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1 Introducao

O cancer de tireoide (CT) ¢ a neoplasia endocrina mais comum nos carcinomas de
cabeca e pescoco. O projeto Globocan da Organizacdo Mundial da Saude (OMS), verificou
que o CT estava em nono lugar em incidéncia global em 2020 (SUNG et al., 2021). Quanto
aos seus subtipos, deve-se verificar primeiramente o tipo celular inicial da neoplasia, podendo
ser células epiteliais foliculares ou células C parafoliculares. A primeira originando os
subtipos papilar, folicular, oncocitico e anaplasico, ¢ a segunda dando origem ao subtipo
medular. Dentre eles, o carcinoma papilifero de tireoide (CPT) ¢ o mais comum, com uma
incidéncia de 80-90% dos casos, porém com bom prognéstico. Os procedimentos para
investigacdo de CT incluem exames de imagem e a puncao aspirativa por agulha fina (PAAF)
realizada em nddulos suspeitos. Apds a confirmagdo da neoplasia, os tratamentos atuais
incluem a tireoidectomia parcial ou total, juntamente com a retirada dos ganglios linfaticos
adjacentes afetados, se necessario (INCA, 2023).

Os componentes do sistema purinérgico podem servir como base para serem
investigados durante o diagnoéstico. Ele estd envolvido nas respostas celulares imunes, na
producao de mediadores inflamatdrios, secre¢ao de fatores de crescimento, migragdo celular e
apoptose celular, principalmente o Trifosfato de Adenosina (ATP) e as purinas que estdo
envolvidos nas vias de modulag¢do e fisiopatologia do cancer (CAVALHEIRO, 2019; IDZKO,
2014). Os nucleotideos ATP, adenosina difosfato (ADP), adenosina monofosfato (AMP) e o
nucleosideo adenosina (ADO) fazem parte desse processo como importantes sinalizadores,

além das enzimas ectonucleotidases (CD39 e CD73), que hidrolisam os nucleotideos, e os
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receptores P1 e P2, que respondem a estes. O ATP ¢é considerado um importante mecanismo
de interacdo entre hospedeiro e tumor (DI VIRGILIO, 2012). O presente trabalho se justifica
ao apresentar novas evidéncias de biomarcadores do sistema purinérgico envolvidos em
alteragdes da tireoide, assim, contribuindo para a implementacdo de métodos diagndsticos que

possibilitem mais precisdo e terapias individualizadas.

2 Objetivos
Avaliar a expressdo génica de componentes do sistema purinérgico em pacientes

investigados para CT e em individuos sem a doenga.

3 Metodologia

Estudo transversal de andlise quantitativa, com um total de 13 participantes
organizados em dois grupos: grupo controle (GC, n=8) e grupo de pacientes investigados para
CT (CT, n=5). Os participantes estavam em processo de investigagao para CT, atendidos em
uma clinica no municipio de Chapecd-SC. Todos assinaram o termo de consentimento livre e
esclarecido (TCLE), sob o parecer do CEP niimero 5.916.906. Foram incluidos participantes
maiores de 18 anos, de ambos os sexos, que passaram por consulta médica com
endocrinologista e foram submetidos a procedimento cirurgico para realizagdo de biopsia da
tiredide por PAAF. Foram excluidos pacientes com outros tipos de cancer, simultdneo ou
anterior, gestantes e pessoas com doengas cronicas nao transmissiveis. O GC foi selecionado
através de busca ativa aleatéria e contato prévio, sendo pareados por idade (trés anos a mais
ou a menos) e sexo com o grupo de pacientes, e sem diagnostico passado ou atual de cancer.

A PAAF na tireoide foi realizada por profissional médico especialista, que faz parte
da equipe de pesquisa. A coleta de 30 ml de sangue periférico foi realizada por enfermeira,
em tubos Vacutainer® (BD Biosciences). As amostras sanguineas foram processadas para
obtencao de células polimorfonucleares (PBMCs). A expressao dos genes alvos (CD39, CD73
e P2X7) foi avaliada pela técnica de RT-qPCR. A extragdo de RNA foi realizada com o
reagente Trizol, de acordo com as especificagcdes do fabricante. O RNA isolado foi tratado
com a enzima DNAse. As concentragdes ¢ pureza dos RNAs foram determinadas com o
espectrofotometro “Nanodrop®" (Thermo Scientific). A retrotranscri¢ao de até 2 ug de RNA
para sintese de cDNA foi realizada com o kit "High Capacity cDNA Reverse Transcription"

(Applied Biosystems), conforme as especificacdes do fabricante. Foram preparadas solugdes
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de uso do cDNA a 20 ng/ul.

As reagdes de RT-qPCR foram realizadas no termociclador QIAquant 96 5 plex
(Qiagen), com o protocolo "Sybr Green" (Applied Biosystems). A analise da expressdo génica
por quantificacdo relativa foi realizada pelo método do Ct comparativo. Em 10 pl de volume
de reacdo, foram adicionados 2 ul de cDNA (40 ng), 20 uM dos primers forward e reverse € 5
ul de "Sybr Green". ApoOs a andlise das temperaturas de dissociacdo, foi comparada a
expressao dos genes alvos entre as amostras dos dois grupos. O gene da actina B (ACTB) foi
utilizado como referéncia, e todas as reacdes ocorreram em triplicatas.

Optou-se por utilizar apenas as PBMCs para as analises de expressao génica, pois estas
mostraram-se mais significativas. Os dados foram submetidos a anélise de distribuicdo normal
pelo teste de Shapiro-Wilk. Para avaliar as diferencas de expressdo entre os grupos, foram
utilizados os testes de Mann-Whitney (variaveis ndo paramétricas, mediana e faixa de
varia¢do) ou teste T de Student (varidveis paramétricas, média e desvio padrdo). Foram
considerados significativos os resultados que apresentaram valor de P < 0,05.. As analises

foram realizadas no software Graphpad Prism 8.0.

4 Resultados e Discussiao

Ao observar o perfil dos participantes da pesquisa, houve prevelancia do sexo
feminino no grupo CT, com idade média de 60 anos +/- 36-83 anos, o que corrobora com
dados recentes do INCA (2022), que mostra que o CT acomete cerca de trés vezes mais
mulheres do que homens, sendo que a faixa de variacdo de idade ¢ de 30-60 anos de idade

(MSD, 2024).

Grifico 1: Exnressio relativa dos senes CN39 CN73 e P?2X7 em PBMC(Cs.
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Fonte: O autor, 2024
Nota: Os dados dos Graficos 1A e 1B sdo apresentados como mediana e IC 95%. O gene
CD39 foi menos expresso nos pacientes (n=4) em relagdo aos controles (n=8) (p=0,0485),
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assim como o gene CD73 (p=0,0424). Os dados do Grafico C sdo apresentados como média e
desvio padrao. Nao houve diferenga na expressdao do gene P2X7 nos dois grupos (p=0,0708).

O Grafico 1A mostra que o gene CD39 foi menos expresso no grupo CT do que no
grupo GC (p=0,0485). O estudo realizado por Fang et al. (2024) corrobora tais achados ao
demonstrar que em casos de desenvolvimento e tratamento em pacientes com CT, ha a
reducdo de 5 imunofendétipos, dentre eles a expressao de CD39. Dessa forma, ha indicios de
que esse gene pode ser utilizado como um bom biomarcador em processos investigatorios de
recorréncia ao apresentar aumento de sua expressdo. O Grafico 1B mostra que o gene CD73
foi menos expresso no grupo CT do que no grupo GC (p=0,0424). No estudo realizado por
Monteiro et al. (2021) foi demonstrado que a expressdo de CD73 estd ligada ao tipo de
neoplasia presente na tireoide, ou seja, a expressao de modo leve esteve presente em tiredide
normal, adenoma de células oncociticas e em adenomas foliculares. J4 a expressao intensa foi
vista apenas em casos de CPT. O Grafico 1C mostra que o gene P2X7 ndo teve diferenca de
expressdo entre os grupos CT ¢ GC (p=0,0708). O resultado ¢ consoante a uma pesquisa
realizada por Kwon et al. (2014), onde as maiores taxas de expressao do receptor P2X7 foram
observados se a doenga de Hashimoto estivesse ausente e com a presenca de invasao
linfonodal, extensdo extratireoidiana e metastases. Dessa forma, o fato da diferenca entre os
grupos nao ser significativa ¢ justificada pelo numero amostral pequeno e por serem
participantes ainda em processo investigativo de neoplasias na glandula tireoide, os quais
podem nao apresentar complicagdes que levariam a um aumento expressivo da expressdao do

receptor P2X7.

5 Conclusio

Foi possivel esclarecer o envolvimento da expressdo génica do receptor P2X7 e das
enzimas CD39 e CD73, no processo de alteragdes de tireoide. As expressdes dos genes CD39
e CD73 foram maiores no grupo CT, com alto potencial para investigacdo de casos de
recorréncia da neoplasia e especificidade do subtipo, respectivamente. Ja as andlises do
receptor P2X7 mostraram potencial em casos com mais fatores de progressdo tumoral
(extensdo extratireoidiana e invasdo linfonodal). O presente estudo, apesar de seu tamanho
amostral limitado, oferece contribuigdes para o avango do conhecimento na area de
biomarcadores relacionados ao sistema purinérgico em pacientes em processo de diagndstico

para CT. A pesquisa demonstra o potencial dessas vias como ferramentas promissoras na
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identificacdo precoce.
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