ASPECTOS MOLECULARES DA TIREOIDE: CONTROLE DE QUALI DADE DE
MATERIAL RESIDUAL DE BIOPSIA POR PAAF-US.

SOLERA, Geise Lilian Menezes!; OLIVEIRA, Caren Nunes2; ZANDONA, Marilia
Remuzzi2; MEYER, Erika Laurini de Souza3,®; IZQUIERDO, Rogério*; GOLBERT,
Lenaras3,>; MATTEVI, Vanessa Suié2.

1 Curso de Graduagdo em Biomedicina, Universidade Federal de Ciéncias da Saude
de Porto Alegre, Porto Alegre, RS.

2 Laboratério de Biologia Molecular, Universidade Federal de Ciéncias da Salde de
Porto Alegre, Porto Alegre, RS.

3 Servico de Endocrinologia, Santa Casa de Misericordia de Porto Alegre, Porto
Alegre, RS.

4 Departamento de Radiologia, Santa Casa de Misericordia de Porto Alegre, Porto
Alegre, RS.

5 Departamento de Clinica Médica, Universidade Federal de Ciéncias da Saude de
Porto Alegre, Porto Alegre, RS.

* Autor correspondente: vmattevi@ufcspa.edu.br

Justificativa:  Nédulos da tireoide tem alta prevaléncia na populacdo quando
avaliados por ultrassonografia (US), porém apenas cerca de 5%-15% consistem em
cancer da tireoide (CDT). A biopsia por pun¢éo aspirativa com agulha fina guiada por
ultrassom (PAAF-US), seguida de avaliacao citologica, permite o diagnostico benigno
ou maligno na maioria dos casos, contudo, 20-30% dos nddulos sédo de citologia
indeterminada. A maioria é encaminhada a cirurgia, porém apenas 15%-30%
correspondem a CDT. Assim, torna-se fundamental estabelecer novas abordagens
diagndsticas, como a utilizacdo de marcadores tumorais, visando promover o manejo
adequado destes casos e minimizando procedimentos desnecessarios. No entanto,
a quantidade de células obtidas através da PAAF-US é pequena e nem sempre
adequada para analise, sendo necessaria a otimizacao de protocolos para este tipo
de material.

Objetivo: Estabelecer e otimizar técnicas de extracdo de acidos nucleicos a partir de
material residual de biépsia por PAAF-US.

Método: Foram avaliados 215 pacientes, dos quais 72 tiveram amostras coletadas
durante a PAAF-US, resultando em 91 amostras biologicas para avaliacdo molecular.
O controle de qualidade para analise molecular se deu a partir da quantificacdo dos



acidos nucleicos no material isolado, além da proporcdo das células epiteliais
tireoidianas dentro da amostra. Para esta Ultima avaliacdo, foram realizados testes de
expressdo comparando o gene constitutivo GAPDH, expresso uniformemente em
todos os tipos celulares, e o gene da citoqueratina 7 (KRT7), expresso em células
epiteliais especificas, incluindo células da tireoide. Para a andlise da qualidade e
guantidade do material obtido, a amostra foi considerada satisfatéria quando a
expressdo do GAPDH estava abaixo de 35 ciclos de threshold (Ct) e com uma
diferenca de até 3,5 ciclos entre a expressao do gene alvo e 0 gene constitutivo,
indicando presenca de pelo menos 10% de células da tireoide. A expressédo génica
foi avaliada por RT-PCR quantitativa em tempo real com deteccdo por sondas de
hidrélise.

Resultados:

Oitenta amostras tiveram DNA e RNA extraidos pelo protocolo de co-extracdo
otimizado no laboratério. Das 80 amostras, 53 (66,25%) foram consideradas
satisfatérias, apresentando assim quantidade suficiente de células da tireoide para
analises subsequentes das mutacdes nos genes a serem analisados. O DNA extraido
foi quantificado por espectrofotometria através do equipamento BioSpec-nano
(Shimadzu, Quioto), obtendo-se concentracdes variando entre 3,82 ng/uL e 417,46
ng/uL.

Conclusbes: Houve sucesso no estabelecimento de uma metodologia in-house, de
baixo custo, para co-extracdo de RNA/DNA que foi validada a partir do controle de
gualidade pré-estabelecido e por quantificacdo de DNA extraido. A maioria das
amostras analisadas apresentou quantidade e qualidade de DNA e de RNA
satisfatérias para a realizacéo da investigacdo molecular. A realizacédo desta etapa de
controle de qualidade das amostras obtidas mostrou-se importante para assegurar a
confiabilidade dos resultados subsequentes e para evitar o desperdicio de recursos e
tempo naquelas amostras inadequadas. Em sequéncia, serdo investigadas as
mutacdes nos genes BRAF, RAS e TERT, que auxiliardo na avaliacdo do progndstico
desses pacientes.
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