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Tanto a Doenga de Graves (DG) como o Carcinoma Difexmala Tiroide (CDT) séo
patologias de etiologia multifatorial e envolvem uma &géo entre meio ambiente e
fatores genéticos de predisposicdo. Ambas apresentam pitdderéncia pelo sexo
feminino. Por isso, variacfes no metabolismo do estrogeno podessar associadas a esta
preferéncia, pois, seus metabdlitos podem causar dan@t&vial genético. Os objetivos
foram determinar a influéncia dos polimorfismos dos geG&P17A1, HSD-
CYP1Al, CYP1A2, CYP1B1, COMT e SULThBIrisco para &G e para o CDT. Para
tanto, foi estudado 282 pacientes com DG (234 mulheres e 48 §@8830+11,69 anos)
292 pacientes com CDT (248 mulheres e 44 hon#h23+14,81 anosgomparados com
308 controles (246 mulheres e 62 homeB6,86£12,95 ands Para o estudo dos
polimorfismos, utilizousea técnica TagMan SNP Genotypiddteracées polimorficas nos
genesCYP17A1(p=0,0421) CYP1A1m1 (p=0,0328) CYP1A2*1F(p=0,0085) CYP1B1
cédon 119 (p<0,0001¢ CYP1B1lcodon 432 (p=0,0059) aumentam a suscetibilidade ao
CDT. Ja as alteragdes polimorficas nos ged¥®1A1 mip<0,0001) CYP1BIcdédon 119
(p<0,0001)e CYP1B1cbdon 432 (p=0,0208) aumentam a suscetibilidade a DG. Entre os
pacientes com DG, mulheres heterozigotas gaf81A1 mlapresentam maior numero de
gestacdes (p=0,0071), paridade (p=0,0204) e abortos (p=0,0012), alénciaemads
pesado (gramas) (p=0,0082). Ja entre os pacientes com CDieresuheterozigotas para
CYP17Alapresentam maior nimero de abortos (p=0,0150). A heratgahigota para o
geneCYP1A2*Festa relacionada com idade mais precoce (p=0,0073) pargimesio do
CDT. A heranca do polimorfismo do gef@'P1Blcdédon 119 estd associada ao habito
tabagista (p=0,0269), uso de reposicao hormonal (p=0,0197) engaede menopausa
(p=0,0317) para pacientes com CDT. Ja para pacientes comsiEGpaimorfismo se
correlaciona com concentracdes mais elevadas de T{iw0409) e TRAb (p=0,0465).
A heranca em heterozigose do g€P1B1 codon 432 foi mais frequente em pacientes
com carcinoma papilifero do que nos pacientes com caraifiolinular (p=0,0243), além
da heranca em homozigose se correlacionar com na@de i(p=0,0204) e com sobrepeso
(p=0,0392) em pacientes com DG. Mulheres @gendtipo homozigoto polimérfico para
CYP1B1lcodon 453 se correlacionam com uso de anticoncepcdipa@l0332) no CDT
Maior nimero de gestacdes (p=0,0256) e de paridade (p=0,0141) slacionam com
mulheres homozigotas para o géfeD- na DG Concluimos que os fatores exdgenos

e endogenos ligados aos horménios sexuais possuem cordidardabilidade individual,
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devido aos polimorfismos da via de metabolizacdo do estodges diferentes herancas
polimérficas individuais, que sé@o atribuidas aos polimodshos genes codificadores de
enzimas envolvidas na producdo, metabolizacdo e eliminacastrdgeno devem definir

subpopulacdes de mulheres que sdo afetadas pela maior ex@uscéstrogenos e aos
seus metabdlitos, os quais afetam o crescimento celydmdem induzir danos celulares

carcinogénicos a ativar a resposta imune.
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Graves' disease (GD) and Differentiated Thyroid CarcindDi&C) are multifactorial
diseases and involved an interaction between environmdatabrs and genetic
predisposition. Both diseases have preference for émakrefore, variations in estrogen
metabolism could be associated witlattipreference, because its metabolites can cause
damage to genetic material. The objectives were to deterrthe influence of
polymorphisms of gene€YP17A1 HSD- , CYP1A1 CYP1A2 CYP1B1 COMT and
SULT1E1lat the susceptibility foGD and DIC. We studied 282 patients with GD (234
females and 48 males, 39.80+£11.69 years old), 292 patients wgh(2fB women and 44
men, 42.23+14.81 years old), compared with 308 controls (246 wam&n62 men,
36.86+12.95 years old). TagMan SNP genotyping technique was usedidiy the
polymorphisms Polymorphisms in CYP17A1 (p=0.0421), CYP1A1 ml (p=0.0328),
CYP1A2*1F (p=0.0085), CYP1B1 codon 119 (p<0.0001) an€YP1B1 codon 432
(p=0.0059) increases the susceptibility to DTIhe polymorphisms ofCYP1A1l ml
(p<0.0001),CYP1Blcodon 119 (p<0.0001) ardYP1Blcodon 432 (p=0.0208) increases
the susceptibility forGD. Women with GD have a higher number of pregnancies
(p=0.0071), parity (p=0.0204), abortions (p=0.0012) and goiter heaviengpy(p=0.0082
when heterozygous faZYP1A1m1l. Among patients with DTC, women heterozygous for
CYP17A1lhighest number of abortions (p=0.0150). The inheritance indmgous for the
CYP1A2*Fare correlated to younger age (p=0.0073) for the susceptitalipTC. The
inheritance of polymorphism of theYP1B1lcodon 119 gene is associated with smoking
(p=0.0269), use of hormone replacement therapy (p = 0.0197) andpmesal status
(p=0.0317) for patients with DTC. However, for patients w@&bD, this polymorphism
correlated with higher concentrations of FT4 (p=0.0409) aRd\bl (p=0.0465). The
inheritance in heterozygous f@YP1Blcodon 432 gene was more frequent in patients
with papillary carcinoma than in patients with folliaulcarcinoma (p=0.0243) and the
homozygous inheritance correlate with older (p=0.0204) andweight (p=0.0392) in
patients with GD. Women with the inheritance for polyniacphomozygous foCYP1B1
codon 453 correlated with contraceptive use (p=0.0332) in th@ Ditreased number of
pregnancies (p=0.0256) and parity (p=0.0141) correlated with wonmaozlygous for the
HSD - gene inGD. We conclude that exogenous and endogenous factors relaed to
hormones have considerable individual variability due tlymorphisms of the estrogen

metabolic pathway. The different polymorphic individual teyés, which are attributed to
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the polymorphisms of genes encoding enzymes involved iprdaiction, metabolism and
excretion of estrogen should define subpopulations of wombo are affected by
increased exposure to estrogens and their metabolites, affgtt cell growth and can

induce cellular damage carcinogens activate the immune s&spon

Xiii



LISTAS DE ABREVIATURAS

95%IC: Coeficiente de Intervalo de Confianga de 95%

AhR: Receptor de Hidrocarboneto aromatidoinglésAryl hydrocarbon receptor
CDT: Carcinoma Diferenciado da Tiroide

COMT: Catechol-O-methyltransferase

CYP: Citocromo P-450

CYP11A1: Citocromo P-45011A1

CYP17A1: Citocromo P-45017A1

CYP19A1: Citocromo P-45019A1

CYP1A1: Citocromo P-4501A1

CYP1A2: Citocromo P-4501A2

CYP1B1: Citocromo P-4501B1

DAIT: Doengas Auto-Imunes da Tiroide

DG: Doenga de Graves

DNA: Acido desoxiribonucléico

E2: 17 -estradiol

ER: Receptor de Estrégeno; do inglEstrogen receptor

ERalpha: Receptor de Estrégeno alpha; do ingésogen receptor alpha
ERbeta: Receptor de Estrogeno bdtainglés:Estrogen receptor beta
ERE: Elementos de Resposta Classica

ESR1: Receptor de Estrogeno 1; do ingiestrogen receptor 1

ESR2: Receptor de Estrogeno 2; do ingiestrogen receptor 2

EUA: Estados Unidos da América

F: Teste Exato de Fisher

FCM: Faculdade de Ciéncias Médicas

GEMOCA: Laboratério de Genética Molecular do Cancer

GST: Glutationa-S-transferase

HAP: Hidrocarboneto Aromatico Policiclico

HSD17 1: 17+ Hidroxiesteréide Dehidrogenase 1

HSD17 2: 17+ Hidroxiesteréide Dehidrogenase 2

HSD3 1: 3+ Hidroxiesterdide Dehidrogenase 1

Xiv



HSD3 2: 3+ Hidroxiesterdide Dehidrogenase 2

IBGE: Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica

IMC: indice de Massa Corporal

INCA: Instituto Nacional do Cancer

NAT: N-Acetiltransferase

OR: Odds Ratio

p - value: Valor de p

PgR: Receptor de Progesterona; do ingk¥sgesterone receptor
PUC-Campinas: Pontificia Universidade Catolica de Campinas

RNA: Acido Ribonucléico

RNAm: Acido Ribonucléico Mensageiro

SAS: Sistema de Analise Estatistica; do ingHatistical Analyses System
SNP: Polimorfismo de Base Unica; do ingl8sgle-Nucleotide Polymorphism
SULT: Sulfotransferase

SUS: Sistema Unico de Saude

T3: Triiodotironina

TA4L: Tiroxina Livre

Tg: Tireoglobulina

TH: Tiroidite de Hashimoto

TRAD: Anticorpo Contra Receptor do TSH

TSH: Horménio Tiroestimulante; do ingléBhyroid-stimulating Hormone
UDP: Glucoroniltransferase

UNICAMP: Universidade Estadual de Campinas

UV: Ultra-violeta

VEGF: Fator de Crescimento Endotelial Vascudlr inglés,vascular endothelial growth

factor

X% Qui-Quadrado

XV



LISTA DE TABELAS

Tabela 1

Tabela 2

Tabela 3

Tabela 4

Tabela 5

Tabela 6

Tabela 7

Tabela 8

Tabela 9

Tabela 10

Tabela 11

Tabela 12

Tabela 13

Tabela 14

Tabela 15

Genes estudados com suas respectivas sondas.

Relagdo entre caso e controle quanto a caracteristices
sexo, etnia e habito tabagista.

Caracteristicas dos pacientes e controles em reta@so de

reposicao hormonal, menopausa e uso de anticoncepcior

Distribuicdo dos gendtipos do ge@yP17Alpara CDTe

grupo controle

Analise de Kruskal-Wallis para o geri@YP17A1 variavel

aborto

Distribuicdo dos genotipos do gehkSD- entre casos

controles

Distribuicdo dos gendtipos do ge@G¥P1A1 ml
Distribuicdo dos gendtipos do geG¥ P1A2*F

Andlise de Kruskal-Wallis para o gen@YP1A2 variavel
idade

Distribuicdo dos gendtipos do geG¥P1B1
Genatipos do geneOMT

Distribuicdo dos gendtipos do geREILT1EL
Resultado na analise de regressao logistica
Resultado do teste estatistico Mann-Whitney

Resultado do teste estatistico Stepwise

PAG.

29

34

35

35

36

37

37

38

39

40

41

42

43

43

44

XVi



Tabela 16

Tabela 17

Tabela 18

Tabela 19

Tabela 20

Tabela 21

Tabela 22

Tabela 23

Tabela 24

Tabela 25

Tabela 26

Tabela 27

Pacientes e controles que possuem ou nao habito tab
fazem ou ndo o uso de reposicdo hormonal; fazem o u
ndo de anticoncepcional ou ainda se ja entraram owna

menopausa
Genotipos do geneYP17A1
Genotipos do gendSD-

Andlise de Kruskal-Wallis para o gehrtSD- , variaves

gravidez e paridade
Distribuicdo dos genétipos do geG¥P1A1 m1l

Analise de Kruskal-Wallis para o ge@&P1A1 mlvariaves
gravidez, paridade, aborto e bocio

Distribuicdo dos gendtipos do geG¥ P1A2*F
Distribuicdo dos gendtipos do geG¥P1B1
Distribuicdo dos gendtipos do geGOMTe SULT1EL
Resultado na analise de regressao logistica
Resultado do teste estatistico Mann-Whitney

Resultado do teste estatistico Stepwise

45

46

a7

a7

48

49

50

52

52

53

53

XVii



LISTA DE FIGURAS

Figura 1

Figura 2

Figura 3

Figura 4

Figura 5

Figura 6

Figura 7

Figura 8

Figura 9

Estimativa de incidéncia dos tumores mais frequentes emsa0%
sexos para 0 ano de 2012, excetuando-se os canceres deop

melanoma

Taxa de incidéncia de cancer da glandula tiroide (IC95%}ada
por idade, segundo municipio de residéntidomens

Taxa de incidéncia de céancer da glandula tireoide (IC9

ajustada por idade, segundo municipio de residéncia - Mulher

Influéncia da interacdo entre fatores genéticos, amiBerd.

enddgenos na doenga de Graves

Biosintese e degradacao do estrégeno

Esquema de ligacbes ou ndo entre o alvo e sequéncias de stm
técnica TagMan. Esquema 1: Ligacdo apenas da sonda VIC indice
gendtipo homozigoto. Esquema 2: Ligacdo da sonda FAM, indic
também o genoétipo homozigoto. Esquema 3: Ligacdo da sondae

FAM indicando o gendétipo heterozigoto

Resultado da técnica TagMan® SNP Genotyping. Pot
observar que a curva em destaque indica que o individuo apr

0 genotipo homozigoto selvagem

Resultado da técnica TagMan® SNP Genotyping. Pou
observar que a curva em destaque indica que o individuo apr

0 genadtipo homozigoto polimorfico

Resultado da técnica TagMan® SNP Genotyping. Pot
observar que as curvas indicam que o individuo aprese

genotipo heterozigoto

PAG.

13

28

30

30

31

Xviii



Figura 10 Resultados da técnica TagMan® SNP Genotyping. Em azul, i 37
gue as amostras sdo homozigotos para o alelo T; em &%
amostras séo heterozigotas, em vermelho, as amosé@a

homozigotas para o alelo C, e em preto, as amostrasord
identificadas

XiX



SUMARIO

1. INTRODUCAO
1.1 Doengas tiroidianas nodulares
1.1.1 Céancer de tiroide
1.2 Doengas autoimunes
1.2.1 Doencga de Graves
1.3Género
1.4 Metabolizacdo de xenobidticos e de endobibticos
1.5 Esteroidogénese
1.6 Producédo do estrogeno
1.6.1 Gene€YP17Ale HSD -

1.7 Metabolizacéo, detoxificacdo e eliminacdo do estrégeno
1.7.1 Gene€YP1Al, CYP1AZYP1B1, COMT e SULT1E1

2. OBJETIVOS
2.1 Objetivo Geral
2.2 Objetivos especificos
3. MATERIAL E METODOS
3.1 Casuistica
3.1.1 Pacientes com doenca de Graves
3.1.2 Pacientes com carcinoma diferenciado da tiroide
3.1.2.1 Seguimento
3.1.3 Controles
3.2 Metodologias
3.2.1 Extracdo de DNA
3.2.2 Andlise dos gen€sYP17A1, HSD -
CYP1A2CYP1B1, COMESULT1E1
3.2.3 Andlise estatistica
4. RESULTADOS
4.1 Resultados para CDT
4.1.1 Resultados para o GED¥P17A1

&<3 $

0 N OO W N P

10
11
13
13
14
14
19
20
20
21
22
22
24
25
26
27
27

27
32
33
34
35

XX



4.1.2 Resultados para o GengD- 36

4.1.3 Resultados para o GEd¥P1A1 M1 37
4.1.4 Resultados para o0 GED¥P1A2*F 38
4.1.5 Resultados para o GeD¥P1B1 39
4.1.6 Resultados para o GEDOMT 41
4.1.7 Resultados para o GESELT1EL 42
4.1.8 Resultados para o todos 0s genes 43
4.2 Resultados para DG 44

4.2.1 Resultados para o geD¥P17A1 45
4.2.2 Resultados para o gét8D-17B1 46
4.2.3 Resultados para o ggd¥P1A1 ml 47
4.2.4 Resultados para o geD¥P1A2*F 48
4.2.5 Resultados para o ge€D¥P1B1 49
4.2.6 Resultados para o ged®MT e SULT1E1 51
4.2.7 Resultados para o todos 0s genes 52

5. DISCUSSAO 54

6. CONCLUSAO 62

7. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS 65

8. ANEXOS 75

XXi



1. INTRODUCAO



A glandula tiroide € importante para o corpo humano dexidaa habilidade em
produzir os horménios necessarios para manter os niveisedgiaeapropriados e a vida
ativa. Tais moléculas possuem efeitos pleiotropicossmigenham um papel criticoon
inicio do desenvolvimento cerebral, crescimento somatiedunacdo 6ssea e sintese de
RNAmM de mais de 100 proteinas que regulam cada fungéo corforal [

As doencas da tiroide possuem elevada prevaléncia e se stamifgor meio de
disfuncdo hormonal, seja por excesso ou por deficiGhei@roducdo hormonal, ou por
alteracdes anatdomicas decorrentes do crescimento diiusodular da glandula [2].

Existem varios tipos de doencas tireoideas. Neste texdo abordadas as doencas

nodulares e autoimunes.

1.1Doencas tiroidianas nodulares

Noédulos tiroidianos sao detectados pelo seu tamanho, pegipdoal ou ainda pela
habilidade que o médico apresenta ao realizar o exama@ap&lo entanto, a maioria
dos nodulos da tiroide ndo séo clinicamente reconheciosltrassonografia, como
ferramenta de triagem, é muito sensivel, mas poderataesem preocupacéo
desnecessaria, jA que os nbédulos sédo tdo comuns quenmgraapresentam significado
patolégico. Porém, a sua utilizacdo pode identificar se agsmias apresentam nodulos
simples ou mdltiplos, suas dimensdes e caracterisGoaso as técnicas de diagndstico de
nédulos de tiroide tém se tornado mais sensiveis, tem hawidaumento paralelo da
deteccédo do carcinoma diferenciado da tiroide (CDT) [3].

De fato, a prevaléncia de nodulos tiroidianos varia aedaccom o método de

rastreamento utilizado, passando de cerca de 1% nos herG@nslas mulheres que vivem

2



em condi¢cBes de suficiéncia de iodo, quando o diagnéstpenas clinicf-7], para 76%
qguando se utiliza métodos de imagem como a ultrassonopgiafia

Além do uso de préticas de diagndstico sensigegiamento da deteccdo de nddulos
da tiroide também é determinado pela associacéo de inUfasross de risco como idade,

sexo, etnia e localizacdo geografica, e exposicameaefaambientaifs-9].

1.1.1 Cancer de Tiroide

O cancer de tiroide é a neoplasia endocrina mais comufimi eonsiderado
responsavel por 1.740 mortes nos EUA, onde 48.020 novos ocaaosdiagnosticados em
2011 [10]. A incidéncia do CDT continua a aumentar no mutelado mais do que
dobrado nas ultimas trés décadas [11-13].

Os CDTs séo derivados das células foliculares e subdigidetio dois grupos:
Carcinomas Papiliferos, que representam cerca de 80% @ dsdipos de canayde
tiroide, e Carcinomas Foliculares, que representanaacl3%. Os Indiferenciados ou
Anaplasicos constituem menos de 2% dos carcinomaglidinois, enquanto que o0s
carcinomas medulares, originados nas células pardéoks, produtoras de calcitonina,
séo responsaveis por menos de 3% desses tumores [14].

De acordo com o Instituto Nacional do Céancer (INCA), o GD® cancer mais
comum @ cabeca e pescoco, sendo trés vezes mais frequensxamdeminino [15]. O
INCA estima que o cancer de tiroide tenha sido respongirell2,9% de todas as
neoplasias registradas no sexo feminino e por 3,2%eatgdasias do sexo masculino em

2009 [15] Séo esperados 10.590 casos novos de cancer da tiroide em 2012n ¢®TD



estimado de 11 casos a cada 100 mil mulheres, projetando-seaprarto mais frequente

entre mulheres no ano de 2012, como mostrado na figuradh&ix
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Prastata

Traqueia, Brénquio &
Puimao

Colon  Reto
Estdmago

Cavidade Oral

Esdfago

Bexig

Laringe

Linfoma ndo Hodgkin
Sistema Nervoso Central

60.180

7.0

14,180
12,670

0.990

1IN0
6.210
6110
3190
4820

Homens

Mulheres

Localizacdo primaria
Mama Feminina
Colo do Utero

Colon e Reto
Glandula Tirepide

Traqueiz, Bronguio e
Puimao

Estimago
Qvario

Corpo do Uero

Sistema Nervoso Central
Linfoma nzo Hodgkn

(3503 N0V0S  percentual
32,080
17.340

13,90
10,590

10,110

1420
6.190
4520
4450
4450

Figura 1. Estimativa de incidéncia dos tumores mais frequentes eambos os sexos
para 0 ano de 2012, excetuando-se 0s canceres de pele ndo-melafbbja

Registros nacionais de cancer e publicacfes brasilemaEmam que embora

aumento na incidéncia do CDT, particularmente entre akemes, seja marcante, a

mortalidade pelo CDT esta diminuindo [16-17]. Dados brasildao®thém mostram uma

grande variedade na incidéncia em diversos estados ddlphiS¢m davida, parte destes

dados deve estar relacionada ao melhor acesso ao @isteico de Saude (SUS) e a

melhores meios de diagndstico, como no Estado deP&&m. No entanto, observa-se

também uma grande variedade em outros Estados de simdasddio-econémico-cultural



e similar qualidade de servicos de atendimento em sauldearnddicque outros fatores

também devem contribuir para tal divergéncia na incidéffigura 2 e 3) [7].
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Figura 2. Taxa de incidéncia de céncer da glandula tiroiel (IC95%), ajustada por
idade, segundo municipio de residénciaHomens [16]
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Figura 3. Taxa de incidéncia de cancer da glandula tireoide (IC95%)justada por
idade, segundo municipio de residéncia - Mulheres [16].

Dentre os fatores de risco para cancer de tiroide temcliacdo ionizante,
predisposicao familiar, ingestdo deficiente de iodo, fatdrermonais e reprodutivos,
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fatores étnicos e geogréficos, dieta e drogas. Nosso taéboreem demonstrado que o
perfil genético para a heranca de genes codificadores d@e sénme de enzimas de

detoxificagdo também é fator de predisposi¢cdo ao CDT [18-23].

1.2Doencgas Autoimunes

As doencas autoimunes da tiroide (DAIT) séo representadasypamplo espectro
de manifestacBes clinico-laboratoriais em que se destdosnextremos. De um lado, a
producdo excessiva de anticorpos estimuladores da glandwdaetileva ao
desenvolvimento da doenca de Graves (DG). De outro lado,dagdm de anticorpos
destruidores da glandula tiroide leva a sua destruicdo gasiga, com caracteristicas de
infiltracdo linfocitaria, conhecida como tiroidite cronica fdicitaria ou tiroidite de
Hashimoto (TH) [24].

A tiroide € altamente vulneravel a doencas autoimunesfgtaarade 2% a 5 % da
populacéo geral, em especial mulheres adultas e idos@6]2A-prevaléncia em mulheres
chega a 5 - 10 casos para cada homem [27].

O papel dos fatores ambientais no desenvolvimento da autoimurigtadsido
amplamente estudado [28-30]. Evidéncias indicam varios fteaes como infecgdes,
tabagismo, exposicao a raios ultravioletas, nutricBoplioticos, além de estresse fisico e

psicolégico na patogénese da autoimunidade [29-34].



1.2.1 Doenga de Graves

A DG é conhecida por ser a causa mais comum de hipegir@identre as idades
de 20 e 50 anos. Em mulheres, a incidéncia anual varia de2@8 para cada 100.000
mulheres [35]. As taxas observadas no sexo masculmees&a de um décimo do sexo
feminino, sendo também uma doenca comum emeaesg@mn excesso de iodo [36].

Nas ultimas décadas, esta incidéncia tem atingindo 5% daapapu[l] ea
prevaléncia é de nove mulheres para cada homem [33].

Na DG, a autoimunidade é considerada ponto central da doemém,Ras células T
podem ajudar tecidos danificados, indicando que a autoimunnddadel contribui para a
manutencao da saude [37]. O sistema imunoldgico decide sguggratos por meio da
interacdo de multiplos sinais com os tecidos. E prdvgive o tecido por si sé forneca
sinais que acionam o tipo de inflamac&o necessaria gamauto-reparacao [37-38].

A DG resulta de uma complexa interacdo entre fatgesgticos, ambientais e
endogenos (figura 4). Tal combinacdo é necessaria paia miautoimunidade tiroidiana
[39-40]. Para o desenvolvimento da DG, os fatores genétidos psedominantes,
estimando-se que contribuam com cerca de 80%, enquanto qas 2pét sdo os fatores
ambientais [41-42]. Nos ultimos anos, excelentes revigéa sido publicadas baseadas no

background genéticos @G [41-42].






homem adulto [23]. Também h& uma menor diferenca ndéincia entre 0s sexos no
periodo ap6s a menopausa [51].

Uma das possiveis causas do aparecimento do nédulo timieésta ligada a
esterdides. O estrogeno pode também estar correlacianadmutencdo do carcinoma, ja
gue tal hormbnio € capaz de interferir no crescimentdacedfietando vias de sinalizacao
dependentes de fatores de crescimento [52-54]. Além gésémi, comprovada a presenca
de estr6geno em quantidades elevadas em tecidos neapldsitmide do que em tecidos
saudaveis [51]Estudos mostram ainda que o volume da glandula tiroickamaenta
durante a puberdade, gestacao e varia durante o ciclo nanfbb-57] e quen vitro, as
células tumorais tiroidianas expressam os receptoresto@yeno e estradiol estimulando a
proliferacdo do carcinoma papilifero [43]. Mais recemet®, tem-se evidenciado que a
promocéo de crescimento da célula folicular e a inducawedplasias de tipo folicular ou
anaplasicas esta relacionada a localizacdo subceldaedeptores de estrogeno ERalpha e
ERbeta [58].

Ja para a DG, estudos mostram que o estrogeno atua caindador do sistema
imune regulando a expressdo de citocinas, linfopoies@ldas B e na apresentacdo de
antigenos [59]. Estudos indicam que a prevaléncia da DG & nasanulheres porque ha
menos testosterona e mais estrégeno, ja que este auanesdtividade imunologica [60-
62]. Este hormbnio esta envolvido na patogénese de doencamuset® com efeitos
variados. Por exemplo, o estrogeno agrava o0 lUpus etibsm sistémico e em
camundongos modelo 29, porém possuem um efeito protetor emgaocomo a artrite,

encefalomielites e a sindrome de Sjogren [63-64].



1.4Metabolizacédo de Xenobiodticos e de Endobidticos

Mais do que os horménios em si, seus metabdlitos podenr clarsaao material
genético, inibir a apoptose, estimular a transcricdo gérpcomover angiogénese e
estimular a divisdo celular, sendo, portanto, elemedbase na carcinogénese, além de
facilitar a inducdo de processos autoimunes [65]. A mamo& agentes toxicos, tanto
externos (xenobi6ticos) como o0s provenientes de nosdpripr metabolismo
(endobidticos), requer ativacdo metabdlica antes ddgae 4o DNA, ao RNA e as
proteinas, por isso, as variagdes nos processos dedatigagetoxificacdo de compostos
guimicos e drogas desempenham um importante papel na resg@astiza [65]Disturbios
no equilibrio desses processos podem explicar a variabilidadesposta individual a
exposicao a tais compostos [66].

Existem duas formas de metabolizacdo de compostos tOriBo®rganismo
humano: a metabolizacdo mediada pelas oxidases de fongt@otou de Fase ke aquela
mediada pelas enzimas de conjugacéou de Fase Il. Muitos compostos tais como 0s
hidrocarbonetos aromaticos policiclicos (HAPsS), as ratrosas e varias drogas
medicamentosas, sao convertidos a metabdlitos altameativos pelas enzimas oxidativas
da Fase |, que sao principalmente enzimas da familia doaritocP-450 (CYPs) [67]
Assim, com a introducdo de um ou mais grupamentos hidroxila atratobsum pro-
carcindgeno pode tornar-se carcinogénico, como o benmopirgando € convertido em
epoxido de benzopireno, composto altamente reativo [67]asJéaeacdes da Fase I
envolvem a conjugacdo com um substrato enddégeno (gleasatfato, glicose, acetato)
por meio da Glutationa-S-transferases (GSTs), Glucoramdferases UDP) e N-

Acetiltransferases (NATS), que agem como inativadorepdmiutos da Fase |, tornando
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os metabdlitos mais hidrofilicos e, portanto, passiveisexizrecdo [68]. Portanto, a
regulacdo e a expressao das enzimas de fase | e |l, assimnseu equilibrio metabdlico na
célula podem ser importantes fatores na determinacédo cktibiislade e da progressao de

doencas relacionadas a exposicao a agentes toxicos [69].

1.5Esteroidogénese

Estrogeno, progesterona e testosterona exercem umadagei de efeitos
fisiologicos importantes, que sdo mediados pelos seuscte®sereceptores como 0
receptor de estrogeno 1 (ESRL2 (ESR2) receptor de progesteronBgR), receptor de
hidrocarbonetos aromaticos (AhR) e seus co-reguladdype8s os horménios terem
exercido seus efeitos fisioldégicos, eles sdo metzdmidis e excretados. Para que ocorra
sucesso na detoxificacdo e eliminacdo do estrogeno eudensetabolitos é necessario
prevenir a sua exposicao excessiva e/ou prolongada [70].

A producéo de estrogeno, progesterona e testosterona poomeeio do processo
da esteroidogénese (figura 5), no qual o colesterol é pameirte sintetizado em
pregnenolona pela enzima CYP11Al. Depois disso, a progestérqgmaduzida em
SUHIQHQRORQD SHODV HQ]JLPDV +6' H +6° B HQ]JLPD
pregnenolona e a progesterona em androstenediona, um prerarnesestrogeno e produtor
de testosterona. As enzimas CYRSL +6' H +6' H WoWidd® nd Q
producédo dos estrogenos: estrona, estradiol, estriolestdastierona [71].

O metabolismo e a eliminacéo do estrégeno envolvem duaspiaseipais. Na fase
1 ocorre a conversdo do estrdgenos em metabolitosotaederivados hidroxi pelas

enzimas CYP1A1, CYP1A2 e CYP1B1 por meio da hidroxilagdo [70].
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CYP1Al e CYP1A2 catalisam a 2-hidroxilagdo do estrégeno no edone no
figado [72-73]. Estudos mostram que a 2-hidroxilacdo € a pringipabxidativa do
endométrio e tais produtos do estrégeno previnem a §@iorde tumores [74-75].

CYP1BL1 catalisa a 4-hidroxilacdo do estrégeno que é encorgradpuantidades
maiores que a 2-hidroxilacdo [76]. Ainda, 4-hidroxiestrégenosmpate/ar o receptor de
estrogeno, aumentando a quantidade de estrogenos dentrola 73|

No céancer endometrial, a proporcao entre a 4-hidroxila¢gdidroxilacdo aumenta
proporcionalmente com a iniciagdo da tumorigénese [73].

Ja a fase 2, envolve a inativacéo e eliminacédo do estramecol pelo processo de
detoxificacdo, oxidacdo, metilagcdo, sulfonacdo e glucurgaaa70]. As principais
enzimas envolvidas nesse processo sao: COMT, GST, SULT elld@d.apds o 2- e 4-
hidroxiestrogeno, os estrégenos catecol sao inativados goeima COMT (2- e 4-
metoxiestrogeno) ou eles sdo oxidados em quinonas egs@monas [77]. Tais produtos
possuem a habilidade de realizar o ciclo da reducédo oxidadstendo causar dano no
DNA além da producao do estresse oxidativo [78].

Igualmente a fase 1, o 2-metoxiestrégeno ndo induz evenpte danifiguem o
DNA; entretanto, a forma 4-metoxiestrogeno depurina as liga@®NA, as quais podem
ocorrer em genes vitais que controlam a biosintesegtabalismo e a inativacdo do
estrogeno [70, 74, 79]. Por esse motivo, COMT é a enzimaechavprevencdo da
formacdo de quinonas e semi-quinonas pela metilacdo dos batrogienos [80]. As
enzimas GSTs, SULTs e UGTs inativam qualquer forma de quinersemi-quinonas,

levando assim, a sua eliminacao [81-85]
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Figura 5: Biosintese e degradacédo do estrogeno [86].

1.6 Producéo do Estrégeno

1.6.1 GenesCYP17AleHSD- 1

O geneCYP17A1 que esta localizado no cromossomo 10g24.3 e possui 8,éxon
FRGLILFD D HQ]JLPD FLWRFURPR ,$rincalmentd® nd ¥Mard eopndd [SUH V V
cortex adrenal [87-88]. Tal enzima media a atividade dahidroxilase e 17,20-liase
catalisa a etapa Ilimite da sintese de esterdides que &va precursor,
dehidroepiandrosterona [89], bem como a sintese de ¢¢8@o

$ UHIJLMR 1 QmRCYPU/Rieséhi& ® tradl de uma timina por uma

CLWRVLQD 7:& QD (ISR35l2) mdd&regido promotora que cria um novo sitio
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Sp1 (CCACC box) de iniciagdo da traducao 34 pares de baises fI0]. Acredita-se que
a regidao promotora adicional influencie a expressao géematando no aumento da
atividade enzimética levando a um aumento da quantidade de estbigéisponivel [90].

17+ Hidroxiesteréide Dehidrogenase € a Ultima enzima na sidtesstrogeno,
responsavel por catalisar a converséo fipat meio daUHG XomR 2a:e2réona em
estradiol [91], o qual é o principal e mais potente horm@sinogénico na mulher. Tal
reacdo finaliza inUmeras vias pelas quais a estrona podeiada, uma possivel diferenca
na atividade da enzima poderia afetar as concentracésdigeao [92]

O geneHSD- 1 esta localizado no cromossomo 17ql11-g21 [93], possui um
polimorfismo no éxon 6, cédon 312. Este coédon possuitumea de uma adenina por uma
glicina (A: G), gerando a troca de uma serina por uma glicina (rs605059)E8Bpra
algumas evidéncias indiguem que este polimorfismo ndo afedpacidade de céitacao
ou as propriedades imunoldgicas da enzima [95], alguns estabce a relacdo com cancer
de mama sugerem que individuos que sdo homozigotos para o atarsgdma podem ter

um risco significativamente aumentado para o cancerasean92].

1.7Metabolizacéq detoxificacao e eliminacédo do estrogeno

1.7.1 GenesCYP1A1l, CYP1A2CYP1B1, COMTe SULT1E1l

A enzima CYP1Al tem sido estudada como a principal enzimadatia de

substancias presentes na fumaca de cigarro e outros psluEnbientais como HAPs

transformando-os em moléculas eletrofilicas e cancea®§96]. No entanto, também
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catalisa a 2-hidroxilagéo do estradiol em varios tedkbis-hepaticos incluindo cancer de
mama [97-99]

Um dos polimorfismos mais estudados, localizado no crsoms 15924.1, se
encontra abaixo do sitio de poliadenilacdo [100]. No gevie1Al mlocorre a troca da
base timina pela citosinfl : & QD SRVLomR 1 Q1R TRARSHPILFDQWH
(rs4646903), leva ao aumento da atividade enzimatica e consameetda concentracdes
mais elevadas de carcind6genos ativados. As frequéhasaalelos variam de acordo com a
etnia, sendo consideravelmente menos prevalente em ieanosasio que em asiaticos
[102].

A enzima CYP1A2 da familia do citocromo P450, desempenha um papel
importante no metabolismo de muitos medicamentos,imidua clozapina, a imipramina,

a cafeina, paracetamol, fenacetina, teofilina, tadtifd], e algumas neurotoxinas [104].
Além disso, CYP1A2 ativa varias aminas aromaticas, send@npor uma enzima chave
na carcinogénese quimica [105].

O geneCYP1AZ2,localizado no cromossomo 15g24.1, é responsavel pela maior
parte do metabolismo do estradiol. Possui inGmeros pdisnars, mas, 0 mais estudado e
comum esté localizado no intron @YP1A2*F onde ocorre a troca de uma adenina por
uma citosingA : & na posicdo 167. Tal SNP (rs762551), é associado com o0 aud#&nto
inducibilidade, resultando na diminuicdo em aproximadamente deaes o nivel da
enzima [106].

O geneCYP1B1ltambém pertence a familia das CYPs, que codifica enzimas
monooxigenases de dominio heme [107]. As enzimas dessa f@mil@mo funcéo ativar

metabolicamente compostos quimicos exdgenos, como drogaporentes da dieta,
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substancias presentes no tabaco, derivados de combugissss e gases ambientais; e
compostos quimicos enddgenos, como horménios esterdides [101].

$ KLGUR[LODonreRradiBIR (E2) catalisada pelcCYP1B1 se da
majoritariamente na posi¢do C-4. O 4-hidroxiestrégeno @ntagonista muito forte, e sua
afinidade de ligacdo com os receptores de estrogenosehldas, como as do cancer de
mama, por exemplo, foi mensurada em 1,5 vezes maior dodu&2 [108]. Além disso,

o periodo de dissociacao desse composto com o receptdraigers é mais longo do que
o0 E2 [109]. O produto do 4-hidroxiestrogeno reage com o DNA fadmaductos, o que
poderia levar ao desenvolvimento de varios canceres hsmanjo Sua ligacéo é exclusiva
na posicdo N-7 da guanina, proporcionando uma desestabiliza¢i@ag@o glicosilica e
subsequente depurinacéo [110]

O geneCYP1Blesté localizado no cromossomo 2p22.2. No cdédon 119 deste gene
ocorre a troca da base guanina por uma tif@a7 , gerando a troca de uma serina por
uma alanina (rs743572). Ja no cédon 432, ocorre a troca dacbasina por guanina

&:* , levando a troca de uma leucina por uma valina (rs1056836). [@1@&noétipo
valina/valina gera estresse oxidativo, por meio do aumentofodmacdo de 4-
hidroxiestrogeno [112]No cédon 453 ocorre a substituicdo de uma asparagina por uma
VHULQD (r81@80440) [113] Tais alteracbes levam ao aumento da atividade
enzimatica, reduz as concentracdes de 2-hidroxiestrégeris-ehidroxiestrogeno,
elevando as concentracfes de 4-hidroxiestrogeno.[114]

As quinonas, que sdo 0s metabdlitos gerados por meio dmcémi do 4-
hidroxiestrogeno, podem reagir com as bases puricas do DNArfdonzauctos por meio
da depurinacdo que gera sitios mutagénicos capazes até derreai®\bases puricas

(adenina e guanina) [115A enzima COMT esta envolvida na metilacdo, ou seja, na
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inativacdo dos estrégenos catecol [116]. Além das propriedaitteicas do estrogeno, 0s
seus metabdlitos dentro da via catecol conseguem danifi€/0 (qQuinonas e semi-
quinonas) por meio da formacao de radicais superdxidos eimegao do DNA [78, 115,
117].

O geneCOMT esté localizado no cromossomo 22q11/2&.c6don 108, ocorre a
transicdo de uma guanina para adenina, gerando a troca doaedonwalina por
metionina (rs4680) resultando em menor atividade da enzima COWMatividade
enzimatica do genétipo metionina/metionina é 75% menor do qbgda com o gendtipo
selvagem, enquanto que o0s heterozigotos apresentam atividao&tea intermediaria
[118-120]

As enzimas SULTs desempenham um importante papel na homemstiasl por
meio de duas vias. A primeira é pela sulfoconjugacdo de debgasobidticos que sao
eliminados pela via hepatobiliar e sistema urinario. A seguiad@ pela sulfoconjugacéo e
desativacdo de substancias ativas enddgenas (dopaminapntommiroidianos e
estrogenos) [121]. Especificamente a enzima SULT1E1l temradostafinidade para
estrona, estradiol e catecolestrogenos [121] gene SULT1E1 estad localizado no
cromossomo 4g13.3, possui um polimorfismo na regido promdmExon 1, onde ocorre
a troca de uma guanina por uma adenina (¥ : $ (rs3736599) [81] Estudos indicam
gue tal polimorfismo leva a diminuicdo da concentracdo damen mostrando uma
associacdo com a diminuicdo da estabilidade térmica da a&rfi22] Rebbeck e col.
mostrou que as variantes alélicasSdél T1E 1produzem dehidroepiandrosterona em menor
guantidade quando comparado com mulheres que nédo apresentaniat¢alo [123]

Por estas enzimas participarem do metabolismo, detoxbicacinfluenciareman

biodisponibilidade de estrogenos, os polimorfismos destes demem ter um efeito sobre
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aexpressao e fungdo enzimédticas, atividade metabodlicanecgénese e inducao a doencgas
autoimunes. Por isso, a elevada expressao e ativag@wideas biosintéticas e a reducao
da expresséo e ativacao de enzimas de conjugacao devei lewaumento na toxicidade

ou carcinogenicidade dos metabdlitos estrogénieasisso, torna-se necessario o estudo

da influéncia destes SNPs nas doencas tiroidianas.

18



2.0BJETIVOS
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2.1  Objetivo Geral

O objetivo deste projeto é verificar a influéncia do pegéhotipico de genes
relacionados ao metabolismo de estrégeno no desenvoteindenDG e do CDT,

respondendo as perguntas abaixo.

2.2  Objetivos Especificos

2.2.1 Alteracdes polimorficas nos ger@g¢P17Al1, HSD17- &<3 $ P &<3 $
CYP1B1 cédon 432,CYP1B1 cédon 119 CYP1B1cdédon 453 COMT e SULTIE1

aumentam a suscetibilidade a [@@o CDT?

2.2.2 ldade da menopausa, uso de reposicao hormonal, aisticdecepcional, idade de
menarca, numero de gestacdes, numero de partos, numexdoodes, habito tabagista

aumentam a suscetibilidade a DG e ao CDT?

2.2.3 Alteracdes polimorficas nos ger@@gP17A1, HSD17- &<3 $ P &<3 $
CYP1B1codon 432,CYP1B1codon 119 CYP1Blcodon 453 COMT e SULT1Elestao
associadas idade de menopausa, uso de reposicdo honmsondd anticoncepcional, idade
de menarca, numero de gestacdes, nimero de partos eorienaborbs além de dados

clinicos como peso do bocio em gramas, habito tabagmtaentracdes de T4L e TRAb?
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3.MATERIAL E METODOS
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Este estudo foi desenvolvido no Laboratério de Genéticeeddtdr do Céncer
(GEMOCA) da Faculdade de Ciéncias Medicas (FCM) / Unidade Estadual de
Campinas (UNICAMP) em parceria com o Ambulatério de TumatasTireoide da
Disciplina de Endocrinologia do Departamento de Clinica Médicambulatorio de
Tireade do Hospital Universitario da Pontificia Universidade Geadde Campinas (PUC-
Campinas), além do Hemocentro da UNICAMP.

As origens demogréficas e caracteristicas do estilo deast@a do grupo-controle
guanto dos pacientes com CDT ou DG foram similares. Indivielomogue havia divida em
relacdo a qualquer dado que pudesse influenciar a analisee$tssado relacionado com
exposicao a fatores ambientais, ou fosse relativo a quatguelicdo patoldgica, foram

excluidos da amostra.

3.1Casuistica

Todos os participantes, tanto pacientes quanto o grupmlegrioram devidamente
informados dos objetivos da investigacdo e assinam ooldenConsentimento Informado
(anexo) Este estudo retro-prospectivo do tipo caso-control@goovado pelo Comité de
Etica em Pesquisa tanto da FCM (n° 621/2008) quanto da PUC-Canfp&32/04)

(anexo).

3.1.1 Pacientes com doenca de Graves

Foram estudados 282 pacientes confirmados com a DG selecionidos

Ambulatério de Tieade da PUC-Campinas, sendo 234 mulheres e 48 homens, com média
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de idade de 39,80+11,69 anos. Dados clinicos foram obtidos podmgigestionario feito
com os pacientes e confirmados na ficha na qual conatém,de dados de identificacéo,
idade ao diagndstico, sexo, etnia, dados clinicos piiégans (quando se trata de paciente
submetido a procedimento cirdrgico), exposicdo a agenteieiatais, dieta, tabagismo, uso
de medicamentos e drogas, exames realizados e dados bgaestsdgeno, como, idade da
menarca, idade da menopausa, uso de anticonceptivosrondmegestacdo, nimero de
paridade e nimero de abortos espontaneos, além do uso oe néposicado hormonal e
indice de massa corporal (IMC).

Os pacientes com DG apresentavam 0s seguintes critidmsosticos: evidéncias
clinicas e laboratoriais de tirotoxicose com TSH suprimidégres elevados de T4L e T3,
valores de captacéo de radioiodo de 24h ou de Tecnécio tmgmgncom uma distribuicéo
do tracador homogénea e difusa e/ou a positividade dos anscooptra o receptor do
TSH (TRAD).

Os pacientes foram cuidadosamente examinados e tratadosdimgas anti-
tiroidianas, como metimazalu propiltiouracil. Cento e cinquenta e trés pacientes foram
submetidos a radioiodoterapia, 6 casos a cirurgia e 126 paciestos somente com as
drogas anti-tiroidianas. A terapia com drogas antidiamas foi mantida por pelo menos
12 meses, sendo o0s pacientes encaminhados ao radioiodo owrgia cguando
apresentavam efeitos colaterais ou falta de adesaataménto. Foram dosados TSH e
T4L apos o inicio de cada opcao terapéutica a cada 30-66 digysois a cada trés meses.
Se evoluissem para hipotiroidismo, era instituido onratéo com levotiroxina.

Dos 282 pacientes, 144 apresentaram oftalmopatia. Suacaweaf@a baseada nos

seguintes critérios:
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a) Atividade da oftalmopatia quantificada por meio de um esatiréco
SFOLQLFDO DFWLYLW\ VFRUH ™ PO IOHY B¢} FR G- GIRU QoD R
bulbar espontéanea, dor com o movimento ocular, eritema lpalpeedema palpebral,
hiperemia conjuntival, quemose (edema de conjuntiva) e edeca@ecula. Um ponto é
dado por cada manifestacao e a somatdéria varia de zenafsidade) até sete (atividade
muito alta);

b) Medidas de proptose por meio do exoftalmbébmetro de Lind, sendo
considerados os valores de normalidade de 18mm para asi@ficomm para caucasianos e
22mm para negroides.

A presenca de oftalmopatia foi baseada na positividadesdoree de atividade

clinica (1-7) e/ou confirmacéo de proptose acima doseslbe normalidade.

3.1.2 Pacientes com carcinoma diferenciado da tiroide

Todos os pacientes com diagndstico de CDT seguiram um protocologadra
implantado no ambulatério de Tumores da Tireoide da UNICAMHANais de 25 anos e
possuem uma ficha na qual constam, além de dados deiwd&atif, idade ao diagnostico,
sexo, etnia, dados clinicos pré-cirdrgicos, exposicaoraegyambientais, dieta, tabagismo,
uso de medicamentos e drogas, exames realizados (itragesquisa de corpo inteiro
com iodol31, biopsia aspirativa), dados referentes a darurgi do exame
anatomopatologico (medida do tumor, tipo histoldégicoy gia diferenciacdo e presenca de
linfonodos metastéticos). Informacdes ligadas ao estrogenw, idade da menarca, idade
da menopausa, uso de anticonceptivos e por quanto tempo ondengestacdes, nimero

de paridade e numero de abortos espontaneos, além da n&o de reposi¢cdo hormonal.
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Nenhum dos pacientes possuia historico de exposicdo acidentaiédica a
radiacdo ionizante ou de doenca tiroidiana prévia eatéates de outras malignidades.
Todos os dados, incluindo o diagndstico de outras doeogasomitantes, foram
confirmados nos prontuarios dos pacientes.

A populagdo estudada foi composta por 292 casos, sendo 248renuthels
homens, com média de idade de 42,23+14,81 anos.

Duzentos e cinquenta e dois pacientes tinham diagn@&icarcinomas papiliferos
e 40 pacientes de carcinomas foliculares, todos selecisraguis resultado confirmado do
anatomopatologico.

A etnia dos pacientes foi determinada por meio de entaewsguindo os critérios
do Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGR)s por causa da dificuldade de
classificacdo e pelo fato da populacdo analisada senemita miscigenada, decidiu-se
agrupa-los em brancos e ndo-brancos. Em relacdo aastabadgoram agrupados apenas
em nao-fumantes e fumantes, para fins estatistioogu@ os dados relativos ao nimero de
cigarros fumados e tempo de uso de cigarro foram considgpadoo confiaveis.

Os critérios de exclusédo para os pacientes foram agyetepossuem historico de
exposicao acidental ou médica a radiacdo ionizante ododaca tiroidiana prévia e
antecedentes de outras malignidades. Todos os dadosndocluidiagnostico de outras

doencas concomitantes, sdo confirmados nos prontuarigadiestes.

3.1.2.1Seguimento

Os pacientes com cancer foram acompanhados com pesqudsdicaede corpo

inteiro com™!, TSH sérico e medidas de tireoglobulina (Tg) de acordo@protocolo de
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seguimento. Essa pesquisa também incluiu Raio-X, ultragsafia, tomografia
computadorizada e outros procedimentos para detectar metastiistancia, de acordo
com cada caso. Pacientes com altos valores de tibedigla (>2mg/dL) e/ou pesquisas de
corpo inteiro suspeitas foram submetidos a uma buscaegiorda exames de imagens. Os
tumores foram definidos como recorrentes e/ou apresentagid@stases a longa distancia a
partir do encontro de lesdes nos exames de imagem e d&fneia de valores ascendentes
de Tg. Foram considerados pacientes assintomaticos & liledoenca aqueles que

apresentavam Tg indetectavel ou <1ng/dL.

3.1.3 Controles

Para o grupo controle, foram selecionados 308 individuos \ssiad#a regiao de
Campinas, sendo 246 mulheres e 62 homens, com média de idafg86tE12,95 anos.
Todas as amostras de sangue periféricos foram coletadtssnmocentro da UNICAMP.

Critérios de exclusdo: Individuos com histéria prévia de gheertiroidianas,
exposicao a radiacdo ou outros antecedentes de malignidade.

Tanto os individuos do grupo-controle quanto os pacientesnfeubmetidos a
exame fisico completo e responderam a um questionariinglué ocupacao, tabagismo,
uso de drogas ilicitas e médicas, condicdes gerais da saaftemacdes sobre doencas
prévias. Informacdes ligadas ao estrégeno, como, idadeedarca, idade da menopausa,
uso de anticonceptivos, niumero de gestacfes, nUmero dedeae numero de abortos
espontaneos, além do uso ou ndo de reposicdo hormonal.

A etnia foi classificada em brancos e ndo-brancos dedacoom a auto-

classificagéo do paciente e segundo o IBGE.
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Os pacientes foram agrupados apenas em nao-fumantes atdsinmara fins
estatisticos ja que os dados relativos a nUmeros decsgamados e tempo de uso foram

considerados pouco confiaveis.

3.2Metodologias

3.2.1 Extragdo de DNA

O DNA foi extraido de todas as amostras de sangue perifpdcomeio de
protocolo adaptado pelo GEMOCA, utilizande-como base o meétodo do fenol-
cloroférmio. ApoGs a extracdo, o DNA foi quantificadogetjuipamento espectrofotdmetro
UV-Visivel modelo PICODROP, marca Picodrop Limited (Cambridges UK) e

armazenado em congeladoez0° C.

3.2.2 Analise dos genesCYP17Al, HSD - , CYP1Al, CYP1A2CYP1B1,

COMT e SULT1E1

Para a verificacdo da pregsenou auséncia dos polimorfismos, utilizee-o
TagMan® SNP Genotyping (7500 Real Time PCR Systems). diaitgtem como base a
estabilidade térmica do DNA de dupla fita. Em condicdes It estringéncia, essa
estabilidade € suficiente para distinguir entre paresahela oDNA-alvo perfeitos e
imperfeitos. A hibridizacdo sé acontece se ocorrer pametnperfeito entre sonda e DNA-
alvo. Assim, podem ser construidas sondas especificascpda alelo. O ensaio para

genotipagem de TagMan® SNP Genotyping (Applied Biosystems, (Astitui uma
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combinacdo da hibridizacédo e da atividdd¢ R Q X F O Hi V L Fipolifierade, adoplada

a deteccao de fluorescéncia [124]

[0 ]

Figura 6: Esquema de ligacdes ou ndo entre o alvo e sequénciasdnda pela técnica
TagMan. Esquema 1. Ligacdo apenas da sonda VIC indicando o gendtipghomozigoto.
Esquema 2: Ligacdo da sonda FAM, indicando também o genétipo iozigoto. Esquema 3:

Ligacdo da sonda VIC e FAM indicando o genotipo heterozigoto. Riga adaptada de Livak e
col. [125].

As probes e os primers foram adquiridos pela TagMan® SNP GemgtyAbaixo

esta a lista dos numeros dos ensaios utilizados que tsM@dos pela empresa Applied

Biosystems
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Tabela 1: Genes estudados com suas respectivas sondas.

Gene Identifica(%ao a0 RS Concentragéo Sonda VIC/FAM
Ensaio

CYP17A1 | C_2852784 30 | rs743572 20x GACAGCIA/G]GTGGAG
HSD- C_2350902_10 | rs605059 40x GGGCGC[A/G]GTGCGG
CYP1Al AHS0729 rs4646903 40x CCTCC[T/C]GGGCTCA
CYP1A2 C_8881221 40 | rs762551 20x GTGGGC[C/A]CAGGAC
CYP1B1 C_3099976_30 | rs1056836 20x ACTTCA[C/G]TGGGTC
CYP1B1 C_11642651_30 | rs1800440 20x TCCTTG[C/T]TGATGA
CYP1B1 AH700PJ rs743572 40x GCCG[G/T|CCTT

COMT C_25746809 50 | rs4680 20x GCTGGC[A/G]TGAAGG
SULT1E1 | C_30633927_10 | rs3736599 20x AAATACI[CIT]AAGGCA

O volume utilizado na solugéo foi de 5 ul, contendo 20 ng de B&lamostra, 2,5
pl de Tagman universal PCR Master Mix (concentracao final b pl do ensaio (sonda
e primers) para a concentracédo de 20x e 0,125 ul paracartagdo de 40x (caertracdo
final de 1x) e 2,25 ul de agua milli-g. Em todas as reaco@outise um controle negativo
e outro positivo.

Os seguintes ciclos foram utilizados na PCR: a fase limeialesnaturacao foi de
dez minutos a 95°C, seguida por 50 ciclos de 92°C por 15 seguA8cgy@ 90 segundos.
2 VRIWZDUH XWLOL]DGR SDUD D DQWXYDNHSAKRIY3RAplie M HQFH "HV
Biosystems, CA).

Nas figuras 78, 9 e 10, exemplificamos os resultados observados no Real Time
para os genesCYP17Al, +6' ,CYP1A1 M1, CYP1A2*F, CYP1Bdddon 119

CYP1B1codon 432CYP1BIcodon 453COMTe SULT1EL
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Figura 7: Esta figura mostra o resultado da técnica TagMan® SNP
Genotyping. Pode-se observar que a curva em destaque indica que o indidd
apresenta o genotipo homozigoto selvagem.

Figura 8: Esta figura mostra o resultado da técnica TagMan® SNP
Genotyping. Pode-se observar que a curva em destaque indica que o indidd
apresenta o genotipo homozigoto polimorfico.
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Figura 9: Esta figura mostra o resultado da técnica TagMan® SNP
Genotyping. Pode-se observar que as curvas indicam que o individuo apresen
genatipo heterozigoto.

Figura 10: Esta figura resume os resultados da técnica TagMan® SNP
Genotyping. Em azul, indica que as amostras sdo homozigotos para o alelo m e
verde, as amostras sdo heterozigotas, em vermelho, as amostrashsfinozigotas para
o alelo C, e em preto, as amostras nao foram identificadas.
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3.2.3 Anédlise estatistica

Para a andlise estatistica realizada tanto para osesc@om CDT como 0s com

DG foi utilizado o software SAS (Statistical Analyses Systeversdo 8.1, Cary, NC, USA,
1999- 2000. Testes exatos de qui-quadradpeo teste exato de Fisher (F) foram usados
para examinar a homogeneidade entre 0os casos e ose®nual relagcdo ao sexo, etnia,
tabagismo e para os genaétipos. Os testes de Mann-Whitnéjlaoxon foram usados para
se comparar a idade entre diferentes grupos genotipicodd©ratio (OR) e o coeficiente
GH LQWHUYDOR GH 3 BR Q | RG 1B $ Jav-Diddivad b MsboOque um
determinado genotipo de um determinado nédulo possui emaeagirupo controle. Para
identificar fatores de risco para as doencas foi uditiza analise de regressao logistica

multipla. O nivel de significancia adotado para os testesstgias foi 5%.

32



4. RESULTADOS
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4.1 Resultados para CDT

A analise descritiva das associacfes mostrou que née kiiferenca entre

casos e contresquanto a sexo, etnia e habito tabagista (tabela 2).

Tabela 2: Relacdo entre caso e controle quanto a caracteristicasrup sexo,

etnia e habito tabagista.

Caracteristicas | CDT (N) | Controles (N)| p
Mulheres 248 246
0,1032
Homens 44 62
Branco 247 259
0,8668
N&o-Branco 45 49
Tabagista 86 26
: 0,3006
N&o-Tabagista 67 241

No entanto, observou-se diferenca entre os casosteoles em relacdo a alguns

dados relacionados com estrogeno, como menopausa (p<0®06fdsicdo hormonal

(p<0.0001), mas ndo para o uso de anticoncepcional (tabela 3).
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Tabela 3: Caracteristicas dos pacientes e controles em relagdo ao uso d
reposicao hormonal, menopausa uso de anticoncepcional.
CDT CONTROLE
Caracteristicas SIM NAO SIM NAO P
N (%) N (%) N (%) N (%)

Reposicao Hormona, 21 (8,47) 94 (37,90) 10 (4,69) 17 (7,8B) <0,0001
Menopausa 115 (46,37) | 133 (53,63) 31(14,29) 186 (85,71) | <0,0001
Anticoncepcional | 153 (61,69) 95 (38,31) 136 (62,96) | 80 (37,04) 0,7784

4.1.1 Resultados para o Gen€YP17A1

A tabela abaixo mostra a distribuicdo dos genétipoges@CYP17Alpara CDT e

grupo controle. O perfil genético dos pacientes com CDT difoi perfil dos controles

(tabela 4).

Tabela 4: Distribuicdo dos genoétipos do gen€YP17Alpara CDT e grupo

controle
' Controles CDT
Gene Gendtipos
N (%) N (%)
1T 113 (36,69) 105 (35,96)
CYP17A1 TC 137(44,48) 150 (51,37)
CcC 58 (18,83) 37 (12,67)

A analise de regressado logistica mostrou que a herangerdipoCC, ou seja,

homozigoto polimorfico do gen€YP17A1 aumend a suscetibilidade para o CDT

(p=0,0421) (OR= 1,648; IC95%= 1,018 - 2,669).
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A andlise descritiva e as associa¢des das variaveisaslipara o polimorfismo do
geneCYP17A1lmostrou que ndo ha correlacdo entre o perfil genétiatoees como sexo
(p=0,8242), etnia (p= 0,9893), habito tabagista (p= 0,7623), idaderdacadp= 0,4073)
idade da menopausa (p= 0,1263), uso de anticoncepcional (p= 0,9066icde hormonal
(p= 0,2749) ou mesmo com o tipo de tumor: papilifero folicular (p= 0,2953). Porém a
analise de Kruskal-Wallis mostrou que a heranca em hetesezim geneCYP17Alse

correlaciona com o nimero de abortos como mostraetatéb

Tabela 5: Analise de Kruskal-Wallis para o gen€YP17A1 variavel aborto:

Gene Gendtipo | Aborto (N) | Média p
1T 89 0,4
0,0150*
CYP17A1 TC 125 0,8
CC 30 0,7
*(TCeTT)
4.1.2 Resultados para o Gené&iSD-
N&o encontramos diferenca entre os genotipos do & nos pacientes

com CDT e no grupo controle (p= 0,8885), j& que a distribie&otipica foi similar entre

casos e controles (tabela 6).
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Tabela 6 Distribuicdo dos gendétipos do genelSD- entre casos e controles

) Controles CDT
Gene Genotipos
N (%) N (%)
AA 76 (24,68) 64 (21,92)
HSD- AG 151 (49,03) 158 (54,11)
GG 81 (26,30) 70 (23,97)

N&o houve correlacdo entre os genoétipos do §f8@- 1 com as caracteristicas
clinicas como sexo (p= 0,405#tnia (p= 0,1683), habito tabagista (p= 0,8110), idade da
menarca (p= 0,1239) e menopausa (p= 0,8811), uso de anticoncegpenal3143)
reposicao hormonal (p= 0,7997). Nao ha diferenca também @warcinoma papilifero e o

folicular (p= 0,5089).

4.1.3 Resultados para o Gen€YP1Al1 M1

A tabela 7 mostra a distribuicdo dos gendtipos do @affe1A1 mlem pacientes e

controles.

Tabela 7: Distribuicdo dos gendtipos do geneYP1A1l ml

_ Controles CDT
Gene Gendtipos
N (%) N (%)
CcC 14 (4,55) 7 (2,40)
CYP1A1 M1 CT 82 (26,62) 94 (32,19)
1T 212 (68,83) 191 (65,41)
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A analise de regressdo logistica multipla mostra queran¢e do genoétipo CT
aumenta a suscetibilidade em 1,3 vezes para o CDT (p= 0,03281Q3B2 IC 95%=
0,906-1,872).

N&o houve correlacdo entre os genoétipos do g2fie1Al mle variaveis clinicas
como sexo (p= 0,5215), etnia (p= 0,9822), habito tabagista g¥5%), menopausa (p=
0,7713), uso de anticoncepcional (p= 0,1780), reposicao horrfn&,8189) e menarca
(p= 0,8908) ou mesmo com os tipos histolégicos do CDT, papiléeo folicular (p=

0,9159).

4.1.4 Resultados para o0 Gen€YP1A2*F

A tabela abaixo mostra a distribuicdo dos genoétipogeti@ CYP1A2nos pacientes

com CDT e grupo conthe (tabela 8)

Tabela 8: Distribuicdo dos gendtipos do geneYP1A2*F

_ Controles Cancer
Gene Gendtipos
N (%) N (%)
AA 158 (51,30) 125 (42,81)
CYP1A2*F AC 114 (37,01) 131 (44,86)
CcC 36 (12,33) 36 (11,69)

Individuos que herdam o gendétipo AC tem um risco aumentada,@ vezes na
suscetibilidade ao desenvolvimento do CDT do que os individuobegdam o gendtipo

AA (p= 0,0085), segundo a analise de regressao logistica.

38



N&o houve correlacdo entre os gendtipos do gEYRR1A2*F e variaveis clinicas
como sexo (p= 0,8281), etnia (p= 0,4p610 de anticoncepcional (p= 0,2997), reposicao
hormonal (p= 0,0553) e menarca (p= 0,0744) e também entre inocaacpapilifero e o
folicular (p= 0,8708). Porém encontramos correlacdo entrébito tabagista (p= 0,0091)
mulheres que ainda ndo entraram na menopausa (p= 0,0161) e¢a liergendtipo AC. A
andlise de Kruskal-Wallis indica que a heranca do gendtipoesi@ relacionado ao

aparecimento de CDT em idade mais precoce (p= 0,0073) (9bela

Tabela 9: Analise de Kruskal-Wallis para o gen€YP1A2 variavel idade.

Gene Gendtipo Idade Média p
AA 125 45
0,0073*
CYP1A2*F AC 131 39,5
CC 36 42,6

*(AA *AC)

4.1.5 Resultados para o Gen€YP1B1

A tabela 10 mostra a distribuicdo dos gendétipos do gafiglBlcdédons 453, 119 e

432.

39



Tabela 10: Distribuicdo dos gendtipos do ger@YP1B1

Codon | Genétipos Controles Cancer
N (%) N (%)

CcC 12 (3,90) 15 (5,14)

453 CT 82 (26,62) 74 (25,34)
TT 214 (69,48) 203 (69,52)
TT 44 (14,29) 59 (20,21)

119 GT 142 (46,10) 145 (49,66)
GG 122 (39,61) 88 (30,14)
GG 57 (18,51) 58 (19,86)

432 CG 137 (44,48) 156 (53,42)
cC 114 (37,01) 78 (26,71)

A analise de regressao logistica mostrou que a herancandtpgeTT do codon
119 aumenta o risco do desenvolvimento do CDT em mais dee$ gyeiando comparado
com o0 genodtipo GG, e em mais de 2 vezes quando comparad® genotipo GT
Observou-se também que a presenca do gendtipo CG do cédoimfli@hcia ra
suscetibilidade para o desenvolvimento do CDT. Nao ha relatdoas polimorfismos do
coédon 453 e a suscetibilidade ao surgimento do CDT (p= 0,6866).

A analise das associacdes entre as variaveis clinicapaimorfismo do gene
CYP1B1lcddon 119 indica que ha uma relacdo da heranca pgpalitabrfismo como
habito tabagista (p= 0,0269), menopausa (p= 0,0317) e reposigaonad (p= 0,0197),
porém nao houve correlacgdo com sexo (p= 0,8584), etniaO(@&73) ou uso de
anticoncepcional (p= 0,1532). Ndo ha diferenca também entegcinoma papilifero e o
folicular (p= 0,3334). Ja a analise de Kruskal-Wallis mostjeia heranca do gendtipo TT

se associa com a idade da menarca (p= 0,0077).
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N&o houve correlagdo entre as caracteristicas cliri@apolimorfismo do codon
453 para sexo (p= 0,0739), etnia (p= 0,1271), habito tabagista (p=0,FEd@pausa (p=
0,3745), reposicao hormonal (p= 0,6873) e menarca (p= 0,9963). Niferefca também
entre o carcinoma papilifero e o folicular (p= 0,3597), masssociacdo entre 0 uso de
anticoncepcional e o0 genétipo CC do cédon 453 (p= 0,0332).

Ja a andlise do polimorfismo cédon 432 indica que ndo existelagdo entre as
caracteristicas clinicas como sexo (p= 0,4058), etnia (p286), habito tabagista (p=
0,4425), menopausa (p= 0,3448), uso de anticoncepcional (p= 0,615%)cdedmrmonal
(p= 0,1925) e menarca (p= 0,8365), mas ha associacdo do carqiagitifero com a

heranca do gendtipo GG (p= 0,0243).

4.1.6 Resultados para o Gen€OMT

Na populacdo estudada o perfil genético foi similar entreepes com CDT e o

grupo-controle, como mostra a tabela abaixo (tabela 11).

Tabela 11: Gendtipos do gen€EOMT

_ Controles Céancer
Gene | Genotipos
N (%) N (%)
AA 59 (19,16) 54 (18,9)
COMT AG 141 (45,78) 144 (49,32)
GG 108 (35,06) 94 (32,19)

Na analise de regressao logistica também ndo se obs#ifecenca (p= 0.8153).

Também ndo houve diferenca entre o polimorfismeC@MT e as caracteristicas clinicas
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como sexo (p= 0,9015), etnia (p= 0,1600), habito tabagista §¥9%), menopausa (p=
0,9562), uso de anticoncepcional (p= 0,2201), reposi¢cao horrfmpn#l,9613) e menarca

(p=0,9089) e também entre o carcinoma papilifero e afali¢p= 0,5070).

4.1.7 Resultados para o0 Gen&SULT1EL

N&o houve diferenca de perfil genotipico entre os pasesim CDT @scontroles

(tabela 12). Na andlise de regressao logistica tambénsendmbservou diferenca £p

0,2662).

Tabela 12 Distribuicdo dos gendtipos do genSULT1EL

_ Controles Cancer
Gene | Genotipos
N (%) N (%)
GG 239 (77,60) 213 (72,950)
SULT1E1 GA 65 (21,10) 71 (24,32)
AA 4 (1,30) 8 (2,74)

Também ndo houve associacdo entre o polimorfismo SUETIEL e as
caracteristicas clinicas como sexo (p= 0,9718), etnia (p= 0,50&Bito tabagista (p=
0,8323), menopausa (p= 0,4096), uso de anticoncepcional (p= 0,3266)cdedmrmonal
(p= 0,6978) e menarca (p= 0,9806) e também entre o carcinornliéepaje o folicular (p=

0,1094).
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4.1.8 Resultados para o todos os genes

A tabela 13 mostra todos os resultados das andlises des@milegistica para os

geneLYP17A1, CYP1A1 ml1, CYP1AZYP1B1.

Tabela 13: Resultado na analise de regressao logistica

Gene Comparacao OR IC95% p

CYP17A1 TCx CC 1,648 1,018-2,669 0,0421
CYP1A1 M1 TCXxTT 1,302 0,906-1,872 0,0328
CYP1A2*F AC x AA 1.612 1,129-2,300 0,0085
GGXTT 4,009 2,468-6,513 <0,0001

CYP1B1 119
GTxTT 2,153 1,448-3,201 0,0002
CYP1B1 432 CCxGC 1,697 1,165-2,472 0,0059

O teste estatistico Mann-Whitney mostrou que ha assoceée idade, menarca,

gestacado, paridade, aborto e o risco de aparecimento de @DJ roostra a tabela 14

porém nao ha relagdo com menopausa.

Tabela 14: Resultado do teste estatistico Mann-Whitney.

_ Controles CDT
Caracteristicas p
N | Mediana| N | Mediana
Idade 308 369 |292| 4222 <0,0001
Menarca 221 12,3 | 248 12,9 <0,0001
Gestacbes | 217 1,3 244 3,3 <0,0001
Paridade 217 1,1 244 2,6 <0,0001
Aborto 217 0,2 244 0,6 <0,0001
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O modelo multiplo selecionado pelo processo stepwisetadpispara idade e
tabagismo mostiu que ha associacdo entre idade e os polimorfismos dos @Q&iRdB1
coédon 119 e 43ZYP1A1 m1CYP1A2e a suscetibilidade para o CDT como demonstrado

na tabela 15.

Tabela 15: Resultado do teste estatistico Stepwise

Variavel Referencia p OR IC95%
Idade - <0,0001 - -
GGxXxTT <0,0001 4572 2,761-7,572
CYP1B1 119
GTxTT <0,0001 2,283 1,516-3,437
CYP1B1 432 CCx GC 0,0038 1,793 1,207-2,665
CYP1A1 M1 TCxTT 0,0272 3,172 1,139-8,834
CYP1A2 AC x AA 0,0040 1,744 1,195-2,548

4.2 Resultados para DG

Para todos os polimorfismos, foi estudado um total 282 ckesdss (234 mulheres
e 48 homens) com média de idade = 39,80+11,70 anos comparadd8&oantroles (246
mulheres e 62 homens) com média de idade = 36,86+£12,96 anos

A analise descritiva das associacdes mostrou que nao tiberenca entre casos e
controles quanto a sexo e etnia. No entanto, observguesiominio de individuos de
habito tabagista (p=0.0006), entre os pacientes com DG;oaéncia de menopausa
também se associou com a doenca (p=0.000&) 0 uso de anticoncepcional foi mais raro
entre pacientes do que nos controles (p<0.0001) assim coamewaom reposicao

hormonal (p=0.0042) como mostrado na tabela 16.
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Tabela 16: Pacientes e controles que possuem ou nao habito tabagisiae

ou ndo o uso de reposi¢cao hormonal; fazem o uso ou ndo de anticoncepciounahinda

se ja entraram ou N0 na menopausa.

DG CONTROLE
Caracteristicas SIM NAO SIM NAO P
N (%) N (%) N (%) N (%)
Tabagismo 97 (34,40) | 185 (65,60) | 67 (21,75) | 241 (78,25) | 0,0006
Reposicdo Hormonal 6 (3,80) 31 (19,62) 10 (4,69) 17 (7,98) 0,0042
Menopausa 62 (28,97) | 152 (71,03) | 31(14,29) | 186 (85,71) | 0,0002
Anticoncepcional 33(21,29) | 122(78,71) | 136 (62,96)| 80 (37,04) | <0,0001

4.2.1 Resultados para o gen€YP17A1

A tabela abaixo mostra a distribuicdo dos genotipos de @Q€R17Al(tabela 17.

Tabela 17: Gendtipos do gen€YP17A1.

_ Controles DG
Gene Gendtipos
N (%) N (%)
AA 113 (36,69) 106 (37,59)
CYP17A1 AG 137 (44,48) 134 (47,52)
CcC 58 (18,83) 42 (14,89)

N&o houve diferenca de perfil genotipico entre os paciextes DG e controles

para o gen€YP17Al(p= 0,3077).

A andlise das varidveis mostrou que ndo ha relacdo estgenostipos do gene

CYP17Ale dados clinicos como sexo (p= 0,4826), etnia (p= 0,4470), habagitta (p=
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0,3209), presenca ou auséncia de oftalmopatia (p= 0,4540)yidadike para AcCTPO (p=
0,5144) e AcTg (p= 0,4077), idade (p= 0,4590), menarca (p= 0,5309), menopausa (p
0,9825), gravidez (p= 0,5120), paridade (p= 0,6502), aborto (p= 0,3939), bpaipacdo
gramas (p= 0,2067), bécio ultrasson (p= 0,6007), TSH (p= 0,7811),pFD,6042), T3

(p= 0,5116), TRADb (p= 0,4377), IMC (p= 0,9545).

4.2.2 Resultados para o genélSD-17B1

N&o encontramos diferenca para o geigD- nos pacientes com DG quando

comparados aos controles (p= 0,722@bela 1§.

Tabela 18: Gendtipos do genelSD-

_ Controles DG
Gene Gendtipos
N (%) N (%)
AA 76 (24,68) 59 (20,92)
HSD- AG 151 (49,03) 154 (54,61)
GG 81 (26,30) 69 (24,47)

A andlise das variaveis mostrou que também nao ha oetatfe os genotipos do
geneHSD- e dados clinicos como sexo (p= 0,6543), etnia (p= 0,6573), habigista
(p= 0,4928), presenca ou auséncia de oftalmopatia (p= 0,3818)vigade para AcTPO
(p= 0,7503) e AcTg (p=0,5097), idade (p= 0,2336), menarca (p= 0,9879), mem@paus
0,3765), aborto (p= 0,5485), bécitpalpacdo gramas (p= 0,7166), bocio ultrasson (p=
0,4807), TSH (p= 0,0519), T4L (p= 0,8134), T3 (p= 0,3073), TRAb (p= 0,9838),(fMC
0,0995).
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A analise de Kruskal-Wallis mostrou que o genoétipo GG se coisaka com 0

nuamero de gestacgdes (p= 0,0256) e com a paridade (p= 0,014 1jncstna a tabela 19.

Tabela 19: Analise de Kruskal-Wallis para o geneHSD- , variaveis

gravidez e paridade.

Gene Genotipo | Gestacdes (N) Média p Paridade (N) | Média p
AA 21 2,3 21 2,0
HSD- AG 67 2,3 | 0,0256* 67 1,9 |0,0141*
GG 29 3,2 26 3,2
*(GG*AG)

4.2.3 Resultados para o gen€YP1A1l ml

A tabela 20 mostra a distribuicdo dos genétipos do GafiglA1 mEm pacientes e

controles.

Tabela 20: Distribuicdo dos genétipos do gereYP1A1 m1.

' Controles DG
Gene Gendtipos
N (%) N (%)
CcC 14 (4,55) 12 (4,26)
CYP1A1 M1 CT 82 (26,62) 122 (43,26)
TT 212 (68,83) 148 (52,48)

A diferenca entre 0s genétipos por meio da regresséao idagistostra que a
presenca do gendtipo CT influencia na suscetibilidade para avodsenento da DG (p
<0,0001)
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A analise das varidveis mostrou que ndo ha relacdo estgenotipos do gene
CYP1AL1 e dados clinicos como sexo (p= 0,0563), etnia (p= 0,1484), habagista (p=
0,7737), presenca ou auséncia de oftalmopatia (p= 0,5387)yidadie para AcCTPO (p=
0,3972) e AcTg (p= 0,1110), idade (p= 0,8204), menarca (p= 0,9941), mengpausa
0,2263), bécio ultrasson (p= 0,4504), TSH (p= 0,8719), T4L (p= 0,1354p=T1@,1093),
TRADb (p=0,1038), IMC (p=0,2033

A analise de Kruskal-Wallis mostrou que o gend{pb se associa com 0 humero
maior de gestacdes (p= 0, 0071), nimero maior de paridadeOg@B4], maior nimero de
aborto (p=0,0012) e no maior peso do bécio em gramas porda@alpacéo (p= 0,0082)

como mostra a tabela 21.

Tabela 21: Analise de Kruskal-Wallis para o geneCYP1Al1 M1 variaves

gravidez, paridade, aborto e bocio.

_ Genotipos .
Caracteristicas Média P
TT TC CC
Gravidez 40 25 3 4.3 0, 0071
Paridade 40 25 3 3,6 0,0204
Aborto 40 25 3 0,7 0,0012
Bé6cio 98 83 4 2,3 0,0082

*(TCTT)

4.2.4 Resultados para o gen€YP1A2*F

A tabela abaixo mostra a distribuicdo dos genoétipoget@ CYP1A2n0s pacientes

comDG e grupo controle (tabela 22)
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Tabela 22: Distribuicdo dos genotipos do ger@YP1A2*F.

) Controles DG
Gene Genotipos
N (%) N (%)
AA 158 (51,30) 140 (49,65)
CYP1A2*F| AC 114 (37,01) 113 (40,07)
CC 36 (11,69) 29 (10,28)

A analise de regressdo logistica mostrou que ndo houveerdiée de perfil
genotipico dos pacientes com DG e do grupo-controle (p= 0,8587)

A andlise das variaveis clinicas mostrou que nao ha celagi#ie os genotipos do
geneCYP1A2e sexo (p= 0,3578), etnia (p= 0,3342), habito tabagista (p= 0,26&8gma
ou auséncia de oftalmopatia (p= 0,2357), positividade para AcTP®,2i32) e AcTg
(p=0,1945), idade (p= 0,5687), menarca (p= 0,2189), menopausa (p= 0,2012) zdiavide
0,1981), paridade (p= 0,2052), aborto (p= 0,2546), bagalpacdo gramas (p= 0,1117),
bocio ultrasson (p= 0,0822), TSH (p= 0,5930), T4L (p= 0,6022), T3 (&16), TRADb

(p=0,4847), IMC (p=0,7782).

4.2.5 Resultados para o gen€YP1B1

A tabela abaixo (tabela 23) mostra a distribuicdo do®tgms do gen€€YP1B1

codons 453, 119 e 432.
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Tabela 23: Distribuicdo dos gendtipos do ger@YP1B1

Cddon | Gendtipos Controles oG
N (%) N (%)

CcC 12 (3,90) 10 (3,55)

453 CT 82 (26,62) 61 (21,63)
TT 214 (69,48) 211 (72,82)
TT 44 (14,29) 44 (15,60)

119 GT 142 (46,10) 124 (43,97)
GG 122 (39,61) 114 (40,43)
GG 57 (18,51) 69 (24,47)

432 CG 137 (44,48) 135 (47,87)
CC 114 (37,01) 78 (27,66)

A analise dos grupos em relacdo aos seus genotipos por negrelssao logistica,
mostrou que a heranca do genotipo TT do cédon 119 aumeistpalo desenvolvimento
daDG em quase 7 vezes quando comparado com o genotipo GG, e erdentavezes
guando comparado com o gendtipo GT. Observou-se também queeagarelo gendtipo
GG do codon 432 aumenta a suscetibilidade para o desenvolvinzetd €m 1,7 vezes
guando comparado com o genotipo,@@m 1,4 vezes quando comparamos o0 genotipo CG
vesusCC.

N&o encontramos relacdo entre os polimorfismos doncd88 e a suscetibilidade
ao surgimento da DG (p= 0,4791).

A andlise das variaveis clinicas mostrou que ndo hadeaelentre os genadtipos do
cédon 432 e dados clinicos como sexo (p= 0,2872), etnia (p871),lhabito tabagista (p=
0,2608), presenca ou auséncia de oftalmopatia (p= 0,3201)yvidasié para AcTPO (p=

0,0912) e AcTg (p= 0,4849), menarca (p= 0,2663), menopausa (p= 0,6018), gfpwidez
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0,1348), paridade (p= 0,3280), aborto (p= 0,0944), bagalpacdo gramas (p= 0,9766),
bécio ultrasson (p= 0,5153), TSH (p= 0,5156), T4L (p= 0,0815), T3 @840), TRADb
(p= 0,0684).

Porém mostrou que a heranca do genétipo GG influencia no désewrdo da
DG quando associado a idade (41,6 anos) (p= 0,0204) e ao IMC (86kBepeso) (p=
0,0392).

Ja para o cédon 119, ndo encontramos relacdo entre dgpger@dados clinicos
como sexo (p= 0,9044), etnia (p= 0,3795), habito tabagista (p= 0,83@éEnca ou
auséncia de oftalmopatia (p= 0,0702), positividade para AcTP®,4884) e AcTg (p=
0,3224), idade (p= 0,8357), menarca (p= 0,5238), menopausa (p= 0,9288), gfpwidez
0,6730), paridade (p= 0,3656), aborto (p= 0,9843), bagalpacdo gramas (p= 0,2286),
bdcio ultrasson (p= 0,2858), TSH (p= 0,0986), T3 (p= 0,5315), IM@(P532).

Encontramos associacdo entre valores mais elevadds2(ng/dL) de T4l (p=
0,0409) e valores mais elevados (>159,9%) de TRAb (p= 0,0465) cgenospos GT e

TT, respectivamente para o desenvolvimento da DG.

4.2.6 Resultados para o gen€OMT e SULT1E1L

N&o houve diferenca entre de perfil genotipico dos pacientestroles (tabela 24)

tanto para o polimorfismo do ger@OMT quanto do gené&SULT1E1 Na analise de

regressao logistica também ndo se observou diferenca.
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Tabela 24: Distribuicdo dos gendtipos do gert@OMT e SULT1E].

Gene | Gendtipos Controles PG
N (%) N (%)
GG 108 (35,06) 96 (34,04)
COMT GA 141 (45,78) 141 (50,00)
AA 59 (19,16) 45 (15,96)
GG 239 (77,60) 211 (72,82)
SULTIEL™GA 65 (21,10) 66 (23,40)
AA 4 (1,%) 5(1,77)

Nossos dados mostram que na populacédo estudada ndo obsetf@nemca entre

casos e controles para estes dois genes, provavelmdatdigiebuicdo genotipica ser

similar. Também n&o ha diferenca entre os genadtipos eados clinicos.

4.2.7 Resultados para o todos os genes

A tabela 25 mostra todos os resultados das analises deséegtegistica para os

geneLYP1A1 mE CYP1B1.

Tabela 25: Resultado na analise de regressao logistica.

Gene Comparacao OR 1IC95% p
CYP1A1 ml CTxTT 2.120 1,480-3,037 | <0,0001
GGxXxTT 6,942 4,213-11,440, < 0,0001
CYP1B1 119
GTxTT 2,374 1,547-3,643 | < 0,0001
GG xCC 1,733 1,087-2,764 0,0208
CYP1B1 432
GCxCC 1,498 1,017-2,205 0,0408
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O teste estatistico Mann-Whitney mostrou que ha assoc&g#ie maior idade e
menarca, nimero maior de gestacdes, paridade e abortise® de aparecimento da DG

como mostra a tabela 26

Tabela 26: Resultado do teste estatistico Mann-Whitney.

_ Controles DG
Caracteristicas P
N Media N Media
Idade 308 36,9 282 39,8 0,0021

Menarca 221 12,3 185 12,9 0,0012

Gestacbes | 217 1,3 168 2,7 <0,0001
Paridade 217 1,1 169 2,3 <0,0001
Aborto 217 0,2 169 0,4 0,0029

O processo multiplo selecionado pestepwise ajustado para idade, etnia e
tabagismo confirma que ha associacéo entre idade, tetivgayismo, os polimorfismos dos

genesCYP1B1cdédon 119 €€YP1A1Im1 e a suscetibilidade a DG.

Tabela 27: Resultado do teste estatistico Stepwise.

Variavel Referencia p OR IC95%

Idade - 0,0467 - -

Etnia - 0,0197 - -

Tabagismo - 0,0101 - -
GGXTT <0,0001 7,278 4,321-12,258

CYP1B1 119

GTxTT <0,0001 2,559 1,633-4,008
CYP1A1 M1 TCXTT 0,0009 1,951 1,317-2,892
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5.DISCUSSAO
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Nos ultimos anos, uma quantidade significativa de evidéfmiamm acumuladas no
que diz respeito as variagfes individuais na suscetibilél@dencasEsta claro que muitas
doencas ndo sdo de origem monogenéticas, ao contraricessitados de uma complexa
interacéo entre fatores ambientais e diferentes gé@é$ |

Consequentemente, fendtipos tipicos ndo apresentamdesadde heranca
mendeliana classica atribuivel a um locus Unico. Alésodigenes diferentes parecem agir
em varias combinagfes, causando graus individuais de suscetéiidauma determinada
pessoa [126]Uma caracteristica poligenética foi proposta paracteniaticas quantitativas,
como por exemplo, diabetes, hipertensao e pré-eclamppara caracteristicas complexas,
por exemplo, endometriose e cancer de mama [126].

De acordo com a American Thyroid Association, a incideédoi cancer de tiroide é
de 3 a 4 vezes maior em mulheres. O fato € que o riscon@enulher desenvolver uma
doenca da tiréide € de 1 em cada 8, sendo portanto, compaoaristo de uma mulher
desenvolver o cancer de mama esporadico. A gravidez e@pmesa precoce aumentam
este risco [127-129].

Estradiol € um hormonio pleiotrépico por san fator de transcricdo nuclear para
uma série de genes diferentes. O receptor de estrégftjoliga-se a elementos de
resposta classica (EREs) no promotor de uma ampla vdeieda genes-alvo e ativa a
transcricdo do gene recrutando proteinas coatraad130]. Assimp estradiol parece estar
envolvido na fisiopatologia de inumeras doencas como a endosee doenca de
Alzheimer, hipertensédo, osteoporose, cancer de maneerada colon, cancer de proéstata,
aterosclerose [126], e mais recentemente esta sendoadssao cancer de tirdide [131-

133]

55



Rajoria e col. sugerem que o estrégeno aumente a capaoidaginica, migratoria
e invasiva de linhagem celular do cancer de tirdide [129]. AiéeBodAmeet Kamat e col.
mostraram que o estrégeno pode induzir a um fendtipo progémco das células
endoteliais no microambiente tumoral tiroidiano poramda sinalizacdo do ER e VEGF
[134].

O estrégeno é capaz de regular a proliferacédo celular @iorda ligacdo com seus
receptores. O receptor SRVVXL DWLYLGD G Ha@ptdRica lenguamouéy ® H DQW
UHFHSWRU W Hpoptbtichl LeWeRpa@ddde de diferenciacdo [135]. Estudos
experimentais demonstram que o estrégeno contribui parseawdd@vimento do carcinoma
papilifero por meio da sua ligacdo com o ER; desse modmopeoa proliferacdo celular
das células epiteliais foliculares mutadas [43].

Nossos dados sugerem que ha relacdo entre CDT e menopaesasicdo
hormonal Tal dado sugere que ha uma possivel relacéo entre hornséniaesis e o cancer
de tiroide, pois estudos mostram que as mulheres, espetialagelas com idade acima
de 45 anos, tém sido responsaveis pela maior parte do aumeaika die incidéncia deste
tipo de cancer [49] e ja correlacionaram a presencatdEyeso em uma quantidade mais
elevada em tecidos neoplasicos da tiroide do que em tesdaddaveis [51]. Winters e col.
sugerem que ha aumento na expressao do estrégeno entrestimiwialis e recorrentes em
mulheres menopausadas sugerindo que o estrégeno influenpmgrassao da doenca
[136]. A menopausa, 0 uso de anticoncepcional e reposic&whal também influenciam
na DG, reforcando a teoria de que ha fatores hormordis esvolvidos na patogenia da
DG [137]. Observamos também a relacdG com o habito tabagista, a qual ja € bem

conhecida, como nés mesmos mostrafhos

56



O estrégeno pode induaraneuploidia e alteragdes cromossdmicas estruturais [76]
Estudos em animais identificam o estrégeno como canoer[@@, 138-139]A hipoteseé
gue as células proliferam rapidamente, portanto, coimrroBance de erro genético. A fita
simples do DNA, presente durante a divisdo celular, & swscetivel a danos do qae
dupla fita. Uma vez que as mutagfes sdo introduzidas entéiola-alvo, os estrégenos
aumentam a replicacdo dos clones de células queyaartais erros genéticos [140].

Estudos sugerem que os metabdlitos do estrogeno atuemnimiciadores de dano
genético [70, 76-77]. Entre os danos causados pelos radicais derDNA induzido pelo
estrogeno e seus metabdlitos estdo quebra de fita singpleumento da formacao de 8-
hidroxiguanina ligacdes estrogeno-DNA e oxidacdo de proteinas edpjdb, 141-143]

O aumento da proliferacéo celular e metabdlitos gena$xodem agir como aditivos ou
de forma sinérge[89].

Nés demonstramos que a heranca polimorfica em homozigose ddCy@i7A1
aumenta a suscetibilidade para o CDT em 1,6 vezes. Feigelsol. foram os primeiros a
mostrarem uma associacao entre o risco para o cdageama e o polimorfismo do gene
CYP17A1 sugerindo que as concentracfes hormonais séricas padamem funcdo do
genotipo [144]. Outro estudo constatou que o polimorfismo do @Enel7Al foi
associado com concentracdes séricas de estradiol esfgmya entre mulheres jovens
nuliparas [145]. Vérios estudos discutem sdbWP1Al e o cancer de mama, porém 0s
resultados sdo inconsistentes e mostram evidéncias dedeteidade entre etsifl46-
148]. N& ha na literatura de nosso conhecimento registros seciagdo entre o
polimorfismo deCYP17Ale o cancer de tiroide. Observamos também que a heranca e
heterozigose esta associada com o numero de ahditidis e col. indicam que o

polimorfismo em heterozigose ndo influencia no aborfmmtfineo [149] enquanto que
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Sata e colsugerem que o heterozigotim gene CYP1Al pode predispor a um risco
aumentado para o aboftth0].

Apesar de ndo termos encontrado correlagdo €itirRl17Ale a DG, a literatura
indica que este gene esteja diretamente ligado a doarncasnuanes [151-153]. Mais uma
vez, a composicao étnica das populacdes estudadas podelaeresponsavel pela
disparidade de nossos dados com os da literatura.

Nossos dados sugerem também que o QEISD- nao influencie na
suscetibilidade ao CDT. Sugerimos que a heranca polimérficaoemzigose pode estar
associada com o numero de gestacbes e a paridade daggsmcom DG, ja quESD-

foi associado com a alteracdosd@ancentracdes de estrégeno [154], e esta alteracao
com gravidez e paridade [155].

O estradiol e a estrona sdo metabolizadas por duas weagp@is por meio da
hidroxilagdo dos anéis A e D [156]. A hidroxilacdo pelo anel Aalavformacdo dos
estrogenos catecol, 2- ou 4- hidroxiestrogeno, enquanto dueraxilacdo do anel D
produz o .-hidroxiestrogeno. Os estrégenos catecol sdo os prinaipetabolitos do
estrogeno [138]. A maior via metabdlica do estrogeno édidrdxilacdo, que é catalisada
em humanos pelas enzimas CYP1Al e CYP1A2.[70]

A andlise do gen€YP1A1ml e CYP1A2*F em nossos pacientes indica cae
heranca do gendtipo CT aumenta a suscetibilidade em 1,8 geaeneranca do genaotipo
AC tem um risco aumentado em 1,6 vezes na suscetibilidadesgnvolvimento do CDT
respectivamente. Inimeros trabalhos indicam gque esseias® realmente existe, porém
com outros tipos de canceres [157-161]. Apenas Siraj e ostramam que o0 gerieYP1A1l
estava envolvido da suscetibilidade ao CDT [162]. O 2-hidroxiestedgessui uma fraca

capacidade de ligacdo ao receptor de estrégeno e tem sida@ssodiferenciagcéo celular
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e apoptose, apresentando portanto, propriedades antiestrdd@®3icE66]. Porém quando

estes genes apresentam polimorfismos, estas varianégs &wm aumento da atividade
enzimatica e por consequéncia ao aumento nas concestrdedcarcindgenos ativados
[102].

A associacao entre o habito tabagista e o @a&ffelA2também ja foi mostrada pelo
Nosso grupo [167]. Porém nao ha dados que indiquem que mulherEadpedo entraram
na menopausa estejam relacionadas a heranca do gen@tiporfo mostram 0S Nossos
achados atuais, apenas indica que ele atua na menarcageetahgendtipo influencie na
idade [168].

Na DG encontramos que a presenca do genotipo TC influenciasoattbilidade
para a doenca e que este gendtipo se associa ao nungestal@des, paridade, aborto e no
peso do bdcio em gramas. NOSSO grupo ja mostrou amtenée que o polimorfismo deste
gene aumenta o risco de DG [1%luitas mulheres com DAIT apresentam irregularidades
menstruais, problemas de fertilidade e aumento no niumeimode §169].

Em contraste cona 2-hidroxilacdo, esta a producdo da 4- hidroxilacdo que tem
como responsavel o gen€YP1B1 [70]. A razdo da concentracdo entre o 4-
hidroxiestrogeno para o 2-hidroxiestrégeno é de 4:1 [76].

Nossos achados mostram que a heranca do gendtipo TT do i®l@umenta o
risco do desenvolvimento do CDT em mais de 4 vezes quandmacao com o genotipo
GG, e em mais de 2 vezes quando comparado com o genoétipodER também que ha
associacdo com o habito tabagista, menopausa e repbsigéonal além de mostrar que
se associa com a idade da menarca. Para,aD&anca do gendtipo TT também aumenta
0 risco do desenvolvimento da doenca em quase 7 vezes quamgarago com O

genodtipo GG, e em mais de 2 vezes quando comparado com gpgeBdti Tanto as
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concentragbes de T4L quanto os de TRADb sofrem a influetwigendtipo GT e TT,
respectivamente, para o desenvolvimento da DG.

Observou-se também que a presenca do heterozigoto do c6don d8@ciaflna
suscetibilidade para o desenvolvimento do CDT e que a heranchomozigoto
polimérfico influencia o carcinoma papilifero da tirdide. Homozigoto polimorfico
influéncia na suscetibilidade para o desenvolvimentb@am 1,7 e o heterozigoto em 1,4
vezes. A idade e o IMC sofrem influéncia do gendtipo GG.

N&o observamos relacéo entre os polimorfismos doncd88 e a suscetibilidade ao
surgimento do CDT ou a DG, mas encontramos associagd® wso de anticoncepcional
para as mulheres com CDT e o gendtipo CC. Esta heraocento, também pode
caracterizar um grupo de risco para o cancer.

O polimorfismo do cédon 432 possui grande impacto sobreragriedades
cataliticas deCYP1B1 o gendtipo Val/Val possui trés vezes maior atividade da 4-
hidroxilase do que o gendtipo Leu/Leu [17@randes atividades cataliticas também séo
associadas ao codon 119, Ser/Ser [171]. Tais alteragdessdciadas com o receptor do
estrogeno e da progesterona em mulheres com cancer de [ha2haenquanto que
mulheres chinesas apresentam associacdo com essagdalie® 0 risco para o cancer de
mama na pés-menopausa [173].

Fatores menstruais e reprodutivos sdo suspeitos de estasertiados a varias
doencas por causa de uma incidéncia muito maior entreulieeres e as implicacdes
provaveis de fatores hormonais, sejam eles horména&genos, tais como estrogenos (8-
12), ou hormbénios exdgenos, como contraceptivos orais (E®. fatores menstruais e
reprodutivos, como sugerem nossos dados, provavelmentensados causadores da

diferenca entre homens e mulheres para as doencdsatias, sejam eles enddégenos como

60



0 estrogeno e os hormonios estimuladores da tirdide [51, brdlexdgenos como
contraceptivos orais, 0s quais aumentam o risco peéacer de tirdide [175]. Negri e col.
sugerem que a menarca tardia e a menopausa estao ligadasexade tirdide [176].

N&o observamos qualquer relacédo entre os ge@dT e SULT e a suscetibilidade
a DG e ao CDT e tampouco para as caracteristicas clisiggarindo que estes genes nao

sejam importantes na patogénese destas doencas.

61



6. CONCLUSAO
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Nossos dados mostraram que o perfil genotipico de genesionaldos ao
metabolismo de estrégeno influencia no desenvolvimento da @3CDT, permitindo-nos

responder as seguintes perguntas:

6.1 Alteracdes polimérficas nos gen€¥P17A1, CYP1AInl, CYP1A2*1F, CYP1B1
cédon 11% CYP1Blcodon 432 aumentam a suscetibilidade ao CDT, porém estefnéio s

influencia dos genddSD- & <3 &don 453COMTe SULT.

6.2 AlteracOes polimorficas nos ger@¥P1A1 m1l, CYP1Bdddon 11% CYP1Bl1cddon
432 aumentam a suscetibilidade a DG. Ja os geved7A1 CYP1A2*F, CYP1Btdodon

453 COMTe SULTnao influenciam na suscetibilidad®é&.

6.3 Idade de menopausa, uso de reposicao hormonal, idadelewaia para o surgimento
da doenca, menarca tardia, maior numero de gestacOetgdeas abortos aumentam a

suscetibilidade a DG.

6.4 ldade de menopausa, uso de reposicdo hormonal, habagistap uso de
anticoncepcional, idade mais elevada para o surgimentioafaa, menarca tardia, maior

namero de gestacdes, paridade e abortos aumentam abslicagei ao CDT.

6.5 Entre os pacientes com DG, mulheres heterozigotaCy&hA1l miapresentam maior
namero de gestacdes, paridadgbortos, além de bdcio mais pesado (gramas). Jaaentre
pacientes com CDT, mulheres heterozigotas gafR17Alapresentam maior nimero de

abortos. A heranca heterozigota para o ge¥M@1A2*Festa relacionada com idade mais
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precoce para o surgimento do CDT. A heranca do polimefido geneCYP1Blcodon

119 esta associada ao habito tabagista, uso de reposig&nhbe presenca de menopausa
para pacientes com CDT. Ja para pacientes com DG, dsteniemo se correlaciona
com concentracdes mais elevadas de T4livre e TRAEranca em heterozigose do gene
CYP1B1cbédon 432 foi mais frequente em pacientes com carcipapiifero do que nos
pacientes com carcinoma folicular. Além da heran¢cahemozigose se correlacionar com
maior idade e com sobrepeso em pacientes com DG. Mallsem gendtipo homozigoto
polimérfico paraCYP1B1lcodon 453 se correlacionam com uso de anticoncepcional no
CDT. Maior namero de gestacbes e de paridade se correlaci@oam mulheres

homozigotas para o gertSD- na DG

Considerac¢des Finais:

Os fatores exdgenos e endogenos ligados aos horméniosissepossuem
consideravel variabilidade individual devida aos polimorfisa®sia de metabolizacéo do
estrogeno. As diferentes herancas polimérficas individugue séo atribuidas aos
polimorfismos dos genes codificadores de enzimas envolvadasoducao, metabolizacéo
e eliminacéo do estrogeno devem definir subpopulacdes deresitiige sdo afetadas pela
maior exposicao aos estrégenos e aos seus metaboktapjais afetam o crescimento
celular e podem induzir danos celulares carcinogénicasgaa atresposta imune.

Nossos dados sugerem como um modelo multigénico de susdatibilhs doencas
tiroidianas com base na sintese de estrogeno pode ajuslarcmmpreender a etiologia

desta doenca.
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LABORATORIO DE GENETICA MOLECULAR DO CANCER
UNIVERSIDADE ESTADUAL DE CAMPINAS
Faculdade de Ciéncias M édicas

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Projeto de Pesquisa em Cancer de Tireodide
Pesquisadora: Prof Dra Laura Sterian Ward
Prof2 Dra Ligia Vera Montalli Assumpcéo

Doador *individuo controle

Sr(a)

anos RG: HC:
Endereco:
Telefone: Data: [

Concordo em doar 9 mL de sangue para pesquisa de acidos nucl@icaeieas que
podem estar envolvidas em doencas malignas e benignas da tireGesgiufs tem por objetivo a
melhor compreensao dos fatores moleculares de diagndstico e pragrfdgtmdo comparacao
entre individuos doentes e saudaveis. Tal pesquisa justifica-@edagbortancia da compreensao
destes fatores para o tratamento dos pacientes. Sei quatsseld uma pesquisa cientifica e
concordo em que os meus dados, registrados no meu prontuario ,ns&gEcn utilizados na
pesquisa, sabendo que meu nome assim como meus dados clinicosheratéria ndo serédo
individualmente citados e que em nenhum momento serei paglodpor tal doacdo. Meus dados e
o material bioldgico advindo da coleta poderdo ser usados eas p@squisas relacionadas ao
cancer de tirdide, caso justificativa devida, sendo estas pesqpisavadas devidamente pelo CEP
e, quando for o caso, da Comiss&o Nacional de Etica em £e€@NEP, submissas totalmente a
devida legislacdo. A cada nova pesquisa em que meu rhadautilizado, receberei um novo
termo de consentimento (pelo correio) para autorizatiliaacdo do material doado. Tenho a
garantia de sigilo de dados confidenciais ou que, de algum nm@am me provocar
constrangimentos ou prejuizos, tornando anénimo o material ou datidss. Também sei que
esta pesquisa pode trazer beneficios para a cura ou tratadtaeroencas tireoidianas no futuro.
N&ao terei nenhuma forma de reembolso, ja que ndo tereumeghsto com a doacdo do meu
material para esta pesquisa e sei que poderei cancelaa deaisdo e deixar de participar em
gualquer momento. Também néo serei submetido a qualquedipneaéo que nao faca parte da
rotina de doacdo de sangue, sob a orientacdo da equipefatenagem. Estou consciente da
importancia de minha participacdo da qual posso desistgualquer momento. Fui informado de
que este projeto esta aprovado pelo Comité de Etica emi®egGEP) e sei que poderei obter
todas as informacdes que desejar e necessitar no contaPa@acitado), bem como denunciar
guaisquer procedimentos que infrinjam as normas do CEP. Pati¢eeiesclarecimentos antes,
durante e depois da realizacdo da pesquisa sobre a mestadando a pesquisadora responsavel
Profa. Dra. Laura S. Ward no contato abaixo. Autoripoi@da do material biol6gico para fins de
pesquisas futuras? () Sim () Nao

Assinatura do Paciente ou Responsavel pelo Paciente

Prof2 Dra. Laura Sterian Ward: Coordenadora do GEMOCA- daliMédica/ FCM-UNICAMP,
CEP:13081-970, Campinas, SP, (19) 3521-8954, e-mail:ward@unicamp.br

CEP: Fone: (19) 3521-8938, Caixa Postal 6111, 13083-970 Campinas, SP,
e-mail:cep@fcm.unicamp.br

76



LABORATORIO DE GENETICA MOLEQULAR DO CANCER
UNIVERSDADE ESTADUAL DECAM PINAS
Faculdade de Géncias Médicas

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Projeto de Pesquisa em Cancer de Tireodide
Pesquisadora: Prof Dra Laura Sterian Ward
Prof2 Dra Ligia Vera Montalli Assumpcéo

Paciente ou Responsavel pelo paciente

Sr(a)

anos RG: HC:
Endereco:
Telefone: Data: [

Concordo em doar sangue e tecido para pesquisa de acidosasuelproteinas que podem
estar envolvidas em doencas malignas e benignas da tiredideguAspeem por objetivo a melhor
compreensao dos fatores moleculares de diagnostico e progndatipesduisa justifica-se dada a
importancia da compreensao destes fatores para o tratagiosnpacientes. Sei que se trata de uma
pesquisa cientifica e concordo em que os dados de meuagistados no meu prontuario médico,
sejam utilizados na pesquisa, sabendo que meu nome assim comaladesisclinicos e de
laboratério ndo serdo individualmente citados e que em memhomento meu diagnostico ou
tratamento serdo prejudicados por tal doacdo. Meus dadosatenal biolégico advindo da coleta
poderdo ser usados em novas pesquisas, caso justificativa deviltagstas pesquisas aprovadas
devidamente pelo CEP e, quando for o caso, da Comissido Natgdatca em Pesquisa-CONEP,
submissas totalmente a devida legislacdo. Tenho a garasigildele dados confidenciais ou que,
de algum modo, possam me provocar constrangimentos ou prejuinasdmandnimo o material
ou dados obtidos. Também sei que esta pesquisa pode tmnagkcibe para a cura ou tratamento
das doencas tireoidianas no futuro, mesmo que eu ndo me betisficiagora. Nao terei nenhuma
forma de reembolso, ja que nado terei nenhum gasto comag@aao meu material para esta
pesquisa e sei que poderei cancelar minha decisdo e deiparti@ar em qualguer momento.
Também ndo serei submetido a qualquer procedimento qudagdioparte da rotina de meu
tratamento normal, sob a orientacdo de meu médico haltfistall consciente da importancia de
minha participacédo da qual posso desistir em qualquer monkertmformado de que este projeto
esta aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa (CEPy@espoderei obter todas as informacdes
gue desejar e necessitar no contato ao CEP (infracitddofl como denunciar quaisquer
procedimentos que infrinjam as normas do CEP. Poderei obtareggmentos antes, durante e
depois da realiza¢@o da pesquisa sobre a mesma, contagastpsadora responsavel Profa. Dra.
Laura S. Ward no contato abaixo.

Autorizo a guarda do material biolégico para fins de pesqfiisams? () Sim () Nao

Assinatura do Paciente ou Responsavel pelo Paciente

Prof2 Dra. Laura Sterian Ward: Coordenadora do GEMOCA- daliMédica/ FCM-UNICAMP,
CEP:13081-970, Campinas, SP, (19) 3521-8954, e-mail:ward@unicamp.br

CEP: Fone: (19) 3521-8938, Caixa Postal 6111, 13083-970 Campinas, SP,
e-mail:cep@fcm.unicamp.br
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