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rais ¢ a via TGFp. Assim, avaliaremos o efeito de miR-17-92 na via
TGFp durante a ativagio de BRAF ¢ sua influéncia na oncogéne-
se tiroidiana. Materiais ¢ métodos: A linhagem PCCI3 (tirécito
normal de rato) foi modificada para expressar BRAFT1799A sob
estimulo de doxiciclina (BRAF9-6), ou para superexpressar miR-
17-92 (PCCI3-miR-17-92). As linhagens BRAF9-6 sem doxicicli-
na e PCCI3-¢ (plasmideo vazio) toram utilizadas como controle. A
expressio de miR-17-92 foi avaliada por RT-PCR ¢m tempo real
pelo mérodo Stem-loop, ¢ a expressio de proteinas componentes da
via de sinalizagio TGE, Smad4 e Tgtbr2 foi avaliada por Western-
-blotting; a responsividade dessa via ao TGFB exdgeno foi avaliada
apos tratamento com TGEFp recombinante (1-2 ng/mL) ¢ ensaio de

gene reporter com o plasmideo p3TP-lux, que contém sequéncias,._

responsivas a ativagio da via TGEFp. A viabilidade celular foi avaliada
pelo ensaio MTT ¢ a proliferagio, por meio de contagem celular.
Resultados: A ativagio do oncogene BRAF aumenta a expressio
do cluster miR-17-92 ¢ reduz a expressio de Smad4 ¢ Tgfbr2. A
superexpressio de miR-17-92 (PCCI3-miR-17-92) reduz a expres-
sdo proteica de Smad4 ¢ Tgtbr2, que se reflete em resposta reduzida
ao efeito inibitério do TGFf exdgeno. O ensaio de gene reporter
{3TP-lux) mostra aumento da atividade luciferase em 8 ¢ 12 ve-
zes apos o tratamento da linhagem PCCI3-¢ com 1 ng/ml ¢ 2 ng/
mL de TGFp respectivamente, enquanto aumento de 4 e 6 vezes ¢
observado em PCCI3-miR-17-92. Além disso, observa-se aumento
da proliferagio e viabilidade de PCCI3-miR-17-92 em 18% e 9%,
respectivamente, comparado com PCCL3-¢. Conclusido: miR-17-
92 participa da oncogénese mediada por BRAF ao reduzir Smad4
e Tgtbr2 e restringir a responsividade da célula folicular tiroidiana
ao TGF, além de induzir a proliferagio ¢ incrementar a viabilidade
celular. Esse efeito de miR-17-92 poderia contribuir com a refrata-
ricdade ao sinal antimitogénico de TGFP, comumente observada no
cancer de tiroide. Apoio financeiro: Fapesp: 2010,/51704-0.
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A incidéncia de cincer de mama (CM) tem aumentado de maneira
alarmante nos dltimos anos. Diversas pesquisas conduziram a des-
coberta de amphiregulin (AREG) como um oncogene, tendo sua
expressio relacionada com diversos tipos de cinceres. Nosso grupo
evidenciou a agio do T3 sobre diferentes genes em células de cancer
de mama, por meio de microarray, porém nesse estudo nio foi ava-
liado 0 mecanismo de agio pelo qual o T3 regula a expressio desses
genes ¢ o envolvimento do ER. A relagio entre a expressao de AREG
¢ a presenga de HT permanece desconhecida, portanto, o objetivo
do presente estudo foi verificar a agio nuclear ¢ extranuclear do T3
na expressio génica do oncogene AREG em linhagens celulares de
adenocarcinoma de mama, MCF-7 ¢ MDA-MB-231. As linhagens
celulares foram submetidas ao tratamento com 10-8M de T3 nos
tempos de 10°, 30°, Th e 4h, na presenga ou auséncia de Fulvestrant
(ICI 182,780), inibidor do ER, actinomicina D (ACTD) - inibidor
da expressio génica, ciclo-hexamida (CHX), inibidor da sintese pro-
teica, ¢ LY294002 — inibidor da via PI3K. O mRNA de AREG foi
analisado pela téenica de RT-PCR. Para a analise dos dados, foi utili-
zado ANOVA complementado com teste de Tukey e adotada signi-
ficincia minima de 5%. O T3 elevou os niveis de expressdo génica de
AREG, em relagio ao grupo controle, nas duas linhagens celulares,
independente dos tempos de incubagio. Nosso trabalho confirma
que a expressio génica de AREG estd aumentada na presenga T3,
em ambas as linhagens ¢ em todos os tempos estudados. Os dados
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desse estudo indicam que T3 pode agir por meio de ER, diminuindo
a expressio de AREG apos 30" de tratamento nas células MCF-7 ¢
nio alterando a expressao desse gene nas células MDA-MB-231, as
quais ndo possuem ER. Além disso, podemos sugerir que a agio de
T3 sobre a expressio génica de AREG ocorre de forma indireta. O
T3 mantém a expressio de AREG mesmo apos a inibigio da transcri-
¢ido. E a ativagdo da via PI3K pelo T3 ¢ necessdria para a modulagio
do gene AREG em ambas as linhagens estudadas. Apoio financeiro
— Fapesp: 2009/15607-2.
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Bistenol A (BPA) ¢ um componente de materiais plisticos ja implica-
do como desregulador enddcerino pelas constatagoes iniciais de suas
aghes estrogénicas ¢ sua agdo no eixo gonadal. Posteriormente, foi
constatada sua agio de antagonista sobre os receptores do hormo-
nio tiroidiano (TR) én vitre ¢ em alguns estudos in véive. O objetivo
desse estudo foi analisar a agao do BPA no eixo hipotilamo-hipofise-
-tiroidiano ¢ na expressio de genes regulados pelo hormonio tiroi-
diano {1 vive, para isso ratas Wistar (90d) foram cruzadas, ¢ o inicio
da gestagdo foi confirmado por esfregago vaginal. A prole de machos
foi acompanhada desde o 237 dia até o 1022 dia apds o nascimento
(PND). O periodo de lactagio se estendeu até o PND22 ¢, apds
esse periodo, os animais tiveram dgua ¢ ragio comercial ad Fbitiom.
Os tratamentos iniciaram-se no PND23 ¢ encerraram-se no PNDSS,
com duragio de 36 dias de tratamento, nas doses didrias de 5 ¢ 25
mg/keg (grupos teste) ou 0 mg,ke (grupo controle). No PND102, a
prole masculina (n = 10/grupo) foi decapitada ¢ o sangue do tronco
foi coletado para a realizagio de dosagens hormonais (TSH, T3 e
T4). RNA total foi extraido do hipotilamo, hipéfise, figado e cora-
¢do. Analisaram-se a expressao génica da isoforma beta da tirotropina
(Tshb, desiodases tipo 1 ¢ 3 (Diol ¢ Dio3), isoformas alfa e beta dos
TRs, hormonio liberador do TSH (Trh), e as isoformas alfa ¢ beta
da cadeia pesada da miosina cardiaca (a-Mhe ¢ b-Mhe). Observou-
-s¢ que os animais tratados mostraram tendéncia a aumento de TSH
com paradoxal tendéncia a aumento de T3 total, padrao semelhan-
te ao da sindrome de resisténcia aos hormonios troidianos (RHT).
Contraditoriamente, os animais apresentaram queda dos niveis de T4
com o tratamento com BPA, o que poderia ser explicado em parte
pelo aumento de expressio de Diol observado no tecido hepitico.
Na hipofise, o Tshb teve sua expressio génica aumentada nos animais
expostos ao BPA, enquanto a de Dio3 foi reprimida, No coragio,
houve diminuigio dos niveis dos transcritos de a-Mhe, enquanto os
de b-Mhe permaneceram inalterados. O padrio de expressio géni-
ca apresentado por esses animais ¢ semelhante ao dos animais com
hipotiroidismo, podendo ser justificado pela agio de antagonista de
TR do BPA observada em outros estudos. Porém, estudos funcionais
adicionais sio necessdrios para esclarecer se essas alteragdes sio devi-
do a essa agio antagonista do BPA sobre o TR ou sua agio estrogéni-
ca em um mecanismo de regulagio associada ao T3,
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Introducio: Polimorfismos no proto-oncogene RET tém sido im-
plicados na patogenese ¢ progressio do carcinoma medular da tiroide
{CMT). A presenga da variante genética silenciosa 583658 tem sido
associada com o nisco de desenvolver ou modificar o curso clinico do
CMT. No entanto, o mecanismo exato com que esse polimorfismo
exerce seu efeito ainda é pouco compreendido. Uma das hipoteses
¢ que outras variantes funcionais do RET possam estar em desequi-
librio de ligagao com o polimorfismo S8368, sendo essas capazes de
modular a expressio génica. Em pacientes com doenga de Hirschs-
prung, polimorfismos das regioes 3'UTR do RET foram associados
com risco e/ou protegio para o desenvolvimento dessa patologia.
Objetivo: Avaliar a frequéncia dos polimorfismos 1576759170 ¢
rs3026785 da regiio 3'UTR do proto-oncogene RET em pacientes
com CMT e verificar a presenga de desequilibrio de ligagio com
variante $836S. Métodos: Foram incluidos pacientes com CMT he-
reditdrio ou esporiadico atendidos no Servigo de Endocrinologia do
Hospital de Clinicas de Porto Alegre. O DNA foi extraido a partir
de sangue periférico ¢ as variantes 58368 ¢ 3'UTR (rs76759170 ¢
rs3026785) foram genotipadas utilizando ensaios TagMan {Applied
Biosystems, CA, USA). Os haplotipos foram construidos com base
na combinagao das variantes alélicas ¢ suas frequéncias foram inferi
das usando o programa Phase 2.1. Resultados: Duzentos ¢ noventa
¢ oito pacientes foram genotipados (168 hereditarios ¢ 130 espord-
dicos). A idade média dos pacientes foi de 35 (£18) anos ¢ 51,3%
foram do sexo feminino. A frequéncia do polimorfismo 88368 foi
4.,8%, enquanto das variantes 3UTR (1576759170 ¢ rs3026785) foi
de 5%. Observamos um forte desequilibrio de ligagio (DL) entre as
duas variantes UTR (|D’] = -1; 12 = 1) ¢ destas com o polimorfismo
S836S (|Df| =-1; 17 = 0,989). Nio observamos associagio entre esses
polimorfismos ¢ niveis de calcitonina, CEA, presenca de feocromo-
citoma ¢ hiperparatireoidismo (P > 0,05). No entanto, individuos
portadores das variantes gendéticas 3'UTR do RET apresentaram
doenga metastatica em idade mais jovem, quando comparados a in-
dividuos ndo portadores (I’ = 0,001). De modo interessante, andlises
de bioinformdtica sobre a estrutura e flexibilidade do RNAm previ-
ram diferentes caracteristicas para fragmentos normais ¢ polimor-
ficos. A sequéncia contendo os polimorfismos 3’UTR apresentou
maior nimero de trechos de fita dupla ¢ maiores niveis de energia
livre, sugerindo uma maior estabilidade estrutural ¢ termodindmica
no fragmento polimorfico. Conclusao: Nossos resultados demons-
tram associagdo de variantes genéticas do proto-oncogene RET com
desenvolvimento de CMT metastitico em idade mais jovem ¢ cor-
roboram a hipétese de que outras variantes em desequilibrio de li-
gagio com o polimorfismo 8368 podem explicar seu cfeito sobre a
patogénese da doenga.
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Introducio: A despeito de um bom progndstico na maioria dos ca-
s0s, 0 mancjo do ciancer diterenciado de tircoide (CDT) ainda carece
de avangos em casos que envolvem doenga mais agressiva. O uso

crescente da Biologia Molecular na Oncologia vem ganhando forga
como uma ferramenta util no manejo de diversos tipos de cancer.
Além da abordagem tradicional de busca de mutagoes relacionadas
a tipos especificos de cincer, o estudo de caracteristicas cpigenéti-
cas emerge como uma nova modalidade de andlise ¢ predigio do
comportamento dos tumores. HOPXB ¢ um gene homeobox com
tungio de supressao tumoral, cuja hipermetilagio e consequente re-
pressio tém sido estudadas em diversos tipos de cincer (pulmio,
esofago, estdmago, pincreas, colon ¢ ttero). Em cincer de colon,
a hipermetilagio do gene HOPXP confere fendtipo mais agressivo
e piora do progndstico. HOPXP possui papel controlador de di-
versas oncoproteinas (Cyr6l, EMP1, EphA2, c-Fos, c-Jun, EGRI
¢ GLUT-3). Objetivos: Analisar o perfil de expressao genica do
gene homeobox HOPXE em amostras de CDT, comparando com
o tecido ndo tumoral adjacente ¢ buscar correlagdo com a presenga
da mutagio BRAFVG00OE. Material ¢ métodos: Foram extraidos
10 pares de amostras de tecido tumoral (T) e nio tumoral (NT)
adjacente de pacientes com diagnastico de carcinoma papilifero de
tireoide. As amostras foram conservadas em nitrogenio liquido. Foi
procedida extragio de DNA genomico (QIAmp DNA Mini) ¢ RNA
total pelo mérodo Trizol. Realizaram-se amplificagiao por PCR em
termo-ciclador Verit (Applied Biosystems) do Exon 15 do gene
BRAF ¢ sequenciamento direto no equipamento ABI 377. Foram
realizadas sintese de ¢cDNA (Invitrogen) ¢ quantificagio da expres-
530 geénica por RT-PCR em tempo real do gene HOPx, usando
Rotor-Gene 3000 ¢ estojo SYBR Green qPCR SuperMix-UDG. O
gene S8 foi utilizado como controle interno para normalizagio da
cxpressdo. Para cdleulo da expressio génica, foi empregado o méro-
do AACT. A comparagio da expressio génica entre tecidos NT e T
foi realizada utilizando testes de Wilcoxon; as analises, considerando
a presenga da mutagio BRAF realizada com o teste Kruskal-Wallis.
Resultados: Verificou-se significativa redugio (54%) da expressao
génica de HOPXp nas amostras T quando comparadas com as NT
(2,74 = 267 vs. 1,48 + 0,92) (p £ 0,05). Entre as amostras tumo-
rais, 7,/10 apresentaram redugio de expressio do gene HOPXB ao
comparar tecido NT ¢ 40% dos pacientes apresentaram a mutagio
BRAF VO0OE. Nio houve correlagio entre a mutagio BRAF VOOOE
e redugio da expressio do HOPXP. Conclusio: Esses achados pre-
liminares indicam que o gene HOPXp estd marcadamente suprimido
em tecido tumoral no subgrupo de pacientes com carcinoma pa-
pilifero de tircoide. Estudos adicionais podem elucidar ¢ confirmar
a importincia do gene HOPXP na génese e progressio do CDT,
propiciando a criacio de novos alvos terapéuticos.
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Introdugio: Nosso grupo observou uma redugio da expressio de
ABI3 em lesoes malignas de carcinomas da tiroide humana quando
comparadas as benignas. Demonstramos que a reexpressio de ABI3
in vitrp em linhagem de carcinoma folicular (WRO) diminui a in-
vasividade, migragio, crescimento e viabilidade celular, associados
a um aumento da senescéncia, ¢ diminui a capacidade de formagio
de tumor i1 vive. Esses dados sugerem que ABI3 desempenha um
importante papel na carcinogénese, atuando como um potencial su-
pressor tumoral. Porém, ainda ndo ¢ conhecido o mecanismo gené-
tico /epigenético associado a sua perda de expressio nos carcinomas
da tiroide. Objetivos: Investigar possiveis ilhas ou sitios CpG na
regido promotora do gene ABI3 e avaliar se a hipermetilagio das
regioes candidatas no gene ABI3 podem estar associadas a sua perda
da expressio nos carcinomas da tiroide. Metodologia: As analises in
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