplasma, o pre-miRNA é processado pela endonuclease DICER num duplex de 

miRNA (uma cópia é a passageira e a outra é a guia) de aproximadamente 22 nucleotídeos. 

Posteriormente, esse duplex é separado e a fita guia de miRNA é ligada ao complexo de 

silenciamento induzido por RNA (RISC), guiando o complexo RISC ao RNAm alvo. A 

inibição da expressão gênica ocorre pela degradação do RNAm ou pela repressão da tradução 

do RNAm (Adaptado de Peng & Croce, 2016). 
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Os miRNAs desempenham um papel crucial no desenvolvimento e na regulação de 

diversos processos fisiológicos como diferenciação, proliferação, reparo do DNA, apoptose, 

sobrevivência, crescimento, senescência e migração celular (Wahid e cols., 2010). Dessa forma, 

o uso de modelos knockout condicional para DICER1 em camundongos revelou a sua 

importância para o desenvolvimento normal de diversos tecidos como cerebelo (Zindy e cols., 

2015), sistema reprodutivo feminino (Hong e cols., 2008), fígado (Chen & Verfaillie, 2014), rins 

(Chu e cols., 2014) e, sobretudo, a tireoide (Frezzetti e cols., 2011; Rodriguez e cols., 2012). No 

contexto da tireoide, os autores mostraram que a perda de DICER1 leva ao hipotireoidismo 

severo, culminando na morte dos animais logo após o nascimento caso não haja a reposição do 

T4. Além disso, com o passar da idade, os animais mutados para DICER1 apresentam claros 

sinais de alterações neoplásicas, como a perda dos marcadores de diferenciação (NIS, TPO, TG, 

PAX8 e FOXE1) e desorganização da estrutura folicular da tireoide.  

A expressão aberrante de DICER1 está associada às diversas patologias, como o câncer. 

Quanto à sua expressão, os dados na literatura variam com o tipo de tumor. A perda de DICER1 

é associada à progressão e ao pior prognóstico dos pacientes portadores de câncer de mama 

(Khoshnaw e cols., 2012), pulmão (Karube e cols., 2005), ovário (Faggad e cols., 2010), cervical 

(Zhao e cols., 2014) e adrenocortical (de Sousa e cols., 2015). Por outro lado, DICER1 é 

superexpressa no câncer de próstata (Ambs e cols., 2008), colorretal (Faber e cols., 2011) e 

laringe (Gao e cols., 2014). No câncer de tireoide, de acordo com Cancer Genome Atlas 

Research Network e cols., (2014), os níveis de expressão de DICER1 estão diminuídos nos CPT 

em comparação ao tecido normal e, esta desregulação foi associada ao pior prognóstico dos 

pacientes (Erler e cols., 2014).  

 Quanto ao perfil mutacional, já foram identificadas mutações germinativas e somáticas 

no gene de DICER1 humana (Foulkes e cols., 2014). Quando germinativas, as mutações resultam 

em proteínas truncadas na proximidade do domínio catalítico RNase III (por exemplo, 

c.3579_3580delCA) e estão associadas à síndrome de DICER (penetrância de 15%), que leva ao 

aumento do risco do desenvolvimento de neoplasias benignas  (bócio multinodular) e malignas 

(exemplo, CPT) (de Kock e cols., 2014). Quando somáticas, as mutações são mais frequentes 

nos éxons 24 e 25, que codificam o domínio RNase IIIb. Essas alterações genéticas ocorrem 
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particularmente no sítio de ligação aos íons metálicos (c.5438A>G, c.5429A>T e c.5429A>G).  

De maneira interessante, essas alterações são do tipo missense e resultam em não transcrição do 

éxon 25 (Foulkes e cols., 2014). Recentemente, o nosso grupo identificou a presença da mutação 

c.5438A>G (E1813G) no gene de DICER1 (1/18) numa análise em amostras de pacientes 

portadores de CPT (Costa e cols., 2015). Além disso, o perfil mutacional das amostras de CPT 

revelou uma correlação positiva entre a presença das mutações E1705Q, D1810H, E1813G e 

E1813Q na região codificante de DICER1 e a sua superexpressão nos casos analisados (Yoo e 

cols., 2016). 

De maneira geral, os miRNAs estão localizados em regiões genômicas associadas ao 

câncer. Análises sistemáticas do genoma e transcriptoma de diferentes linhagens e tecidos 

tumorais revelaram profundas alterações nos genes não codificantes. Em especial, rearranjos 

como amplificação, deleção, inversão e translocação cromossômica (Stratton e cols., 2009; 

Beroukhim e cols., 2010). Ainda mais, os miRNAs estão sujeitos à regulação por oncogenes, 

supressores tumorais e mecanismos epigenéticos (Calin & Croce, 2006). O oncogene HMGA1 

regula negativamente os miR-1, miR-196a-2, miR-101b, miR-331 e miR-29a em fibroblastos 

embrionários de camundongo, ligando-se à região a montante do início do sítio de transcrição 

desses miRNAs (De Martino e cols., 2009). Além disso, STAT3 regula positivamente a 

expressão de miR-21 e miR-181 na linhagem celular normal de mama MCF-10A, contribuindo 

para a transformação neoplásica mediada por IL-6 (Iliopoulos e cols., 2010). A hipometilação de 

let-7a-3 nos casos de adenocarcinoma de pulmão está associada à sua reativação e à progressão 

tumoral (Brueckner e cols., 2007). Já a associação entre a hipermetilação do DNA dos 

supressores de tumor miR-137 e miR-193a e o silenciamento da expressão dos mesmos foi 

descrita durante o processo de carcinogênese oral (Kozaki e cols., 2008).  

 

1.7 MIRNA E TIREOIDE 

A expressão dos miRNAs é fundamental para a diferenciação e proliferação das células 

normais da tireoide (Frezzetti e cols., 2011; Rodriguez e cols., 2012). A tireoide expressa um 

conjunto de miRNAs, importante para a manutenção da diferenciação: por exemplo, os membros 
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da família let-7 que possuem como alvos preditos TTF-1, PAX8 e FOXE1; o cluster miR-15/16 e 

SLC5A5 (NIS), DuOx2 e TTF-1; membros da família do miR-30 e Tg e TTF-1;  miR-33-5p e 

SLC5A5 (NIS), Tg, TSHR e SLC26A4 (pendrina), miR-125b-5p e DuOx1; miR-99-5p e TPO 

(Fuziwara & Kimura, 2017). Nesse sentido, o TSH, hormônio fundamental para a função 

tireoidea, regula negativamente um conjunto de miRNAs, miR-1, miR-28a, miR-290-5p, miR-

296-3p e miR-297a que, por sua vez, possuem como alvo comum o gene CREB1,  um fator de 

transcrição ativado pela via de AMP cíclico e necessário para a proliferação e diferenciação do 

tireócito (Leone e cols., 2011).  

 Os miRNAs são cruciais nas diferentes etapas da tumorigênese. De acordo com a sua 

expressão no tumor, podem atuar como supressores tumorais ou oncogenes (Spizzo e cols., 

2009). Geralmente, quando superexpressos, regulam negativamente os genes supressores 

tumorais. Por outro lado, quando inibidos, contribuem para a superexpressão dos oncogenes. 

Além disso, os miRNAs dirigem as células neoplásicas na aquisição progressiva do fenótipo de 

malignidade (Santarpia e cols., 2010). Na tireoide, a indução do cluster miR-221/222 parece 

estar envolvida nos estágios iniciais da carcinogênese ao aumentar a proliferação celular pela 

diminuição dos níveis proteicos de p27 kip1 e levando ao aumento da transição G1/S do ciclo 

celular (Pallante e cols., 2010). Além disso, estes miRNAs regulam negativamente a expressão 

dos membros da família let-7 em carcinomas diferenciados e não diferenciados da tireoide, 

favorecendo a progressão tumoral pela indução de reguladores do ciclo celular e oncogenes, 

incluindo RAS, HMGA1 e HMGA2, MYC, CCNB1 e CCNE2 (Pallante e cols., 2010; Palante e 

cols., 2014). Embora os miR-221/222/181b/146 não sejam detectados na linhagem de tireócito 

normal (PCCl 3) e no tecido paranodular de pacientes com CPT, os mesmos são expressos em 

altos níveis no mesmo modelo após a transformação com os oncogenes v-ras-Ha, v-ras-Ki, v-raf, 

RET/PTC1 e RET/PTC3 (He e cols., 2005). 

O perfil de expressão de alguns miRNAs está correlacionado com a mutação encontrada 

nos CPT. Nos tumores RET/PTC positivos, miR-187 está superexpresso enquanto nos tumores 

com mutações em BRAFV600E e RAS, é frequente a superexpressão de miR-221/222 

(Nikiforova e cols., 2008). Além disso, a transformação das células normais da tireoide pelo 

oncogene RET/PTC acarreta na redução da expressão dos membros da família let-7, importantes 
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para expressão dos marcadores de diferenciação tireoideos TTF1 e Tg e a proliferação celular e, a 

sua reintrodução em células tumorais de CPT, RET/PTC positivas, reverte esses efeitos (Ricarte-

Filho e cols., 2009). Assim, estes dados indicam que a perda de let-7 é importante para a 

transformação neoplásica induzida por RET/PTC.  

A população dos miRNAs alterados na tireoide consegue diferir as principais neoplasias 

benignas (adenomas) e malignas da tireoide, os carcinomas papilífero, folicular e anaplásico  

(Pallante e cols., 2010). Nesse sentido, os miR-221-/222, miR-181 e miR-146 são superexpressos 

no CPT em relação aos nódulos tireoidianos hiperplásicos (Pallante e cols., 2010, Pallante e 

cols., 2014). Os miRNAs miR-187, mR-221/222, miR-224 e miR-155 estão superexpressos nos 

CFT clássicos e os miR-187, miR-221/222, miR-339, miR-183 e miR-197 nas variantes 

oncocíticas e, sobretudo, não foi observada alteração da expressão destes miRNAs nos nódulos 

hiperplásicos da tireoide (Nikiforova e cols., 2008). Por fim, a regulação negativa da expressão 

dos miR-30d, miR-125b, miR-26a e miR-30a-5p é característica dos CAT (Visone e cols., 2007). 

Dessa forma, o perfil de expressão dos miRNAs parece ser uma valiosa ferramenta no 

diagnóstico de neoplasias tireoideas.  

 A resposta ao estresse induzida nas células irradiadas está intimamente associada à 

expressão diferencial dos miRNAs. A utilização de ferramentas de bioinformática permitiu a 

identificação das vias de sinalização que são alvos dos miRNAs e suas consequências 

fisiopatológicas (Lhakhang & Chaudhry, 2012; Metheetrairut & Slack, 2013). Nesse contexto, os 

membros da família let-7 são desregulados pela RI e regulam negativamente a expressão de RAS 

e, logo, a ativação da via de MAPK, promovendo radiossensibilidade e diminuindo a 

proliferação celular em diversas linhagens celulares, incluindo as da tireoide (Dent e cols., 2003; 

Perdas e cols., 2016). A expressão de miR-34 é rapidamente induzida por TP53 e ATM em 

resposta ao dano do DNA, levando à inibição da proliferação celular e apoptose (Salzman e cols., 

2016). O aumento da expressão de miR-21, promovido pela RI, tem sido demonstrado 

consistentemente em diversos modelos celulares (Metheetrairut & Slack, 2013) e este miRNA 

tem como alvo direto genes da via de apoptose como PTEN e BCL2 (Buscaglia & Li, 2011). 

Além disso, miR-21 promove radiorresistência ao otimizar o reparo do DNA pelas vias NHEJ e 

HR (Hu e cols., 2017).  



26 
 
 

2 JUSTIFICATIVA 

A RI é o principal fator de risco para o desenvolvimento do CPT, atuando nas etapas de 

iniciação e promoção da doença. Apesar dos CPT esporádicos serem na maior parte dos casos 

indolentes, os relacionados à RI apresentam maior agressividade ao diagnóstico com progressão 

rápida, acarretando no pior prognóstico dos pacientes. Enquanto as alterações genéticas são bem 

caracterizadas em tumores da tireoide relacionados à RI, as epigenéticas ainda precisam ser mais 

bem elucidadas. Nesse sentido, já foi demonstrado que as alterações na metilação do DNA e na 

expressão dos miRNAs podem levar à perda de expressão de genes da maquinaria de reparo do 

DNA durante a progressão do CPT. Dessa forma, investigar as alterações epigenéticas induzidas 

pela RI em células da tireoide podem ajudar na melhor compreensão da biologia do tumor, 

principalmente nas etapas inicias da carcinogênese da tireoide, e na identificação de potenciais 

alvos terapêuticos. 
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3 OBJETIVO GERAL 

Investigar alterações epigenéticas induzidas pela radiação X que podem contribuir para o câncer 

de tireoide. 

 

3.1 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

CAPÍTULO I: 

 Caracterizar o papel da radiação X na proliferação, viabilidade e ciclo celular das células 

diferenciadas de tireócito de rato, FRTL-5 CL2 e PCCl 3; 

 Analisar a cinética de reparo das DSB através de alterações de alguns de seus efetores 

(ATM, ATR, γH2AX e 53BP1) nas células FRTL-5 CL2 e PCCl 3 irradiadas; 

 Investigar os níveis globais de metilação do DNA (Line-1) nas células FRTL-5 CL2 e 

PCCl 3 irradiadas; 

 Correlacionar os níveis de metilação da região promotora dos genes de reparo do DNA 

das vias de HR e NHEJ com a expressão gênica por q-RT-PCR nas células FRTL-5 CL2 

irradiadas; 

 Avaliar a expressão dos genes das vias de HR e NHEJ das células FRTL-5 CL2, em 

senescência celular induzida pela exposição crônica à radiação X. 

 

CAPÍTULO II: 

 Estudar o perfil de expressão diferencial dos microRNAs nas células FRTL-5 CL2 

irradiadas; 

 Validar os alvos de miR-199a-3p (LIN28B) e miR-10b-5p (DICER1); 

 Correlacionar a expressão destes microRNAs a dos seus respectivos alvos 

moleculares nas células FRTL-5 CL2 irradiadas; 

 Avaliar os efeitos dos  miR-199a-3p e miR-10b-5p sobre a proliferação, viabilidade e 

reparo do DNA por recombinação homóloga; 
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 Analisar o impacto de miR-10b-5p sobre a radiossensibilidade nas linhagens celulares 

FRTL-5 CL2, FRTL KiKi e 8505c.  

 

CAPÍTULO III: 

 Caracterizar a expressão de DICER1 em amostras de CPT, CAT, tireoide normal e 

linhagens celulares de carcinoma da tireoide (TPC-1, B-CPAP, FRO, 8505c); 

 Avaliar o papel de DICER1 sobre a proliferação, diferenciação e ciclo celular, bem 

como o processamento do microRNAs em linhagens normais da tireoide e de CPT; 

 Identificar o papel da mutação c.5438A>G; E1813G no gene de DICER1 sobre os 

mesmos parâmetros, citados acima. 

 

CAPÍTULO IV: 

 Investigar se os miRNAs regulados pela RI poderiam ser usados como marcadores de 

exposição à radiação em amostras de CPT do banco de dados TCGA;  

 Avaliar se os miRNAs regulados pela RI poderiam identificar os rearranjos 

relacionados à RI; 

 Identificar as vias de sinalização alteradas pelos miRNAs dos modelos propostos. 
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4 RESULTADOS  

 Os resultados desta tese estão dispostos na forma de artigos científicos e dados não 

publicados e foram divididos em quatro capítulos. Os resultados não publicados que compõem os 

capítulos 2 e 3 estão imediatamente após os respectivos artigos. Um resumo sobre cada capítulo, 

escrito em português, encontra-se antes dos trabalhos publicados ou submetidos. 

. 
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4.1 CAPÍTULO I 

A hipometilação de LINE-1 e a baixa expressão de Brca1 estão associadas ao reparo tardio 

do DNA em células normais da tireoide expostas à radiação ionizante 

A radiação ionizante (RI) é o fator de risco mais bem estabelecido para o 

desenvolvimento do carcinoma papilífero da tireoide (CPT), especialmente durante a infância 

(<5 anos de idade), principalmente devido à perda gradual dos genes de reparo do DNA e ao 

acúmulo de mutações. Recentemente, a caracterização molecular das amostras de CPT revelou a 

metilação aberrante dos genes das vias de reparo do DNA e a diminuição da expressão destes 

genes nas amostras analisadas. Dessa forma, o silenciamento gênico por metilação do DNA 

poderia ser um mecanismo plausível para a perda dos genes de reparo em tumores induzidos pela 

RI na tireoide. Nesse capítulo, caracterizou-se a resposta de células normais da tireoide de rato 

(FRTL-5 CL2 e  PCCl 3) à RI, focando nas alterações de metilação global e na região promotora 

dos genes das vias de reparo do DNA ativadas em resposta às quebras de fita dupla (DSB), a 

recombinação homóloga (HR) e a junção terminal de cromossomos não homólogos (NHEJ), bem 

como seus efeitos sobre a expressão gênica. Nossos dados mostraram que embora a exposição à 

RI não tenha comprometido a viabilidade celular, observou-se a diminuição da proliferação e a 

parada das células irradiadas na fase G2/M do ciclo celular. Quanto ao reparo das DSB, as 

linhagens celulares utilizadas nesse estudo exibiram uma cinética de reparo similar à cultura 

primária de tireócitos humanos, demonstrando a robustez do modelo utilizado para o estudo de 

dano ao DNA. A RI induziu a rápida fosforilação na serina 139 da variante de histona H2AX 

(γH2AX) nas células tireoidianas irradiadas, uma das respostas celulares mais precoces à DSB, 

apresentando um pico de indução uma hora após o insulto. Particularmente, as células FRTL-5 

CL2 reparam as DSB mais lentamente do que as PCCl 3. Dentre todos os genes das vias de HR e 

NHEJ analisados, somente Brca1 teve sua expressão reduzida nas células irradiadas e foi 

diferencialmente expresso entre as linhagens celulares. O nível de metilação global basal foi 

menor nas células FRTL-5 CL2 do que nas células nas PCCl 3 e nos tecidos de rato testados 

(tireoide, mama, fígado e rim). A RI não foi capaz de alterar os níveis de metilação global das 

células tireoidianas normais, mesmo após a sincronização das mesmas na fase G0/G1 do ciclo 

celular. A região promotora dos genes das vias de HR e NHEJ apresentaram ausência ou baixos 
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níveis de metilação e não parecem se correlacionar com a expressão gênica. Em seguida, foi 

construído o modelo de exposição crônica à RI, baseado no esquema de radioterapia empregado 

no tratamento de pacientes com tumores pediátricos. Os níveis de metilação global e na região 

promotora dos genes das vias de reparo do DNA não foram alterados no modelo crônico de 

irradiação. Por outro lado, todos os genes destas vias foram induzidos pela RI nas células 

senescentes. Portanto, a alteração da metilação do DNA não parece ser o mecanismo epigenético 

que contribua para etapas iniciais da transformação neoplásica induzida pela RI no nosso 

modelo. Além disso, os nossos dados sugerem que as células FRTL-5 CL2 possuam uma 

maquinaria de reparo das DSB menos eficiente do que as PCCl 3. 

 

 



32 
 
 

 



33 
 
 

 



34 
 
 



35 
 
 



36 
 
 

 



37 
 
 

 



38 
 
 

 



39 
 
 

 



40 
 
 

 



41 
 
 

 



42 
 
 

 



43 
 
 

 



44 
 
 

4.1.1 DADOS SUPLEMENTARES DO ARTIGO 1 

( PENHA ET AL. RADIATION RESEARCH, V. 188, N. 2, P. 144-155, AUG 2017) 

 

 

Fig. S1. Double-strand break repair kinetics of PCCL3. PCCL3 cells X-ray irradiated with 1, 5 

and 10 Gy, and after 1, 3 and 6 h, ƴH2AX and total H2AX immunoblots were performed on 

nonirradiated control and irradiated cells. As a positive DSB damage control, cells were treated 

with 20–500 µM H2O2. Intensity quantification was relative to control (panel C). Beta-actin was 

used a loading control. 
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Fig.S2. Expression of HR and NHEJ genes after 10 Gy X-ray irradiation in a FRTL5 cell line. At 

1–48 h postirradiation (white bars), mRNA levels of DSB DNA repair genes were evaluated. 

Expression levels were relative to paired nonirradiated control (black bars). *P < 0.05. 
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4.2 CAPÍTULO II 

A exposição à radiação ionizante desregula o perfil de expressão dos microRNAs em células 

diferenciadas da tireoide 

A radiação ionizante (RI) é o principal fator de risco para o desenvolvimento do CPT e 

tem sido reportado que a exposição à RI pode alterar a expressão dos microRNAs, pequenos 

RNAs não codificantes importantes para a carcinogênese da tireoide. Portanto, nesse capítulo, foi 

investigado o impacto da RI sobre o perfil de expressão dos microRNAs numa linhagem celular 

de tireoide normal (FRTL-5 CL2), bem como o efeito dos microRNAs sobre a 

radiossensibilidade de células da tireoide, especialmente as oriundas do CAT (8505c), refratário 

a todas as terapias convencionais, incluindo a radioterapia. Para tanto, foi realizado o perfil 

global da expressão dos microRNAs nas células FRTL-5 CL2 irradiadas (dose de 5 Gy de raio-

X) e os dados do sequenciamento foram confirmados por qRT-PCR pela expressão dos rno-miR-

10b-5p, rno-miR-33-5p, rno-miR-128-1-5p, rno-miR-199a-3p, rno-miR-296-5p, rno-miR-328a-

3p e rno-miR-541-5p.  Focou-se nos miR-199a-3p e miR-10b-5p porque foram os únicos 

microRNAs diferencialmente expressos em todos os tempos analisados, já foram descritos 

previamente com papéis importantes para a carcinogênese da tireoide e possuem alvos preditos 

in silico com relevância biológica para tireoide. Os alvos destes microRNAs foram validados por 

qRT-PCR, western blot e ensaio de luciferase. Os efeitos dos miR-199a-3p e miR-10b-5p sobre o 

reparo do DNA foram determinados pela: 1) ativação das quinases mutadas na ataxia-

telangiectasia (ATM e ATR) e a fosforilação da serina 39 da variante de histona H2AX (γH2AX) 

nas células FRTL-5 CL2 irradiadas; 2) atividade da maquinaria de reparo do DNA por 

recombinação homóloga (HR) nas células HeLa. O impacto do miR-10b-5p sobre a 

radiossensibilidade foi analisada pela contagem do número de células e o ensaio de viabilidade 

celular MTT nas linhagem celulares FRTL-5 CL2, FRTL-5 CL2 transformada pelo oncogene vi-

RAS-ki (FRTL KiKi) e 8505c. Nossos dados demonstraram que o miR-10b-5p reprime a 

tradução de DICER1 (redução do níveis proteicos sem afetar o RNAm) ao se ligar na região 3’-

UTR do gene. Por outro lado, o miR-199a-3p diminuiu a estabilidade do RNAm que codifica 

LIN28B (diminuição dos níveis de RNAm e proteína) pela ligação na região 3’-UTR do gene, 

levando à diminuição do oncogene HMGA2 pela indução de Let-7b. A superexpressão de miR-

10b-5p aumentou a proliferação celular enquanto a de miR-199a-3p a atenuou. Ambos os 
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microRNAs regularam negativamente a eficiência do reparo por HR. Os nossos resultados 

sugerem que tal efeito seria devido à menor ativação de ATM e expressão de ATR, o que estaria 

levando ao acúmulo de quebras duplas do DNA. A superexpressão de miR-10b-5p diminuiu a 

viabilidade e proliferação das células FRTL-5 CL2 e 8505c irradiadas. De forma consistente, a 

sua inibição nas células FRTL-5 CL2 transformadas com o oncogene v-ras-Ki (FRTL KiKi), que 

expressam altos níveis basais de miR-10b-5p, levam ao efeito oposto. Em suma, a RI desregula a 

expressão dos microRNAs, afetando a eficiência da maquinaria de reparo das células irradiadas 

da tireoide e, sugere que a superexpressão de miR-10b-5p poderia ser uma abordagem 

terapêutica inovadora para o tratamento do CAT ao promover o aumento da radiossensibilidade 

destas células. 
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4.2.1 DADOS NÃO PUBLICADOS DO CAPÍTULO II 

MATERIAL E MÉTODOS 

CULTURA DE CÉLULAS, IRRADIAÇÃO E TRANSFECÇÃO 

 A linhagem de tireócito normal de rato FRTL-5 CL2 foi cultivada em meio Ham’s F-12 

modificado de Coon (Euroclone, Itália), suplementados com tireotrofina 1 mU/ml, insulina 10 

µg/ml, transferrina 5 µg/ml, hidrocortisona 10 nM, somatostatina 10 ng/ml,  glicil-histidina10 

ng/ml, 5% de soro fetal bovino e antibiótico (Sigma Aldrich, EUA) (Fusco e cols., 1987). A 

linhagem de tireócito de rato FRTL-5 CL2 transformada com o oncogene v-Ras-Ki (FRTL KiKi) 

foi cultivada em meio Ham’s F-12 modificado de Coon (Euroclone, Itália), suplementado com 

10% de soro fetal bovino e antibiótico, sem a presença dos seis hormônios (Fusco e cols., 1987). 

As linhagens humanas de CPT (TPC-1 e BCPAP), as de CAT (FRO e 8505c), a de câncer 

cervical (HeLa) e a embrionária de rim humano (HEK293) foram cultivadas em meio DMEM 

(Life Technologies, EUA), suplementadas com 10% de soro fetal bovino, 1% de glutamina 10 

mM e 1% de penicilina/estreptomicina (Life Technologies, EUA). 

As células confluentes foram expostas a doses únicas de 5 Gy de raio-X (1 Gy/minuto a 

320KV, 12.5mA, 50 cm de distância da fonte; X-RAD 320, Precision X-Ray, EUA) e coletadas 

1, 6, 12, 24 e 48 horas após à exposição para os experimentos subsequentes. Para os 

experimentos de superexpressão transiente, as células foram transfectadas com o controle 

negativo #1 (AM17110), os oligonucleotídeos precursores de miR-10b-5p (PM10133) e de miR-

199a-3p (PM11779) na concentração final de 50 nM, usando o reagente Lipofectamina 2000 

(Life Technologies, EUA), seguindo as recomendações do fabricantes.  

 

qRT-PCR 

O RNA total das linhagens celulares de tireoide foi extraído usando o reagente Trizol 

(Invitrogen, EUA), seguindo as instruções do fabricante. Para avaliar a expressão dos miRNAs, 

foi utilizado 1µg do RNA total, usando miScript reverse transcription Kit (Qiagen, Alemanha). 

Basicamente, os miRNAs maduros são poliadenilados pela enzima polimerase poli(A) e 
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convertidos a cDNA pela ação de uma transcriptase reversa com oligonucleotídeos que 

reconhecem a cauda poli(A). A reação de qRT-PCR foi realizada com miScript System Kits 

(Qiagen, Alemanha), de acordo com as instruções do fabricante, no termociclador CFX96 (Bio-

Rad, EUA), numa placa de 96 poços e volume final de 20 µl. Para cada reação, utilizou-se um o 

miScript Universal Primer (oligonucleotídeo antissenso), o QuantiTect SYBR Green PCR 

Master e um conjunto de oligonucleotídeos específicos para cada miRNA maduro 

(oligonucleotídeo senso) (miScript Primer Sets; Qiagen, Alemanha): miR-10b-5p 

(MS00033194); miR-199a-3p (MS00013195). O pseudogene RNU6 (MS00033740) foi utilizado 

como normalizador dos níveis de RNA. A expressão gênica relativa foi determinada a partir da 

subtração do CT do gene de interesse e do normalizador, calculado usando o método ddCT 

(Schmittgen & Livak, 2008) e, expresso como relativo ao controle. 

 

WESTERN BLOT 

O extrato total proteico foi obtido pela lise das células com o tampão RIPA (Tris-HCl 20 

mM pH 7.5; EDTA 5 mM, NaCl 150 mM, NP40 1% e inibidores de fosfatase e protease) e 

centrifugado a 13000 rpm a 4°C por 10 minutos. As proteínas (50 µg) foram separadas por um 

gel desnaturante de poliacrilamida de 6-10% (SDS-PAGE) e depois transferidas para uma 

membrana Immobilon-P (Millipore, EUA). O bloqueio de ligações não específicas foi feito com 

leite desnatado 5% em Tween 0,1 % por 1 hora e, posteriormente, incubadas com os anticorpos 

primários específicos para γ-tubulin (1:1000; sc-8035, Santa Cruz Biotechnology, EUA), 

vinculina (1:1000; sc-7649, Santa Cruz Biotechnology, EUA), p-ATM (1:1000; Rockland, 

EUA), ATM (1:1000; ab91, Abcam, EUA), ATR (1:2000; Novus Biological, Canadá) e γH2AX 

(1:1000; #05-636, Upstate, EUA). A detecção do sinal foi feita com o ECL (Thermo Scientific, 

EUA).  
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ENSAIO TRANSIENTE DE RECOMBINAÇÃO HOMÓLOGA (HR) 

 Como previamente descrito por Morra e cols. (2015), as células HeLa (2,5 x 10
5
 células)  

foram plaqueadas em placas de 60 cm
2
 e, 24 horas após, cotransfectadas com 50 nM de 

precursores dos miRNAs (pre-miR-10b-5p, pre-miR-199a-3p ou controle/scramble) e o vetor 

DR-GFP sozinho (controle negativo) ou na presença do vetor SceI (codifica uma endonuclease 

que promove a quebra-dupla do DNA), usando o reagente de transfecção Fugene HD (Promega, 

EUA), de acordo com as recomendações do fabricante. O vetor DR-GFP é um plasmídeo 

repórter baseado numa construto desenvolvido por Jasin (1996), contendo duas sequências 

codificantes de GFP mutados, separados pelo gene que codifica o marcador de seleção 

puromicina. O vetor que expressa GFP selvagem foi usado para o controle da eficiência de 

transfecção. Após 48 horas, as células foram coletadas e a porcentagem de células GFP positivas 

em relação ao controle foi avaliada no citometro de fluxo BD Accuri C6 Flow Cytometer 

(Becton Dickinson, EUA). 

 

ENSAIO DE FORMAÇÃO DE COLÔNIAS 

Para o ensaio de formação de colônias, as células 8505c foram transfectadas com o 

precursor de miR-10b-5p ou controle (Scramble) e, após 48 horas, foram tripsinizadas e 

replaqueadas (1 x 10
4
 células/ poço) nas placas de 6 poços. Após 24 horas, as células foram 

irradiadas nas doses de 0, 2, 4, 6, 8 Gy de radiação X. Uma semana após a irradiação, as colônias 

de células foram coradas com cristal violeta 0,01% e as imagens foram capturadas. A 

quantificação relativa do número de colônias formadas foi realizada no programa ImageJ versão 

1.51. 
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RESULTADOS  

Os miR-10b-5p e miR-199a-3p afetam negativamente a eficiência do reparo por recombinação 

homóloga  

Inicialmente, investigamos quais eram as vias de sinalização, alvo dos miRNAs alterados 

pela radiação X, usando o programa mirPath v.3 (Vlachos e cols., 2015). Como esperado, as vias 

de biossíntese de aminoácidos, a de PI3K-Akt e às relacionadas ao câncer compartilham alvos 

desses miRNAs (Tabela 1), que impactam diretamente ou indiretamente na maquinaria de reparo 

do DNA e na resposta à RI. Sobretudo, os miR-10b-5p e miR-199a-3p, os miRNAs mais 

desregulados pela radiação X em todos os tempos analisados, possuem como alvos preditos, 

genes que participam em todas as vias de sinalização citadas acima.  

 

Tabela 1. Vias de sinalização alvo dos miRNAs alterados pela radiação X na linhagem FRTL-5 

CL2 

Vias de sinalização (KEGG) p-value #genes #miRNAs 

Biossíntese de aminoácidos 0.0242 11 2 

Glioma 0.0242 8 2 

Via de sinalização de prolactina 0.0242 7 3 

Carcinogênese viral 0.0242 18 4 

Via de sinalização de PI3K-Akt  0.0253 24 4 

Degradação de lisinas 0.0276 5 2 

Câncer de pulmão  0.0276 7 2 

Metabolismo do ácido 2-Oxocarboxílico 0.0439 3 2 

Melanoma 0.0439 8 2 

Metabolismo do carbono central no câncer 0.0449 7 3 

Processamento de proteínas no retículo endoplasmático 0.0490 13 3 
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Em seguida, analisamos a expressão basal de miR-10b-5p e miR-199a-3p nas linhagens 

FRTL-5 CL2 e FRTL KiKi. Os nossos dados revelam a superexpressão de miR-10b-5p (25x) e 

miR-199a-3p (600x) na linhagem transformada com o oncogene v-Ras-Ki em relação à linhagem 

normal de tireoide (Figura 5A), sugerindo que a desregulação desses miRNAs ocorra em etapas 

precoces da carcinogênese tireóidea e seja mediada por RAS. 

Dado que as proteinas p-ATM, ATR e γH2AX foram reguladas por miR-10b-5p e miR-

199a-3p nas células FRTL-5 CL2 irradiadas, avaliamos esse efeito nas células FRTL KiKi, que 

superexpressam basalmente ambos os miRNAs. Como podemos observar na figura 5B, ATM 

não é ativado/ fosforilado nas células FRTL KiKi irradiadas. Além disso, a expressão proteica de 

ATR encontra-se reduzida nas células FRTL KiKi na primeira hora após a irradiação. Os níveis 

de γH2AX foram induzidos pela RI em ambas as linhagens celulares. Desse modo, nos dados 

indicam que as células FRTL KiKi apresentam uma maquinaria de reparo do DNA por HR 

deficiente em comparação às células FRTL-5 CL2.  

Em seguida, nos perguntamos se a eficiência do reparo por HR seria afetado pelos miR-

10b-5p e miR-199a-3p (Figura 5C). Para tanto, utilizamos o sistema repórter DR-GFP 

(Jasin,1996) e o plasmídeo que codifica a enzima SceI, responsável por provocar lesões do tipo 

DSB, usando o sistema heterólogo celular HeLa, como previamente descrito por Morra e cols. 

(2015). Nossos resultados revelaram que os miR-10b-5p e miR-199a-3p diminuem a atividade de 

reparo do DNA por HR em 9 % e 10 %, respectivamente, em relação ao Scramble. Assim, os 

nossos achados demonstram que os miR-10b-5p e miR-199a-3p diminuem a eficiência do reparo 

das DSB ao afetar a via de reparo do DNA por HR. 
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Figura 5 Expressão basal dos miR-10b-5p e miR-199a-3p nas linhagens celulares de tireoide e 

os seus efeitos sobre a maquinaria de reparo por recombinação homóloga (HR). (A) Comparação 

da expressão basal dos miR-10b-5p e miR-199a-3p nas células  FRTL KiKi e FRTL-5 CL2 por 

qRT-PCR. Os valores de expressão dos miRNAs são relativos aos das células FRTL-5 CL2. O 

pseudogene RNU6 foi utilizado como normalizador dos níveis de miRNA. (B) Western blot 

representativo das proteinas envolvidas no reparo de quebras duplas do DNA, p-ATM, ATM, 

ATR e γH2AX, nos tempos 1 e 6 horas após a irradiação (RI) nas células FRTL-5 CL2 e FRTL 

KiKi. (C) Para avaliar a atividade do reparo por HR, as células HeLa foram co-transfectadas com 

os vetores DR-GFP e SceI na presença dos oligonucleotídeos precursores de miR-10b-5p, miR-

199a-3p ou Scramble. Os resultados foram expressos pela porcentagem de células GFP positivas 

em relação ao Scramble. Os resultados foram representados pelos valores das médias ± SD de 

dois experimentos independentes. 
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O miR-10b-5p promove radiossensibilidade na linhagem celular de CAT (8505c)  

 Os carcinomas anaplásicos de tireoide (CAT) exibem um comportamento agressivo e são 

refratórios à maioria das terapias de câncer, incluindo radioterapia (Molinaro e cols., 2017). 

Assim, nos perguntamos se a superexpressão de miR-10b-5p, mesmo que transitória, poderia 

sensibilizar as células tumorais de CAT à RI. Para tal, realizamos o ensaio de formação de 

colônias nas células 8505c transfectadas transitoriamente com os oligonucleotídeos precursores 

de miR-10b-5p ou Scramble (Figura 6A). Como podemos observar na figura 6.3B, a 

superexpressão de miR-10b-5p aumentou em 2,2 x o número de colônias das células 8505c não 

irradiadas (0 Gy). Por outro lado, o número de colônias formadas, relativo aos controles 

pareados, foi menor nas células 8505c irradiadas que superexpressam miR-10b-5p do que o 

Scramble (SC) e, tal efeito foi dependente da dose de radiação X. Este fenômeno foi mais 

evidente na maior dose de 8 Gy, quando observou-se uma redução de 50% no número de 

colônias formadas das células transfectadas com o miR-10b-5p em relação ao Scramble (Figura 

6B). Portanto, nossos dados indicam claramente que miR-10b-5p induz radiossensibilidade na 

linhagem celular 8505c.  
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Figura 6 O miR-10b-5p sensibiliza a linhagem de CAT, 8505c, à RI. (A) As células 8505c, 

transfectadas com os oligonucleotídeos precursores de miR-10b-5p (10b) ou Scramble (SC), 

foram expostas à dose de 0, 2, 4 e 8 Gy de radiação X. Uma semana após a exposição `a RI, as 

colônias de células foram coradas e quantificadas. Imagem representativa de três experimentos 

independentes. (B) Quantificação do número de colônias em resposta às doses de radiação X, 

usando as células 8505c. Os resultados são relativos aos seus respectivos controles em cada dose 

(Scramble) e, representados pela média de três experimentos independentes ± SD. *p <0.05. 
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4.3 CAPÍTULO III  

O papel de Dicer1 na proliferação e diferenciação de células da tireoide 

A endonuclease DICER1 desempenha um papel central na biogênese dos miRNAs, sendo 

fundamental para a ontogenia e homeostasia celular em vertebrados. A expressão alterada dos 

miRNAs e a desregulação de DICER1 tem sido descrita em vários tipos de tumor, incluindo os 

da tireoide. Recentemente, o nosso grupo identificou uma nova mutação somática no gene de 

DICER1 (c.5438A>G; E1813G) nas amostras de CPT com função desconhecida para a 

carcinogênese da tireoide. Nesse capítulo, foi observada a superexpressão de DICER1, no nível 

de RNAm (fold-change ≥1), em um número significativo de amostras de carcinoma papilífero da 

tireoide (CPT, 70%) e carcinoma anaplásico da tireoide (CAT, 42%) embora os seus níveis 

estejam drasticamente diminuídos nas linhagens humanas de carcinoma da tireoide (TPC-1, 

BCPAP, FRO e 8505c) em comparação às amostras de tireoide saudável. Por outro lado, os 

níveis proteicos de DICER1 estão reduzidos em todas as amostras de CPT em relação à tireoide 

saudável ou ao tecido normal adjacente pareado. Em seguida, foram realizados ensaios 

funcionais para determinar a importância de DICER1 para células normais e de câncer da 

tireoide. O silenciamento parcial da expressão de DICER1 na linhagem de tireócito normal 

(PCCl 3) levou à: 1) atenuação da expressão/ processamento de miRNAs (miR-21-5p, miR-125-

5p) regulados por DICER1; 2) redução da viabilidade e proliferação celular; 3) diminuição da 

expressão das ciclinas E e B1, bem como à parada das células na fase S do ciclo celular; 4) perda 

dos marcadores de diferenciação da tireoide (Ttf-1, Pax8, Tg, Tpo e Nis). Esses dados foram 

reproduzidos na linhagem de tireócito transformada com o oncogene v-RAS-Ki. Para determinar 

o significado biológico da mutação c.5438A>G; E1813G no gene de DICER1, as linhagens 

humanas de CPT (TPC-1 e BCPAP) foram transfectadas com os plasmídeos que codificam 

DICER1 selvagem ou mutada. A superexpressão de DICER1 selvagem induziu: 1) o 

processamento dos miRNAs; 2) o aumento da viabilidade e proliferação celular; 3) a expressão 

das ciclinas D e E, assim como o número de células na fase S do ciclo celular. A presença da 

mutação c.5438A>G; E1813G afetou negativamente todos os efeitos mediados por DICER1 

selvagem e induziu a expressão dos níveis endógenos de DICER1. A introdução desta mutação 

nas células PCCl 3 não alterou nenhum dos parâmetros avaliados. Por outro lado, a 

superexpressão de DICER1 parece ter efeito inibitório sobre o processamento dos miRNAs nas 
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células PCCl 3, sugerindo que a regulação fina dos níveis de expressão de DICER1 seja 

importante para a homeostasia celular. Em suma, a mutação c.5438A>G; E1813G parece 

antagonizar os efeitos da DICER1 selvagem e, juntamente com outras mutações somáticas e 

germinativas nesse gene, poderiam contribuir para carcinogênese da tireoide, particularmente nos 

portadores da síndrome DICER. 
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4.3.1 DADOS SUPLEMENTARES DO ARTIGO 3 

(PENHA ET AL. CELL CYCLE, V. 16, N. 23, P. 2282-2289, DEC 2017)

Figure S1. The effect of the mutation c.5438A>G (E1813G) of DICER1 in PCCl 3 cells. Cells 

were transfected with empty vector (EV) and DICER1-overexpression vectors, containing 

DICER1 wild-type (pDICER1wt) or mutated c.5438A>G (E1813G) DICER1 (pDICER1mut) 

cDNA and, 48 hours post transfection: (A) mRNA and (B) protein levels of Dicer1 were 

validated by q-RT-PCR and western blot, respectively; (C) Expression of miR-21-5p and miR-

125-5p to evaluate Dicer1 function; (D) The number of PCCl 3 cells were counted using trypan 

blue and the results were relative to EV; (E) Cell viability was evaluated using the MTT assay in 

the same conditions; (F) Expression of thyroid differentiation markers Ttf-1, Pax8, Tg, Tpo and 

Nis and data were expressed as relative to EV. Rpl4 and pseudogene U6 were used as 

housekeeping for q-RT-PCR of gene and miR expression, respectively. Vinculin was used as 

loading control for western blot. *p < 0.05, **p < 0.01, ***p <0.001. 
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4.3.2 DADOS NÃO PUBLICADOS DO CAPÍTULO III 

MATERIAL E MÉTODOS 

CITOMETRIA DE FLUXO 

 As células PCCl 3 (2 x 10
5
 células/ poço) foram plaqueadas na placa de 6 poços e, 24 

horas depois, as células foram transfectadas com o siRNA não-específico controle (SirNon) ou 

siRNAs específicos para DICER1 (KD Dicer1) usando o reagente de transfecção Lipofectamina 

RNAi MAX (Life Technologies, EUA), seguindo as recomendações do fabricante. Após 48 

horas, o pellet celular foi ressupendido em 500 µL da solução contendo PBS, Triton X-100 0,1%, 

RNAse 0,1% e iodeto de propideo 2 µg/mL e incubado em gelo por 5 minutos. A análise do 

ciclo celular foi conduzida no citômetro de fluxo FACScan flow (Becton Dickinson, EUA) e 

analisado no programa CELL-FIT (Becton Dickinson, EUA). 

 

RESULTADOS 

O efeito da perda de DICER1 sobre o ciclo celular das células PCCl 3 

 Para avaliar o efeito do silenciamento de DICER1 sobre o ciclo celular das células PCCl 

3, a inibição da expressão de DICER1 e a citometria de fluxo usando o iodeto de propideo foram 

realizados, como descritos acima. Nossos resultados mostram que a perda parcial da expressão 

de DICER1 (KD Dicer1) promove a diminuição da porcentagem do número de células na fase 

G1 (72% vs. 82%) e o acúmulo de células na fase S (24% vs. 14%) do ciclo celular, quando 

comparados ao controle (Scramble) (Figura 7). 
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Figura 7 Efeito de DICER1 sobre o ciclo celular das células PCCl 3. As células PCCl 3 foram 

transfectadas com os siRNA não-específico controle (SirNon) ou siRNAs específicos para 

DICER1 (KD Dicer1) e, após 48 horas, o ciclo celular foi avaliado. Os resultados são 

representados pela porcentagem de células em cada fase do ciclo celular (SUB-G0, G1, S e G2) 

de três experimentos independentes. ***, p <0.001. 
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4.4 CAPÍTULO IV 

Artigo submetido à Cancer Epidemiology, Biomarkers & Prevention 

  A RI é o fator de risco mais bem estabelecido para o desenvolvimento do CPT. Os 

miRNAs são regulados pela RI e as alterações no seu perfil de expressão foram descritas como 

uma ferramenta valiosa no diagnóstico das neoplasias da tireoide. Portanto, a hipótese do nosso 

trabalho seria a de que os miRNAs, regulados pela RI em etapas inicias da carcinogênese da 

tireoide, poderiam ser usados como biomarcadores de exposição em amostras de CPT. Para tal, 

avaliamos a expressão dos miRNAs alterados pela RI em células diferenciadas da tireoide, 

previamente analisados no capítulo II desta tese (15) e por outro grupo (16), em 398 amostras de 

CPT do banco de dados TCGA. As análises foram conduzidas a partir de dois critérios para a 

seleção dos pacientes. No primeiro, os pacientes com histórico confirmado de exposição à RI 

(n=15; Grupo exposto) foram comparados aqueles sem exposição (n=331; Grupo não exposto). 

Para a segunda análise, os 18 pacientes que foram detectados com as fusões gênicas relacionadas 

à RI - 10 RET/PTC1, 3 RET/PTC3 e 5 ETV6-NTRK3- foram comparados aos 380 pacientes 

negativos para essas fusões gênicas. A expressão dos miRNAs regulados pela RI foi avaliada 

entre os grupos e os diferencialmente expressos (p<0,05) foram selecionados para as análises 

subsequentes. O desempenho dos modelos de classificação foi avaliado pelas curvas ROC. Todas 

as análises foram conduzidas no software R e as do enriquecimento das vias de sinalização na 

ferramenta online DIANA-miRPathway. Como resultado, a combinação da expressão dos hsa-

miR-34a e hsa-miR-1249 foi capaz de predizer o status de exposição à RI (sensibilidade=73.3%, 

especificidade=75.5%, AUC=77.6%). Além disso, foi realizada a otimização do modelo para a 

classificação dos casos para a identificação das fusões gênicas relacionadas à RI, baseando-se na 

expressão dos hsa-let-7c, hsa-let-7d, hsa-miR-127 e hsa-miR-377) (sensibilidade=88.9%, 

especificidade=77.6%, AUC=84.2%). A maioria dos miRNAs analisados nos modelos propostos 

tem como alvo vias de sinalização oncogênicas, frequentemente  desreguladas em diversos tipos 

de tumores, incluindo o da tireoide, como as vias de PI3K-Akt, p53 e ciclo celular (p<0,05). Os 

nossos achados podem ajudar na identificação dos CPT relacionados à RI e que provavelmente 

poderão evoluir para uma doença mais agressiva. Contudo, estudos confirmatórios em coortes 

independentes são necessários.  
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Abstract 

Background: Ionizing radiation (IR) is a well-known risk factor for papillary thyroid carcinoma 

(PTC). IR can cause several molecular alterations in thyroid, including RET/PTC and other 

fusions, and differential expression of microRNAs (miRNAs). Thus, we evaluated whether IR-

regulated miRNAs could be used as radiation exposure biomarker, and to predict IR-related 

fusions genes in PTC. Methods: The PTC-TCGA database (n=398) were analyzed and the 

differential expression analysis of IR-regulated miRNAs were assessed between radiation-

exposed and non-exposed PTC patients or IR-related fusion gene positive (RET/PTC1, 

RET/PTC3 and ETV6-NTRK3) and negative groups. The classification model’s performance was 

evaluated using ROC (Receiver Operating Characteristics) curves. All analyses were performed 

using R software. Enrichment analysis was carried out with the online DIANA-miRPathway 

tool. Results: The combined expression of hsa-miR-34a and hsa-miR-1249 could predict 

radiation exposure status (sensitivity=73.3%, specificity=75.5%, AUC=77.6%). Our proposed 

model was also able to identify IR-related fusion genes in PTC samples using the expression of 

four miRNAs (hsa-let-7c, hsa-let-7d, hsa-miR-127 and hsa-miR-377) (sensitivity=88.9%, 

specificity=77.6%, AUC=84.2%). Most of the IR-regulated miRNAs targets oncogenic pathways 

deregulated in several types of cancers, including thyroid cancer, such as PI3K-Akt, p53 

signaling and cell cycle (p<0.05). Conclusions: The predictive miRNA-based models were able 

to accurately classify radiation exposure status and radiation-related fusion genes in PTC 

samples. Impact: Our findings might help screening PTC patients with radiation history 

background and, eventually, the early identification of PTC patients who will probably evolve 

with a more aggressive disease. 

 

Keywords: microRNAs, ionizing radiation, papillary thyroid carcinoma, biomarkers, RET/PTC 
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Introduction 

Ionizing radiation (IR) is the main risk factor for papillary thyroid carcinoma (PTC), 

especially when individuals are exposed at younger ages (< 5 years old), with a relative risk of 

3,7 per Gy
1
. The radiation-related PTC display greater aggressiveness at presentation when 

compared with non-related PTC, with a higher frequency of extrathyroidal extension (49% vs. 

25%), lymph node dissemination (64% vs. 53%) and often associated with thyroid 

autoimmunity
2
. Therefore, the search for radiation exposure biomarkers is the key for better 

comprehension of thyroid carcinogenesis, targets for diagnosis and therapy, as well as radiation 

emergences.   

The major genetic alteration in radiation-related PTC is RET/PTC rearrangements, mostly 

RET/PTC1 (RET_CCDC6) and RET/PTC3 (RET_NCOA4), reported in atomic bomb survivors in 

Japan (22%)
3
, post-Chernobyl tumors (63.8%)

4
, and external radiation for benign or malignant 

conditions (84%)
5
. Moreover, RET/PTC rearrangement formation is induced by IR in a dose-

dependent manner
6
, directly linking RET/PTC event and radiation exposure. Recently, the gene 

fusion ETV6/ NTRK3 has also been identified in 14.5% of post-Chernobyl tumors and its 

formation was directly induced by IR exposure
7
. Apart from chromosomal aberrations, other 

molecular alterations may also be associated with radiation exposure. Dom et al.
 8

 identified a 

403-gene signature to classify cases with low accuracy (67%), while Ugolin et al.
 9

 pointed out 

an extensive 227-gene expression signature to discriminate post-Chernobyl thyroid tumors from 

sporadic ones.  

MiRNAs are small non-coding RNA sequences (20-22 nucleotides), that mediated gene 

expression silencing by direct binding to target mRNA
10

. They exert pleiotropic role in cell 

biology and cancer, including DNA damage response (DDR)
11

. In the thyroid context, we have 

previously identified the miRNA expression profile of irradiated normal thyroid cells (i.e., miR-

10b-5p and miR-199a-3p) and their relevance to DDR by targeting DNA homologous 

recombination repair genes
12

. In agreement with that, a previous work has also described 

miRNAs that target DNA repair and TP53 pathways in normal thyroid cells exposed to IR
13

, 

suggesting that deregulation of miRNA expression might be important at initial steps of IR-

related thyroid tumors. Furthermore, a differential expression of miRNA subsets is able to 
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classify thyroid tumor histotypes and contribute to onset and progression of tumors
14

. Thus, 

miRNA expression could be a promising approach to identify radiation-related thyroid tumors.  

The aim of the present study is to evaluate whether IR-regulated miRNAs could predict 

IR exposure and IR-related fusion genes in PTC samples. To this end, we proposed models based 

on the differential expression of the 31 miRNAs, previously demonstrated by our group
12

 and 

other colleagues
13 

to be regulated by IR in normal thyroid cells, using PTC data from a well-

characterized TCGA database cohort
15

.  

 

Methods 

PTC samples from TCGA database  

The workflow of the study was as follow (Figure 1). The Genomic Data Commons Data 

Portal (https://portal.gdc.cancer.gov/ ) was used to obtain miRNA quantification and clinical data 

from PTC-TCGA database
15

. The total number of PTC samples with miRNA expression was 

398. We performed the analysis using two different criteria to select the patients. First, the 

patients who had a confirmed history of radiation exposure (n=15; radiation exposed group) were 

compared with those without exposure (n=331; non-exposed group). For this analysis, patients 

with unknown radiation exposure (n=13) or not available (n=39) were excluded. On the second 

analysis, we compared 18 patients who were positive for radiation-related gene fusions
16

: 13 

RET/PTC rearrangements (10 RET/PTC1 and 3 RET/PTC3) and 5 ETV6-NTRK3, with the 380 

remaining patients without radiation-related gene fusions. The information about the fusion 

genes at TCGA dataset was gathered in The Tumor Fusion Gene Data Portal 

(http://www.tumorfusions.org/)
17

. 

Selection of miRNAs   

The selection of the miRNAs for the present study was based on two studies in which 

miRNAs regulated by IR (1-10 Gy) were identified in normal thyroid cells
12, 13

. The differential 

miRNA expression analysis between groups was performed with R package DESeq2 1.22.2
18

. 

MiRNAs were considered to be differentially expressed when p-value < 0.05.  

https://portal.gdc.cancer.gov/
http://www.tumorfusions.org/
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Performance of the miRNA-based models 

 To assess the classification model’s performances, the expressions of the selected 

miRNAs that were obtained by the analyses were combined into models to better classify 

exposure radiation status and the presence of radiation-related fusion genes. ROC (Receiver 

Operating Characteristics) curves were performed using the R EPI package v2.32
19

. A good 

classification model was considered when accuracy, sensitivity and specificity were > 0.75. 

MiRNA target pathways 

 To identify miRNA target pathways, it was used the DIANA-miRPath v3.0 tool
20

. This 

predictive algorithm clusters miRNAs into similar functional categories and enables the 

identification of miRNA specific pathways controlled by similar miRNAs and ranks them 

according to their enrichment P-values (p<0.05).  

 

Results 

Study population 

We identified 398 PTC patients with miRNA quantification in the TCGA database
15

. 

Table 1 shows that most of them were white (71%), female (73%) and ≤ 55 years old (70%). 

Classical PTC was the most common variant histotype (90%), mostly without extrathyroidal 

extension (62%) and diagnosed at an early stage (TNM1/2, 65%). Distant metastasis was scarce 

(1%), while lymph nodes dissemination was frequent (53%). As far as morbidity outcome is 

concerned, the majority of the patients was PTC-free (87%), and 4% died of PTC.  Moreover, 15 

PTC patients had a confirmed history of radiation exposure, whereas 18 were positive for IR-

related fusion genes (10 RET/PTC1, 3 RET/PTC3 and 5 ETV6/NTRK3). Only one patient had a 

confirmed history of radiation exposure and was positive for ETV6-NTRK3. 

The miRNA expression model to classify radiation exposure status 

To investigate whether miRNA expression could be used as IR exposure biomarker, we 

evaluated the expression of the 31 miRNAs (Table 2), previously demonstrated to be regulated 
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by IR in normal thyroid cells
12, 13

, between radiation-exposed (n=15) vs. non-exposed groups 

(n=331) at PTC-TGCA database. The analysis demonstrated that only two miRNAs were 

differentially expressed (p-value adjusted < 0.05) between groups, hsa-miR-34a, identified by 

Nikiforova et al.
13

, and hsa-miR-1249, identified by Penha et al.
12

 (Table 2). The combined 

expression of these two miRNAs was able to accurately discriminate the IR exposure status of 

the PTC samples (sensitivity=73.3%, specificity=75.5%, AUC=77.6%) (Figure 2a). Of note, 

when analyzed individually, the expressions of these two miRNAs displayed low accuracy at 

classifying cases (<70%) (data not shown). 

The miRNA expression models to identify radiation-related fusion genes 

 Then, we wondered whether the IR-regulated miRNAs could identify radiation-related 

fusion genes in PTC samples, including RET/PTC rearrangements, the major genetic event in 

radiation-related PTC
3-5

. Among the 31 previously selected miRNAs, nine were differentially 

expressed between radiation-related fusion gene positive and negative groups (p-value < 0.05) 

(Table 2). The co-expression of these miRNAs (hsa-let-7c, hsa-let-7d, hsa-miR-127, hsa-miR-

128-2, hsa-miR-203b, hsa-miR-203a, hsa-miR-296, hsa-miR-34a and hsa-miR-377) accurately 

classified cases (sensitivity=77.8%, specificity=86.6%, AUC=87.6%) (Figure 2b). In order to 

optimize the proposed model, we have performed a combinatory analyzes with all nine miRNAs, 

so that we had the best accuracy with the lowest number of miRNAs included in the model 

(Supplementary Table 1). The optimized model contained four miRNAs (hsa-let-7c, hsa-let-7d, 

hsa-miR-127, hsa-miR-377) (sensitivity=88.9%, specificity=77.6%, AUC=85.4%) (Figure 2c). 

Signaling pathways regulated by model 3-based miRNAs  

To assess biological relevance of the miRNAs differentially expressed among groups, we 

have performed miRNA pathway analyses using the in silico DIANA-mirPath tool
20

 (Figure 3). 

Each miRNA was clustered into controlled signaling pathways. The hsa-miR-34a was the only 

miRNA shared among groups and target pathways involved on onset and progression of several 

types of tumors, including thyroid cancer, as well as cell cycle and p53 signaling (p<0.05). 

Moreover, our data pointed out the involvement of hsa-miR-377, hsa-let-7 and hsa-let-7d, that 
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were differentially expressed between radiation-related fusion gene groups, in PI3K-Akt 

pathway (p<0.05) (Figure 3B).  

 

Discussion 

In this study, for the first time, it was proposed a model to classify radiation exposure 

status in PTC samples based on miRNA expression. The main advantage of our study is that we 

have analyzed the expression of miRNAs that had been previously demonstrated to be regulated 

by IR (1-10 Gy) in normal thyroid cells at initial steps of thyroid carcinogenesis
12, 13

. This point 

was critical for subsequent analyses because IR is a strong initiator and promoter of thyroid 

carcinogenesis
6
. In a total of 31 previously identified miRNAs, only two were differentially 

expressed between radiation-exposed and non-exposed groups. Since miRNAs are involved in 

DDR
11

, it is expected that a significant part of these miRNAs was transiently regulated in 

response to IR and remained unaffected during thyroid carcinogenesis process. The expression of 

hsa-miR-34a and hsa-miR-1249 allowed us to accurately predict radiation-exposed PTC patients. 

Indeed, miR-34a is upregulated after IR in normal and cancer cells, or in vivo, no matter cell or 

tissue types
21

. Interestingly, miR-34a induction by IR was shown to be much higher in young 

than adult mice
22

, which is in accordance with thyroid radiosensitivity at younger ages
2
. The fact 

that miR-34a could also be detected in serum after irradiation
22

 highlights the possibility of its 

usage as a promising radiation injury biomarker.  

Among all fusion genes reported in IR-related PTC
16

, only RET/PTC1, RET/PTC3 and 

ETV6/NTRK3 were detected in our study population. Even though these fusions genes are 

frequently associated with IR, only one case was positive for these alterations that also had a 

confirmed radiation history exposure, suggesting that other factors could be involved on their 

generation. Moreover, the radiation-related fusion genes, especially RET/PTC1 and RET/PTC3, 

are associated with worse clinical course of PTC patients when compared with the negative ones, 

exhibiting higher frequency of advanced disease (pT3/pT4) and lymph node dissemination at the 

time of diagnosis
4
. Accordingly, our proposed miRNA-based model (hsa-let-7c, hsa-let-7d, hsa-

miR-127, hsa-miR-377) was also able to identify these alterations at PTC samples from TCGA 
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cohort with high accuracy. In fact, some of these miRNAs, such as let-7d and miR-127, had 

already been associated with RET/PTC rearrangements
23

. 

In line with its importance to IR response
21

, our findings pointed out that hsa-miR-34a 

target DNA replication, cell cycle, P53 and PI3K-Akt pathways, which are commonly 

deregulated in several types of tumors, including PTC
15

. Moreover, hsa-let-7c and hsa-let-7, 

which are involved on DDR
24

, shared with hsa-miR-34a almost all of the target pathways. Let-7 

miRNAs act as tumor suppressors in PTC by reducing RAS expression, negatively affecting 

MAPK activation and proliferation
25, 26

.  Collectively, these IR- regulated miRNAs impact on 

pathways that are fundamental to thyroid growth and function, response to genotoxic stress, as 

well as to neoplastic transformation and tumor progression
15

.  

The main advantages of our proposed model are that miRNAs are stable and their 

expression could be assessed in formalin-fixed, paraffin-embedded tissues
27

; the identification of 

radiation exposure status of PTC patients, even without the presence of radiation-related fusion 

genes; and the potential translation to clinical practice due to low cost and high accuracy, 

specificity and sensitivity. Nevertheless, our study presented some limitations such as the lack of 

information about type and absorbed radiation dose at TCGA samples
15

.  

In conclusion, we proposed models based on the expression of IR-regulated miRNAs to 

accurately classify radiation exposure and IR-related fusion genes in PTC samples. Our findings 

might help screening PTC patients with radiation history background, as well as the early 

identification of PTC patients who will probably evolve with a more aggressive disease. 

However, further validation studies in independent PTC cohorts are needed. 
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Tables 

Table 1. Clinical and pathology data summary of papillary thyroid carcinoma (PTC) patients from TCGA 

cohort with miRNA expression data (n=398) 

    
Variable Category 

No. of 

cases 

% of 

cases 

Ethnicity  

White 283 71 

Asian 47 12 

African American 21 5 

Unknown 47 12 

Gender 
Male 108 27 

Female 290 73 

Age 
>55 years 118 30 

≤55 years 280 70 

Histologic  type 

Classical 358 90 

Tall cell 37 9 

Other 

(columnar/follicular) 
3 1 

Extrathyroidal extension 

Yes 137 34 

No 245 62 

Unknown 16 4 

Lymph node 

dissemination  

Yes 209 53 

No 164 41 

Unknown 25 6 

Distant metastasis  

Yes 4 1 

No 248 62 

Unknown 146 37 

Disease stage 

I 226 57 

II 29 8 

III 94 23 

IVa/b/c 49 12 

Disease free status 

Yes 346 87 

No 40 10 

Unknown 12 3 

Overall Survival Status 
Alive 383 96 

Deceased 15 4 

Radiation exposure 

Yes 15 4 

No 331 83 

Unknown/ NA 52 13 

Radiation fusion genes 

RET/PTC1 10 2.5 

RET/PTC3 3 0.7 

ETV6-NTRK3 5 1.3 

Negative 380 95.5 
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Table 2. MicroRNAs selected for this study and their differential expression between groups 

miRNA 

Log2FoldChange 

(radiation exposed vs. non-exposed 

group) 

p-value 

Log2FoldChange 

(radiation fusion positive 

vs. negative group) 

p-

value 

Nikiforova et al., 2011 

hsa-miR-34a
*,# 

-0.68 0.00 -0.72 0.00 

hsa-let-7c
#
 0.24 0.15 0.51 0.00 

hsa-miR-203b
#
 -0.45 0.13 -0.62 0.02 

hsa-miR-203a
#
 -0.44 0.09 -0.61 0.01 

hsa-miR-377
#
 -0.11 0.81 -1.22 0.01 

hsa-miR-188 -0.23 0.26 -0.35 0.06 

hsa-let-7d
#
 -0.05 0.62 -0.24 0.02 

hsa-miR-409 -0.11 0.77 -0.65 0.07 

hsa-miR-122 -1.25 0.13 -1.00 0.35 

hsa-miR-34b -0.61 0.06 -0.04 0.87 

hsa-miR-365a 0.24 0.79 0.16 0.36 

hsa-miR-365b 0.23 0.24 0.16 0.36 

hsa-miR-146a 0.19 0.53 0.08 0.75 

hsa-let-7g 0.15 0.34 0.05 0.71 

hsa-miR-452 0.30 0.12 -0.09 0.60 

hsa-miR-96 -0.43 0.07 0.40 0.06 

hsa-miR-520a -1.42 0.26 -0.30 0.79 

hsa-miR-489 -0.13 0.78 -0.26 0.55 

hsa-miR-527 -0.10 0.94 -0.28 0.85 

Penha  et al., 2018 

hsa-miR-296
#
 -0.16 0.29 -0.36 0.008 

hsa-miR-1249* 0.64 0.01 0.14 0.59 

hsa-miR-127
#
 -0.09 0.81 -0.84 0.02 

hsa-miR-128-2
#
 0.04 0.73 0.26 0.04 

hsa-miR-411 -0.01 0.96 -0.45 0.27 

hsa-miR-328 -0.23 0.23 -0.16 0.37 

hsa-miR-10a 0.15 0.48 0.21 0.32 

hsa-miR-33a -0.11 0.64 -0.33 0.13 

hsa-miR-128-1 0.06 0.60 0.16 0.13 

hsa-miR-30c-1 -0.32 0.052 0.0007 0.99 

hsa-miR-30c-2 -0.13 0.40 -0.015 0.91 

hsa-miR-541 0.006 0.99 -0.78 0.28 

hsa-miR-199a-1 -0.14 0.64 -0.09 0.75 

hsa-miR-199a-2 -0.09 0.76 -0.09 0.74 

hsa-miR-33b -0.44 0.13 0.001 0.99 

hsa-miR-451a 0.21 0.51 -0.25 0.41 

hsa-miR-10b -0.11 0.61 -0.03 0.85 
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Present in both works 

hsa-miR-193b 0.29 0.29 -0.26 0.29 

 

miRNAs in bold were selected for further analysis (p<0.05). (*) miRNAs differentially expressed 

between radiation exposed and non-exposed groups. (#) miRNAs differentially expressed 

between radiation fusion positive and negative groups. hsa= Homo sapiens; miR=microRNA.  
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Figure legends 

 

Figure 1. Workflow of the study. Top: Extracting data from Genomic Data Commons Data 

Portal to obtain miRNA quantification and clinical data from PTC-TCGA database, as well as 

the criteria to form groups. Center: Filtering ionizing radiation- miRNAs used in the subsequent 

analyses based on the differential expression between groups. Bottom: Performance of the 

classification models (ROC curves) to classify cases based on miRNA expression. 
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Figure 2. ROC curves for the radiation exposure status and radiation-related fusion genes 

identification using the expression of radiation-regulated miRNAs at TCGA-PTC samples 

(n=398). Plots of sensitivity (y coordinate) versus 1-specificity (false positive rate; x coordinate) 

were performed to obtain optimal cutoff points. (A) Model for radiation exposure status (hsa-

miR-34a and hsa-miR-1249); (B) Model 1 for radiation-related fusion genes (RET/PTC1, 

RET/PTC3 and ETV6-NTRK3) (hsa-let-7c, hsa-let-7d, hsa-miR-127, hsa-miR128-2, hsa-miR-

203a, hsa-miR-203b, hsa-miR-296, hsa-miR-34a and hsa-miR-377) (C) Model 2 for radiation-

related fusion genes (hsa-let-7c, hsa-let-7d, hsa-miR-127 and hsa-miR-377). Sens=sensitivity; 
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Spec=specificity; PV+=Positive Predicted Value; PV-=Negative Predicted Value, lr.eta= linear 

predictor (logistic regression) from fitted model. 

 

 

 

Figure 3. The miRNA target pathways. The miRNAs from models to predict (A) radiation 

exposure status  (hsa-miR-34a and hsa-miR-1249) and (B) radiation-related fusion genes (hsa-

let-7c, hsa-let-7d, hsa-miR-127, hsa-miR128-2, hsa-miR-203a, hsa-miR-203b, hsa-miR-296, hsa-

miR-34a and hsa-miR-377) were clustered into functional categories and the controlled pathways 

were identified and ranked according to p-value score. All analyses were performed using mature 

miRNAs. (*) miRNAs selected for the optimized model to predict radiation-related fusion genes 

in B. 
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Supplementary information 

 

Supplementary table 1. Combinatory analysis of 9 miRNAs expressions between positive and 

negative groups for radiation-related fusion genes to optimize the predictive model 

miRNAs combination Sensitivity Specificity Accuracy 

hsa.let.7c + hsa.let.7d + hsa.mir.127 + hsa.mir.128.2 + hsa.mir.203a + hsa.mir.203b + hsa.mir.296 + hsa.mir.34a + hsa.mir.377 77.80% 86.60% 87.60% 

hsa.let.7c + hsa.let.7d + hsa.mir.127 + hsa.mir.128.2 + hsa.mir.203b + hsa.mir.296 + hsa.mir.34a + hsa.mir.377 77.80% 86.60% 87.60% 

hsa.let.7c + hsa.let.7d + hsa.mir.127 + hsa.mir.128.2 + hsa.mir.296 + hsa.mir.34a + hsa.mir.377 83.30% 80.80% 87.90% 

hsa.let.7c + hsa.let.7d + hsa.mir.127 + hsa.mir.128.2 + hsa.mir.296 + hsa.mir.377 83.30% 79.50% 87.40% 

hsa.let.7c + hsa.let.7d + hsa.mir.127 +  hsa.mir.296 + hsa.mir.377 83.30% 82.60% 86.40% 

hsa.let.7c + hsa.let.7d + hsa.mir.127  + hsa.mir.377 88.90% 77.60% 85.40% 

hsa.let.7c + hsa.let.7d + hsa.mir.377 88.90% 70.80% 81.80% 

 

miRNAs in bold were selected for the optimized model 2 

 

 

 

 

 

 

 

 



104 
 
 

5 DISCUSSÃO  

No primeiro capítulo da tese, caracterizamos os modelos celulares que foram utilizados 

em todas as etapas do trabalho, as linhagens celulares de tireócitos normais FRTL-5 CL2 e PCCl 

3. Demonstramos que a RI promove a parada do ciclo celular na fase G2/M, como previamente 

reportado por Green e cols. (2001). De maneira interessante, a parada do ciclo celular induzida 

pela RI foi mais pronunciada nas células FRTL-5 CL2 do que nas PCCl 3, o que poderia ser 

justificado pela maior taxa de proliferação destas células (Kimura e cols., 2001). Além disso, 

nossos resultados demonstram que as células da tireoide respondem rapidamente aos insultos 

causados pela RI, 5 minutos após a exposição, como também observado na cultura primária de 

tireócitos humanos (Galleani e cols., 2009). Assim, as linhagens celulares FRTL-5 CL2 e PCCl 3 

são modelos robustos para entender o reparo do DNA na tireoide. Acima de tudo, as células 

FRTL-5 CL2 demoram mais tempo para reparar as DSB do que as PCCl 3 e, como resultado, 

estas células seriam mais susceptíveis a acumular danos no DNA. 

Em relação às proteínas envolvidas no reparo das DSB, a expressão de ATR e ATM 

ativado (p-ATM) revelaram diferenças significativas na capacidade de reparo do DNA entre as 

duas linhagens celulares. A fosforilação de ATM é maior nas células FRTL-5 CL2 do que nas 

PCCl 3 enquanto o oposto ocorre com a expressão de ATR 1-6 horas após a irradiação. Ambas 

as quinases exercem papéis fundamentais para a manutenção da integridade genômica, assim 

como atuam como uma barreira nas etapas precoces da tumorigênese (Maréchal e cols., 2013). 

Apesar de ATM e ATR compartilharem diversos efetores na cascata de sinalização, elas são 

ativadas em resposta a diferentes tipos de lesões (Maréchal e cols., 2013). Enquanto ATM está 

envolvida primariamente no reparo das DSB, ATR responde a um amplo espectro de danos ao 

DNA, especialmente aqueles que interferem na replicação. Desse modo, a cinética de ativação 

dessas quinases poderia estar associada ao reparo tardio das DSB nas células FRTL-5 CL2 e à 

expressão diferencial de BRCA1 nas linhagens celulares da tireoide.  

Outro achado importante do nosso estudo é que as células FRTL-5 CL2 exibem menores 

níveis de metilação de LINE-1 do que as PCCl 3 e a tireoide normal de rato.  A metilação de 

LINE-1 vem sendo amplamente utilizada como um marcador do perfil de metilação global 

devido à sua abundância no genoma (aproximadamente 18%) e também pela capacidade de 
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distinguir o tecido normal do tumoral (Nüsgen e cols., 2015). Além disso, a diminuição dos 

níveis de metilação de LINE-1 pode ser observada já nas etapas precoces da tumorigênese (Park 

e cols., 2014) e, esta característica foi associada ao aumento do risco do desenvolvimento de 

câncer (Kamiyama e cols., 2012). A hipometilação global é comumente relacionada à 

instabilidade genômica e à transformação neoplásica (Weidman e cols., 2007; Kovalchuk & 

Baulch, 2008), sendo importante para a progressão do câncer da tireoide (Smith e cols., 2007, 

Cancer Genome Atlas Research Network, 2014). Portanto, as células FRTL-5 CL2 seriam mais 

susceptíveis à instabilidade genômica e à transformação neoplásica, como previamente descrita 

por Fusco e cols. (1987). Dado que a exposição à RI não foi capaz de modular os níveis de 

metilação de LINE-1 nas linhagens FRTL-5 CL2 e PCCl 3, mesmo quando sincronizadas pela 

privação do hormônio TSH, podemos hipotetizar que a hipometilação global não seria um evento 

importante nas etapas inicias da carcinogênese tireóidea e que este seria um mecanismo protetor 

para a manutenção da viabilidade celular. De fato, o tratamento com o composto desmetilante 5-

desoxicitidina compromete a viabilidade das células de câncer da tireoide (Dom e cols., 2013). 

Por outro lado, a expressão de BRCA1 é menor nas células FRTL-5 CL2 do que as PCCl 3 e, a 

exposição à RI promoveu uma drástica diminuição da expressão deste gene em ambas as 

linhagens celulares. Fenotipicamente, a perda da expressão de BRCA1, ainda que transiente nas 

células de câncer de mama MCF7 causa a inativação precoce do ponto de checagem mitótico 

que, por sua vez, exerce um papel importante na integridade genômica (Chabalier e cols., 2006). 

Levando em consideração que BRCA1 é fundamental para o reparo por HR (Caestecker & Van 

de Walle, 2013) e que a redução da expressão deste gene, mediada pela RI, foi mais acentuada 

nas células FRTL-5 CL2, esperamos que estas células reparem as DSB de maneira menos 

eficiente. De fato, a diminuição gradual da expressão dos genes de reparo do DNA e o acúmulo 

de danos ao mesmo estão presentes em etapas iniciais do processo da tumorigênese de diversos 

tipos de tumores (Bartkova e cols., 2005), incluindo o CPT (Leprat e cols., 1998).  

A hipermetilação das regiões promotoras dos genes supressores de tumor como ATM e 

MLH1, assim como os envolvidos na diferenciação celular como NIS e TSHR e, logo, o 

silenciamento destes genes, são eventos comuns na progressão do CPT (Smith  cols., 2007; 

Cancer Genome Atlas Research Network, 2014). Todavia, a RI, que atua tanto na iniciação 

quanto na promoção do CPT (Ron e cols., 1995), não foi capaz de modular o perfil de metilação 
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da região promotora dos genes de reparo do DNA (ATM, MRE11, BRCA1, RAD50, XRCC1, 

XRCC4, PRKDC/ DNA-PK, XRCC6, LIG4, MLH1) nas linhagens celulares de tireócitos normais. 

Assim, nossos dados sugerem que outros mecanismos estejam envolvidos na perda desses genes 

nas etapas iniciais da carcinogênese tireóidea, como descrito previamente (Cancer Genome Atlas 

Research Network, 2014). Vale ressaltar que o nível basal de metilação da região promotora dos 

genes de reparo do DNA analisados é extremamente baixa (0-9%) o que vai ao encontro da 

maior expressão desses genes na tireoide quando comparado a outros tecidos (mama, fígado, 

pulmão, rins), indicando a relevância da expressão desses genes no contexto da tireoide.   

 Posteriormente, estabelecemos o modelo de exposição crônica à RI usando as células 

FRTL-5 CL2. Diferente do observado na exposição aguda, a transcrição dos genes de reparo do 

DNA é induzida durante a exposição crônica à RI nas células FRTL-5 CL2. A principal 

diferença entre os dois modelos é que no primeiro as células mantém a capacidade de proliferar, 

enquanto no último tornam-se senescentes. De fato, o acúmulo de danos não reparados e, 

consequentemente, a sinalização persistente do reparo do DNA resultam em senescência celular 

(Klement & Goodarzi, 2014). A evasão da senescência, por sua vez, pode dar origem às células 

transformadas pós-senescentes e células mutadas pré-neoplásicas (Nassour e cols., 2016). Uma 

vez que a exposição à RI é o fator de risco mais importante para o desenvolvimento do CPT 

(Ron e cols., 1995), podemos especular que a indução da maquinaria de reparo de DSB contribui 

para a manutenção da viabilidade celular das células senescentes da tireoide, favorecendo, 

portanto, o acúmulo de mutações e predispondo à evasão da senescência e transformação 

neoplásica. 

Outro mecanismo importante para a carcinogênese da tireoide é a desregulação da 

expressão dos miRNAs, estudado no segundo capítulo da tese. Neste capítulo, identificamos os 

miRNAs regulados pela RI, bem como validamos seus alvos moleculares e funções biológicas 

nas células normais e de carcinoma da tireoide. Os mecanismos epigenéticos como o perfil de 

expressão dos miRNAs vem sendo apontado na literatura como um sensor de estresse, envolvido 

na resposta induzida pela RI (Metheetrairut & Slack, 2013). Nesse contexto, escolhemos estudar 

a influência da RI sobre a expressão diferencial dos miRNAs, usando a linhagem celular de 

tireócito normal de rato FRTL-5 CL2 (Ambesi-Impiombato e cols., 1980). A nossa análise 
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revelou a indução e repressão da expressão de populações distintas de miRNAs, de maneira 

tempo-dependente. Encontramos 7 miRNAs subexpressos 1 hora após a irradiação, quando 

ocorre o maior acúmulo das DSB nas células FRTL-5 CL2, como previamente relatado na tese. 

Em contrapartida, a RI induz a expressão de 10 miRNAs, 6 horas após à exposição, quando 

grande parte das DSB já foram reparadas. As análises de bioinformática usando os algoritmos do 

Gene Ontology e do programa mirPath v.3 (Vlachos e cols., 2015) revelaram que a maioria dos 

miRNAs desregulados pela RI pertence à classe dos ―resposta ao estresse celular‖ ou 

―silenciamento gênico por miRNA‖, tendo como alvos moleculares genes envolvidos 

diretamente ou indiretamente nas vias de MAPK, proteoglicanas, ácidos graxos, às relacionadas 

ao câncer e ao reparo do DNA. O miR-541, o miRNA mais alterado pela RI após a primeira hora 

de exposição, atua como supressor de tumor no câncer de pulmão ao inibir a proliferação e a 

migração celular pela regulação negativa do repressor da transcrição de genes responsivos ao 

TGFB, o TGIF2 (Lu e cols., 2016). O miR-33-5p inibe diretamente a expressão da glicosilase 8-

oxoguanina, enzima importante para o reparo de danos oxidativos no DNA (Tumurkhuu e cols., 

2016). O miR-328 têm como alvo a variante de H2AX e sensibiliza as células de 

adenocarcinoma de pulmão (A549) à radioterapia (Ma e cols., 2016). Os membros da família do 

miR-30 estão subexpressos no CAT e a reintrodução desses miRNAs inibe a transição epitélio-

mesênquimal (Braun e cols., 2010) e sensibiliza células do CAT ao tratamento com cisplatina 

(Zhang e cols., 2014). A superexpressão de miR-128 é frequentemente encontrada nas neoplasias 

da tireoide e correlaciona-se com a presença do rearranjo RET/PTC (Pallante e cols., 2014). 

Decidimos concentrar nossa atenção nos miR-199a-3p e miR-10b-5p porque esses miRNAs 

foram profundamente alterados pela RI em todos os tempos analisados e são descritos com 

atividades supressora de tumor (Minna e cols., 2014) e oncogênica (Mussnich e cols., 2013) no 

câncer de tireoide, respectivamente.  

Validamos os novos alvos de miR-199a-3p (LIN28B) e miR-10b-5p (DICER1) que, por 

sua vez, são superexpressos e subexpressos, respectivamente, no câncer da tireoide. 

Demonstramos que LIN28B é o alvo de miR-199a-3p, levando à diminuição da expressão de 

HMGA2 e, desse modo, especulamos que a superexpressão de let-7b poderia estar envolvida 

nesse fenômeno. Os membros da família let-7 regulam diretamente a expressão do oncogene 

RAS e, consequentemente, diminuem a ativação da via de MAPK, fundamental para a 



108 
 
 

proliferação dos tireócitos (Perdas e cols., 2016). Portanto, a subexpressão de miR-199a-3p no 

câncer da tireoide poderia levar ao aumento da expressão de HMGA2 e ao crescimento celular, 

contribuindo para a progressão tumoral. Por outro lado, reportamos que miR-10b-5p interage 

com a região 3’não-traduzida do RNAm de DICER1, reprimindo sua tradução e, resultando na 

redução dos seus níveis proteicos, o que já foi associado `a transformação celular da tireoide 

(Frezzetti e cols., 2011; Rodriguez e cols., 2012). Dado que o miR-10 encontra-se superexpresso 

nos CFT (Jikuzono e cols., 2013) e CMT (Nikiforova e cols., 2008), além de ser regulado 

diretamente pelo oncogene HMGA1 (Mussnich e cols., 2013), a regulação de DICER1 por miR-

10 poderia ser um mecanismo plausível nas células neoplásicas da tireoide. 

Uma vez que a eficiência da via de reparo do DNA por HR e a resolução das DSB são 

fundamentais para prevenir à formação do rearranjo RET/PTC nas células da tireoide (Gandhi e 

cols., 2010), investigamos o papel dos miR-199a-3p e miR-10b-5p nesse contexto. Nossos dados 

revelam que ambos os miRNAs aumentam a formação de DSB induzidas pela RI, indiretamente 

quantificada pelos níveis de γH2AX (Grabarz e cols., 2012). Visto que a proteína HMGA2 pode 

ativar ATR nas linhagens de câncer (Natarajan e cols., 2013), os menores níveis proteicos basais 

de ATR poderiam estar relacionados ao retardo do reparo das DSB nas células que 

superexpressam miR-199a-3p. Por outro lado, a redução da expressão de DICER1 poderia 

contribuir para os menores níveis de ATM ativado e ATR, assim como o acúmulo de γH2AX nas 

células FRTL-5 CL2 transfectadas com o oligonucleotídeo precursor de miR-10b-5p. De fato, 

além de desempenhar um papel central na biogênese dos miRNAs (Kurzynska-Kokorniak e 

cols., 2015), DICER1 também é crucial para a sinalização do reparo das DSB e fosforilação de 

ATM em eucariotos (Francia e cols., 2012; Wei e cols., 2012; Gao e cols., 2014). Esses 

resultados estão de acordo com o comportamento bifásico da expressão de miR-10b-5p nas 

células FRTL-5 CL2 irradiadas. Desse modo, a desregulação dos miR-199a-3p e miR-10b-5p 

diminui a eficiência do reparo das DSB pela via de HR nas células da tireoide. Além disso, as 

células FRTL KiKi, que expressam altos níveis de miR-10b-5p e miR-199a-3p, possuem uma 

maquinaria de reparo do DNA deficiente, sugerindo que a desregulação desses miRNAs 

poderiam contribuir para a perda da expressão e/ ou atividade dos genes de reparo do DNA em 

etapas iniciais da carcinogênese tireóidea.  De fato, já foi descrito que ocorre a perda gradual dos 

genes de reparo de DNA ao longo da progressão do câncer da tireoide (Hu e cols., 2015). 
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Os defeitos na via de HR estão relacionados à radiossensibilidade nas células neoplásicas, 

predispondo-as a acumular DSB não reparadas, um tipo letal de dano do DNA (Choudhury e 

cols., 2009). A superexpressão de miR-10b-5p atenua a viabilidade celular e compromete a 

proliferação das células normais e neoplásicas da tireoide após serem irradiadas. Dessa maneira, 

esses efeitos podem ser devido à deficiência da ativação da via de HR após a irradiação, 

resultando no acúmulo de DSB, embora o efeito estimulatório de miR-10b-5p sobre a 

proliferação dos tireócitos não possa ser excluído. Dado que miR-10b-5p estimula a proliferação 

do tireócito, é esperado que os níveis de expressão desse miRNA estejam diminuídos na primeira 

hora após a irradiação, quando as células param de proliferar para reparar os danos no DNA. 

Uma vez reparados os danos no DNA, seis horas após o insulto no caso das células FRTL-5 

CL2, a expressão de miR-10b-5p é induzida para recuperar a proliferação celular. Além disso, a 

RI afeta independentemente a função mitocondrial e o DNA. Portanto, uma vez que miR-10b-5p 

estimula a proliferação e afeta negativamente o reparo pela via de HR, as células que 

superexpressam esse miRNA são mais susceptíveis à RI. Apesar do ensaio de viabilidade MTT 

ser a metodologia mais usada para aferir a sobrevivência celular após a irradiação (Slavotinek e 

cols., 1994), foi descrito que altas doses de radiação (> 1 Gy) impactam na eficiência do ensaio 

ao afetar a atividade da desidrogenase mitocondrial e, portanto, os resultados obtidos com esse 

ensaio são menos pronunciados do que aqueles observados usando a contagem do número de 

células com azul de tripan (Buch e cols., 2012, Chung e cols., 2015). Nossos resultados 

contrastam com os encontrados nas células de glioblastoma, cujo papel do miR-10b foi o de 

promover a radiorresistência (Zhen e cols., 2016), sugerindo que o efeito do miR-10b-5p sobre a 

sensibilidade à RI seja dependente do contexto celular, como já reportado para outros miRNAs 

(Czochor & Glazer, 2014). Um bom exemplo é o miR-205, que induz a radiorresistência nas 

células de carcinoma de nasofaringe (Qu e cols., 2012), porém, sensibiliza as células de câncer 

de mama à RI (Zhang e cols., 2014).  

No terceiro capítulo da tese, caracterizamos o papel de DICER1 na proliferação e 

diferenciação da tireoide, um assunto ainda muito controverso na literatura. DICER1 é uma 

enzima chave no processamento dos miRNAs e as suas funções no desenvolvimento e câncer 

vêm sendo exploradas amplamente. A desregulação de DICER1 tem sido descrita no câncer da 

tireoide (de Kock  e cols., 2014; Costa e cols., 2015; Yoo e cols., 2016) e a sua superexpressão 
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foi associada ao comportamento mais agressivo do CPT (por exemplo, extensão extratireoidiana 

e metástase à distância) (Erler e cols., 2014). Nossos resultados mostram que os níveis de RNAm 

de DICER1 estão aumentados em 70% dos CPT e 42% dos CAT analisados em comparação às 

tireoides saudáveis. O número limitado de amostras pode contribuir para as diferenças 

encontradas nos nossos resultados e os depositados no banco de dados do TGCA (Cancer 

Genome Atlas Research Network, 2014), bem como as diferentes metodologias empregadas para 

avaliar a expressão gênica de DICER1 podem contar para a magnitude dos níveis de RNAm. Em 

contrapartida, os níveis proteicos de DICER1 estão reduzidos nas amostras de CPT, como 

depositado no banco de dados TGCA (Cancer Genome Atlas Research Network, 2014). A 

discrepância entre os níveis de RNAm e proteína de DICER1 já foi descrita em diversos 

trabalhos (Jakymiw e cols., 2010; Erler e cols., 2014), indicando que mecanismos pós-

transcricionais poderiam regular os níveis proteicos de DICER1 nos tecidos neoplásicos. De 

forma interessante, DICER1 é subexpressa em todas as linhagens de câncer de tireoide testadas. 

Esses resultados podem ser associados ao papel crítico dos miRNAs e, consequentemente, de 

DICER1 para a diferenciação da tireoide (Frezzetti e cols., 2011; Rodriguez e cols., 2012). Além 

disso, as linhagens de câncer da tireoide exibem um fenótipo desdiferenciado quando comparado 

aos tumores in vivo das quais são originárias (Saiselet e cols., 2012) ou simplesmente devido ao 

elevado número de passagens celulares em cultura.  

O efeito de DICER1 sobre a proliferação celular ainda é controverso. Nossos dados 

apontam que DICER1 estimula a proliferação dos tireócitos e, portanto, está de acordo com os 

resultados encontrados nos modelos de camundongo knockout para DICER1, cuja perda leva à 

diminuição do tamanho da glândula tireoide (Frezzetti e cols., 2011; Rodriguez e cols., 2012). 

Paradoxalmente, os autores relataram o aumento do número de células positivas (Rodriguez e 

cols., 2012) para o marcador de divisão celular BrdU (Muskhelishvili e cols., 2003), o que 

poderia ser explicado parcialmente pelo hipotireoidismo severo e o aumento dos níveis séricos 

de TSH induzidos pela perda de DICER1 nesse modelo. Inesperadamente, observamos o 

aumento da porcentagem de células PCCl 3 na fase S do ciclo celular após o silenciamento de 

DICER1, indo no sentido oposto dos dados de proliferação, da expressão das ciclinas e 

viabilidade celular encontrados nas mesmas condições. A nossa hipótese é a que a perda de 

DICER1 interfira com a replicação do DNA e promova a parada ciclo celular na fase S. Esta é 
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uma hipótese plausível, uma vez que DICER1 é importante para o reparo do DNA (Tang & Ren, 

2012) e, em condições fisiológicas, os tireócitos produzem grandes quantidades de espécies 

reativas de oxigênio e nitrogênio (Song e cols., 2007) e, logo, são mais sujeitos aos danos no 

DNA. Sobretudo, foi descrito que a perda monoalélica e não bialélica de DICER1 tem efeito 

tumorigênico in vivo e, portanto, os níveis de expressão de DICER1 são determinantes para o seu 

efeito sobre a proliferação celular (Kumar e cols., 2009; Lambertz e cols., 2010). Desse modo, 

enquanto a perda parcial de DICER1 seria vantajosa para o tumor, a perda massiva de sua 

expressão poderia comprometer a viabilidade e proliferação do tireócito. De fato, o tamanho da 

glândula tireoide dos camundongos knockout para DICER1 é menor do que os heterozigotos para 

esse gene (Frezzetti e cols., 2011), corroborando os nossos dados de silenciamento de DICER1 

(knockdown) na linhagem celular PCCl 3.  

De maneira interessante, os miRNAs miR-21-5p e miR-125-5p, que têm como alvos 

genes envolvidos na diferenciação e proliferação da tireoide, além de serem modulados por 

DICER1 (Fuziwara & Kimura, 2016), estão regulados negativamente nos modelos celulares de 

inibição e superexpressão de DICER1 utilizados no nosso estudo. Estes dados sugerem que a 

regulação fina da expressão de DICER1 seja fundamental para a manutenção do processamento 

dos miRNAs. Além disso, a perda da expressão de DICER1 induziu o fenótipo desdiferenciado 

nas células PCCl 3 apesar da superexpressão da mesma não causar qualquer modificação na 

expressão dos marcadores de diferenciação tireóideos, indicando que a expressão basal de 

DICER1 seja importante para a manutenção da diferenciação da tireoide. Nossos dados 

corroboram os publicados previamente, nos quais a perda da expressão gênica de DICER1 afetou 

a arquitetura tecidual da tireoide, bem como a função e diferenciação tireoidiana, levando à 

aquisição de características semelhantes às encontradas nas células neoplásicas (Frezzetti e cols., 

2011; Rodriguez e cols., 2012). 

 O domínio RNase IIIb de DICER1 é frequentemente mutado nos tumores de ovário não-

epitelial (Witkowski e cols., 2013) e endométrio (Chen e cols., 2015). A mutação E1813G, 

localizada no domínio IIIb de DICER1, foi identificada consistentemente em 5-8% dos casos de 

câncer da tireoide (de Kock  e cols., 2014; Costa  e cols., 2015; Yoo e cols., 2016). Nossos 

achados mostram que esta mutação impacta negativamente na proliferação e no processamento 
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dos miRNAs mediados por DICER1. De fato, essa mutação pode reduzir parcialmente a 

atividade enzimática de DICER1, uma vez que é predita como deletéria ao inibir a função do 

domínio RNase IIIb, o que levaria à falha da clivagem dos miRNAs no braço 5’ dos pré-

miRNAs (Kurzynska-Kokorniak e cols., 2015). Tal efeito vai ao encontro da incapacidade de 

DICER1 mutada de processar os miRNAs miR-21-5p, miR-33-5p, miR-125-5p e miR-296-5p, 

quando comparado à DICER1 selvagem nas linhagens de câncer da tireoide selecionadas para 

este estudo. Além disso, não podemos excluir a contribuição de outras mutações somáticas e 

germinativas no gene de DICER1 para a transformação celular. De fato, mutações germinativas 

no gene que codifica DICER1 predispõem o indivíduo à síndrome de DICER1, uma doença rara 

associada ao desenvolvimento pleiotrópico de tumores, como blastoma pleuropulmonar familial, 

nefroma quístico multilocular, tumores de células Sertoli-Leydig no ovário, além de diversas 

anormalidades tireoidianas, como o bócio multinodular e o CDT (Slade e cols., 2011, de Kock e 

cols., 2014).  

  No quarto capítulo da tese, propusemos, pela primeira vez, um modelo baseado na 

expressão dos miRNAs para classificar o status de exposição à RI em amostras de CPT usando o 

banco de dados TCGA. A principal vantagem do nosso estudo foi a de analisar a expressão de 

miRNAs, previamente descritos no capítulo 2 dessa tese e num trabalho prévio (Nikiforova e 

cols., 2011), que eram regulados pela RI (1-10 Gy) em células normais de tireoide em etapas 

iniciais da carcinogênese. A escolha do conjunto de miRNA a ser avaliado foi fundamental para 

análises posteriores porque a RI atua tanto como iniciadora quanto promotora da carcinogênese 

da tireoide (Caudill e cols., 2005). Dos 31 miRNAs selecionados para o estudo, apenas dois 

foram diferencialmente expressos entre os grupos exposto e não exposto à RI. Dado que os 

miRNAs estão envolvidos na resposta ao dano no DNA (Majidinia & Yousefi, 2016), é esperado 

que uma parte desses miRNAs fossem regulados de maneira transiente em reposta à RI e se 

mantivessem inalterados durante o processo de carcinogênese da glândula. A expressão dos hsa-

miR-34a e hsa-miR-1249 nos permitiu predizer de maneira acurada se o paciente com CPT havia 

sido exposto à RI. De fato, miR-34a é induzido pela RI em células normais e tumorais em 

experimentos in vitro e in vivo, independente do tipo celular (Lacombe & Zenhausern, 2017). De 

maneira, a indução da expressão de  miR-34 pela RI é mais acentuada em camundongos jovens 

do que nos adultos (Liu e cols., 2011), o que vai ao encontro da maior radiossensibilidade 
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observada em indivíduos jovens (<5 anos) descrita a partir de estudos epidemiológicos com 

sobreviventes do acidente nuclear de Chernobyl em 1986 (Pacini e cols., 1997). O fato do miR-

34a também ser detectado no sangue de pacientes irradiados (Liu e cols., 2011) acende a 

possibilidade do seu potencial uso clínico como biomarcador de exposição à RI.    

Dentre todas as fusões gênicas relacionadas à RI no CPT (Ricarte-Filho e cols., 2013), 

apenas RET/PTC1, RET/PTC3 e ETV6/NTRK3 foram detectadas na nossa população de estudo. 

Apesar dessas alterações moleculares serem frequentemente associadas à RI, somente um caso 

foi positivo para ETV6/NTRK3 e havia o histórico confirmado de exposição à RI, sugerindo que 

outros fatores poderiam estar envolvidos nas formações destas fusões gênicas. Além disso, tais 

alterações moleculares, especialmente os rearranjos RET/PTC1 e RET/PTC3, estão associadas à 

pior evolução clínica dos pacientes com CPT quando comparado aos negativos para esses 

rearranjos cromossômicos, sendo descritas maiores frequências de doença avançada (pT3/pT4) e 

disseminação para linfonodos ao diagnóstico com rápida progressão da doença nesses pacientes 

(Rabes e cols., 2000). Nesse sentido, o modelo otimizado proposto no capítulo 4, baseado na 

expressão dos quatro miRNAs (hsa-let-7c, hsa-let-7d, hsa-miR-127 e hsa-miR-377) 

diferencialmente expressos entre os grupos positivo e negativo para tais fusões gênicas 

relacionadas à RI,  foi capaz de identificá-las em amostras de CPT com alta acurácia, 

sensibilidade e especificidade. De fato, parte desses miRNAs, como let-7d e miR-127 já haviam 

sido associados aos rearranjos RET/PTC (Cahill e cols., 2006). 

Em concordância com a sua importância para a resposta à RI (Lacombe & Zenhausern, 

2017), nossos achados apontam que o hsa-miR-34a tem como alvo as vias de replicação do 

DNA, ciclo celular, P53 e PI3K-Akt que, por sua vez, são comumente desreguladas em diversos 

tipos de tumores, incluindo os da tireoide (Cancer Genome Atlas Research Network, 2014). 

Além disso, os miRNAs hsa-let-7c e hsa-let-7, cuja função na DDR já foi relatada anteriormente 

(Metheetrairut & Slack, 2013), compartilham das mesmas vias de sinalização alvo do hsa-miR-

34a. A família let-7 atua como supressora de tumor no CPT ao reduzir a expressão do oncogene 

RAS, afetando negativamente à ativação da via de MAPK e, consequentemente, à proliferação 

celular (Johnson e cols., 2007; Ricarte-Filho e cols., 2009). A função do miR-1249 no contexto 

da tireoide ainda é desconhecido. Têm sido relatado que o miR-1249 atua como oncogene nos 
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hepatocarcinoma (Ye e cols., 2017) e glioma (Fang e cols., 2018). Tomados em conjunto, os 

miRNAs regulados pela RI e selecionados para este estudo impactam em vias de sinalização 

fundamentais para o crescimento e função da tireoide, resposta ao estresse genotóxico, assim 

como na transformação neoplásica e progressão tumoral (Cancer Genome Atlas Research 

Network, 2014). 

  As maiores vantagens do nosso modelo são: os miRNAs são relativamente estáveis e a 

sua expressão poderia ser avaliada em tecidos fixados em formalina e embebidos em parafina 

(Liu & Xu, 2011); a identificação dos CPT relacionados à RI independente da presença dos 

rearranjos cromossômicos ligados à RI; potencial de ser inserido na prática clínica devido ao seu 

baixo custo e maior acurácia, especificidade e sensibilidade. Por outro lado, as limitações do 

nosso trabalho são a falta de informação sobre o tipo e dose absorvida de radiação nas amostras 

do TCGA e estudos confirmatórios em coortes independentes são necessários para validar os 

nossos achados. 
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6 CONCLUSÕES 

Em suma, a exposição à RI afeta a eficiência da maquinaria de reparo das DSB pela via 

de reparo do DNA por recombinação homóloga, refletindo no reparo tardio e acúmulo dessas 

lesões nas células normais da tireoide. Embora a alteração do perfil de metilação do DNA seja 

importante para a progressão do câncer da tireoide, esse mecanismo epigenético parece não estar 

envolvido diretamente na regulação da expressão gênica e eficiência da maquinaria de reparo do 

DNA e dos níveis globais de metilação do DNA das células tireoidianas irradiadas. Sobretudo, 

nossos resultados revelam que a regulação do perfil de expressão dos miRNAs parece ser 

importante na resposta à RI, particularmente os miR-199a-3p e miR-10b-5p que, por sua vez, 

regulam genes relevantes para a fisiopatologia da tireoide, como LIN28b e DICER1, 

respectivamente. Nossos dados demonstram que DICER1 está subexpressa no CPT e apontam a 

repressão da tradução de DICER1 por miR-10b-5p como um novo mecanismo de regulação pós-

transcricional de DICER1 nas células neoplásicas. Além disso, foi demonstrado que a regulação 

fina de DICER1 e, logo, o processamento dos miRNAs é fundamental para a manutenção da 

diferenciação e proliferação do tireócito. Nossos achados podem ter relevância clínica para a 

compreensão de alguns mecanismos envolvidos na carcinogênese da tireoide, bem como para 

novas perspectivas de estratégias terapêuticas para o tratamento do CAT. O papel de miR-10b-5p 

de promover radiossensibilidade nas células normais e de câncer da tireoide nos leva à 

hipotetizar que a sua superexpressão nas neoplasias malignas tireoidianas, especialmente os 

CAT, poderia melhorar a resposta à radioterapia. Por fim, os modelos preditivos baseados na 

expressão dos miRNAs regulados pela RI foram capazes de classificar de forma acurada os 

pacientes com CPT expostos à RI e as fusões relacionadas à RI em amostras do banco de dados 

TCGA. Nossos resultados, podem ajudar na identificação de pacientes com histórico de 

exposição à RI, que podem evoluir com uma doença mais agressiva. Contudo, são necessários 

estudos confirmatórios em coortes independentes de CPT.  
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Figura 8. Principais achados da tese de doutorado. (A) A desregulação da metilação do 

DNA não parece ser mecanismo epigenético envolvido na regulação da expressão gênica e 

eficiência da maquinaria de reparo do DNA das células tireoidianas irradiadas; (B) Os miR-

10b-5p e miR-199a-3p, regulados pela RI, afetam negativamente o reparo das quebras 

duplas do DNA por recombinação homóloga nas células da tireoide; (C) A indução de miR-

10b-5p promove radiossensibilidade nas células da tireoide irradiadas, incluindo as células 

oriundas de tumores anaplásicos (8505c), refratário a todas as terapias convencionais, 

incluindo a radioterapia; (D) O miR-10b-5p inibe a expressão de DICER1 pela repressão da 

tradução do RNA mensageiro que, por sua vez, está subexpressa nos CPT, o que poderia 

contribuir para a perda de diferenciação e o aumento da proliferação celular no processo de 

carcinogênese da tireoide; (E) Os miRNAs, regulados pela RI, são capazes de classificar de 
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forma acurada os pacientes com CPT expostos à RI e as fusões relacionadas à RI em 

amostras do banco de dados TCGA.  
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8 ANEXOS 

8.1 ANEXO I- REVISÃO SISTEMÁTICA SOBRE RADIAÇÃO IONIZANTE
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8.2 ANEXO II- ARTIGO SOBRE OS RNAS LONGOS NÃO CODIFICANTES NO CPT 
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