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Tanto a Doenca de Graves (DG) como o Carcinoma Diferenciado da Tiroide (CDT) sdo
patologias de etiologia multifatorial e envolvem uma interacdo entre meio ambiente e
fatores genéticos de predisposicdo. Ambas apresentam nitida preferéncia pelo sexo
feminino. Por isso, variagdes no metabolismo do estrégeno poderiam estar associadas a esta
preferéncia, pois, seus metabdlitos podem causar dano ao material genético. Os objetivos
foram determinar a influéncia dos polimorfismos dos genes CYPI7Al, HSD-17p1,
CYPIAI, CYPIA2, CYPIBI, COMT e SULTIEI no risco para a DG e para o CDT. Para
tanto, foi estudado 282 pacientes com DG (234 mulheres e 48 homens; 39,80+11,69 anos),
292 pacientes com CDT (248 mulheres e 44 homens; 42,23+14,81 anos), comparados com
308 controles (246 mulheres e 62 homens; 36,86+12,95 anos). Para o estudo dos
polimorfismos, utilizou-se a técnica TagMan SNP Genotyping. Alteragdes polimdrficas nos
genes CYPI7A1 (p=0,0421), CYPIAI ml (p=0,0328), CYPIA2*IF (p=0,0085), CYPIBI
cédon 119 (p<0,0001) e CYPIBI c6don 432 (p=0,0059) aumentam a suscetibilidade ao
CDT. J4 as alteragcdes polimérficas nos genes CYPIAI ml (p<0,0001), CYPIBI cédon 119
(p<0,0001) e CYPIBI c6don 432 (p=0,0208) aumentam a suscetibilidade a DG. Entre os
pacientes com DG, mulheres heterozigotas para CYPIAI ml apresentam maior nimero de
gestacoes (p=0,0071), paridade (p=0,0204) e abortos (p=0,0012), além de bdcio mais
pesado (gramas) (p=0,0082). J4 entre os pacientes com CDT, mulheres heterozigotas para
CYPI7A1 apresentam maior nimero de abortos (p=0,0150). A heranca heterozigota para o
gene CYPIA2*F estd relacionada com idade mais precoce (p=0,0073) para o surgimento do
CDT. A heran¢a do polimorfismo do gene CYPIBI c6don 119 estd associada ao habito
tabagista (p=0,0269), uso de reposicio hormonal (p=0,0197) e presenca de menopausa
(p=0,0317) para pacientes com CDT. J4 para pacientes com DG, este polimorfismo se
correlaciona com concentracdes mais elevadas de T4livre (p=0,0409) e TRAb (p=0,0465).
A heranca em heterozigose do gene CYPIBI codon 432 foi mais frequente em pacientes
com carcinoma papilifero do que nos pacientes com carcinoma folicular (p=0,0243), além
da heranga em homozigose se correlacionar com maior idade (p=0,0204) e com sobrepeso
(p=0,0392) em pacientes com DG. Mulheres com o gendtipo homozigoto polimérfico para
CYPIBI c6don 453 se correlacionam com uso de anticoncepcional (p=0,0332) no CDT.
Maior numero de gestacdes (p=0,0256) e de paridade (p=0,0141) se correlacionam com
mulheres homozigotas para o gene HSD-17f1 na DG. Concluimos que os fatores exdgenos

e enddgenos ligados aos hormonios sexuais possuem considerdvel variabilidade individual,



devido aos polimorfismos da via de metabolizacdo do estrogeno. As diferentes herangas
polimérficas individuais, que sdo atribuidas aos polimorfismos dos genes codificadores de
enzimas envolvidas na produc¢do, metabolizacdo e eliminac¢do do estrogeno devem definir
subpopulacdes de mulheres que sdo afetadas pela maior exposicdo aos estrogenos e aos
seus metabodlitos, os quais afetam o crescimento celular e podem induzir danos celulares

carcinogénicos a ativar a resposta imune.
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Graves' disease (GD) and Differentiated Thyroid Carcinoma (DTC) are multifactorial
diseases and involved an interaction between environmental factors and genetic
predisposition. Both diseases have preference for female. Therefore, variations in estrogen
metabolism could be associated with that preference, because its metabolites can cause
damage to genetic material. The objectives were to determine the influence of
polymorphisms of genes CYPI7A1, HSD-17p1, CYPIAI, CYPIA2, CYPIBI, COMT and
SULTIEI at the susceptibility for GD and DTC. We studied 282 patients with GD (234
females and 48 males, 39.80+11.69 years old), 292 patients with DTC (248 women and 44
men, 42.23+14.81 years old), compared with 308 controls (246 women and 62 men,
36.86+£12.95 years old). TagMan SNP genotyping technique was used to study the
polymorphisms. Polymorphisms in CYPI7A1 (p=0.0421), CYPIAI ml (p=0.0328),
CYPIA2*]F (p=0.0085), CYPIBI codon 119 (p<0.0001) and CYPIBI codon 432
(p=0.0059) increases the susceptibility to DTC. The polymorphisms of CYPIAI ml
(p<0.0001), CYPIBI codon 119 (p<0.0001) and CYPIBI codon 432 (p=0.0208) increases
the susceptibility for GD. Women with GD have a higher number of pregnancies
(p=0.0071), parity (p=0.0204), abortions (p=0.0012) and goiter heavier (grams) (p=0.0082)
when heterozygous for CYPIAI ml. Among patients with DTC, women heterozygous for
CYPI17A1 highest number of abortions (p=0.0150). The inheritance in heterozygous for the
CYPIA2*F are correlated to younger age (p=0.0073) for the susceptibility to DTC. The
inheritance of polymorphism of the CYPIBI codon 119 gene is associated with smoking
(p=0.0269), use of hormone replacement therapy (p = 0.0197) and menopausal status
(p=0.0317) for patients with DTC. However, for patients with GD, this polymorphism
correlated with higher concentrations of FT4 (p=0.0409) and TRAb (p=0.0465). The
inheritance in heterozygous for CYPI/BI codon 432 gene was more frequent in patients
with papillary carcinoma than in patients with follicular carcinoma (p=0.0243) and the
homozygous inheritance correlate with older (p=0.0204) and overweight (p=0.0392) in
patients with GD. Women with the inheritance for polymorphic homozygous for CYPIBI
codon 453 correlated with contraceptive use (p=0.0332) in the DTC. Increased number of
pregnancies (p=0.0256) and parity (p=0.0141) correlated with women homozygous for the
HSD -17p1 gene in GD. We conclude that exogenous and endogenous factors related to sex
hormones have considerable individual variability due to polymorphisms of the estrogen

metabolic pathway. The different polymorphic individual heritages, which are attributed to
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the polymorphisms of genes encoding enzymes involved in the production, metabolism and
excretion of estrogen should define subpopulations of women who are affected by
increased exposure to estrogens and their metabolites, which affect cell growth and can

induce cellular damage carcinogens activate the immune response.
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1. INTRODUCAO



A glandula tiroide € importante para o corpo humano devido a sua habilidade em
produzir os hormdnios necessarios para manter os niveis de energia apropriados e a vida
ativa. Tais moléculas possuem efeitos pleiotropicos, desempenham um papel critico no
inicio do desenvolvimento cerebral, crescimento somdtico, maturacdo dssea e sintese de
RNAm de mais de 100 proteinas que regulam cada fungdo corporal [1].

As doencas da tiroide possuem elevada prevaléncia e se manifestam por meio de
disfuncdo hormonal, seja por excesso ou por deficiéncia de producdo hormonal, ou por
alteracdes anatdomicas decorrentes do crescimento difuso ou nodular da glandula [2].

Existem vérios tipos de doengas tireoideas. Neste texto serdo abordadas as doengas

nodulares e autoimunes.

1.1 Doencas tiroidianas nodulares

Nédulos tiroidianos sdo detectados pelo seu tamanho, posicdo cervical ou ainda pela
habilidade que o médico apresenta ao realizar o exame palpatério. No entanto, a maioria
dos nédulos da tiroide nido sdo clinicamente reconhecidos. A ultrassonografia, como
ferramenta de triagem, € muito sensivel, mas poderd resultar em preocupacio
desnecessdria, ja4 que os nddulos sdo tdo comuns que raramente apresentam significado
patolégico. Porém, a sua utilizagdo pode identificar se os pacientes apresentam nodulos
simples ou multiplos, suas dimensdes e caracteristicas. Como as técnicas de diagndstico de
nddulos de tiroide t€ém se tornado mais sensiveis, tem havido um aumento paralelo da
detecc¢do do carcinoma diferenciado da tiroide (CDT) [3].

De fato, a prevaléncia de nddulos tiroidianos varia de acordo com o método de

rastreamento utilizado, passando de cerca de 1% nos homens e 5% das mulheres que vivem

2



em condicdes de suficiéncia de iodo, quando o diagndstico € apenas clinico [4-7], para 76%
quando se utiliza métodos de imagem como a ultrassonografia [4].

Além do uso de préticas de diagndstico sensiveis, o aumento da deteccao de nédulos
da tiroide também é determinado pela associagdo de intimeros fatores de risco como idade,

sexo, etnia e localizacdo geogréfica, e exposi¢cdo a fatores ambientais [8-9].

1.1.1 Cancer de Tiroide

O cancer de tiroide é a neoplasia enddcrina mais comum e foi considerado
responsdvel por 1.740 mortes nos EUA, onde 48.020 novos casos foram diagnosticados em
2011 [10]. A incidéncia do CDT continua a aumentar no mundo, tendo mais do que
dobrado nas dltimas trés décadas [11-13].

Os CDTs sao derivados das células foliculares e subdivididos em dois grupos:
Carcinomas Papiliferos, que representam cerca de 80% de todos os tipos de canceres de
tiroide, e Carcinomas Foliculares, que representam cerca de 13%. Os Indiferenciados ou
Anaplasicos constituem menos de 2% dos carcinomas tiroidianos, enquanto que oS
carcinomas medulares, originados nas células parafoliculares, produtoras de calcitonina,
sdo responsaveis por menos de 3% desses tumores [14].

De acordo com o Instituto Nacional do Cancer (INCA), o CDT € o cancer mais
comum de cabeca e pescogo, sendo trés vezes mais frequente no sexo feminino [15]. O
INCA estima que o cancer de tiroide tenha sido responsavel por 12,9% de todas as
neoplasias registradas no sexo feminino e por 3,2% das neoplasias do sexo masculino em

2009 [15]. Sao esperados 10.590 casos novos de cancer da tiroide em 2012, com um risco



estimado de 11 casos a cada 100 mil mulheres, projetando-se como o quarto mais frequente

entre mulheres no ano de 2012, como mostrado na figura abaixo [15].

Localizacdo primaria casosnoves  percentual Localizacdo primaria ~ casosnovos  percentual

Prastata 60.180 Mama Feminina 52.680

Traquewa,Bror;tLq”ur:]oég - Homens ~ Mulheres o do et s

Colon & Reto 14,180 Colon & Reto 15.960
Estdmago 12.670 Glandulz Treoide 10.590

Traqueiz, Bronguio e
Puimao

Esdfago 1770 Estimago 7420

Bexig 5210 Qvario 6.190

Laringe 6.110 Corpo do Uero 4520

Linfoma ndo Hodgkin 5190 Sistema Nervoso Central 4,450

Cavidade Oral 0,000 10.110

Sistema Nervoso Central 4820 Linfoma nzo Hodgkn 4450

Figura 1. Estimativa de incidéncia dos tumores mais frequentes em ambos os sexos
para o ano de 2012, excetuando-se os cianceres de pele nao-melanoma [15].

Registros nacionais de cancer e publicacdes brasileiras confirmam que embora o
aumento na incidéncia do CDT, particularmente entre as mulheres, seja marcante, a
mortalidade pelo CDT esta diminuindo [16-17]. Dados brasileiros também mostram uma
grande variedade na incidéncia em diversos estados do pais [16]. Sem duvida, parte destes
dados deve estar relacionada ao melhor acesso ao Sistema Unico de Sadde (SUS) e a
melhores meios de diagndstico, como no Estado de Sdo Paulo. No entanto, observa-se

também uma grande variedade em outros Estados de similar nivel sécio-econdmico-cultural



e similar qualidade de servicos de atendimento em sadde, indicando que outros fatores

também devem contribuir para tal divergéncia na incidéncia (figura 2 e 3) [7].
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Figura 2. Taxa de incidéncia de cancer da glandula tiroide (IC95%), ajustada por
idade, segundo municipio de residéncia — Homens [16].
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Figura 3. Taxa de incidéncia de cancer da gliandula tireoide (IC95%), ajustada por
idade, segundo municipio de residéncia - Mulheres [16].

Dentre os fatores de risco para cincer de tiroide temos a radiacdo ionizante,

predisposicao familiar, ingestdo deficiente de iodo, fatores hormonais e reprodutivos,
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fatores étnicos e geogréficos, dieta e drogas. Nosso laboratério tem demonstrado que o
perfil genético para a heranca de genes codificadores de uma série de enzimas de

detoxificacdo também € fator de predisposicdo ao CDT [18-23].

1.2 Doencas Autoimunes

As doencas autoimunes da tiroide (DAIT) sdo representadas por um amplo espectro
de manifestacdes clinico-laboratoriais em que se destacam dois extremos. De um lado, a
producdo excessiva de anticorpos estimuladores da glandula tiroide leva ao
desenvolvimento da doenca de Graves (DG). De outro lado, a producdo de anticorpos
destruidores da glandula tiroide leva a sua destrui¢do progressiva, com caracteristicas de
infiltracdo linfocitdria, conhecida como tiroidite crdonica linfocitdria ou tiroidite de
Hashimoto (TH) [24].

A tiroide € altamente vulnerdvel a doencas autoimunes que afetam de 2% a 5 % da
populacdo geral, em especial mulheres adultas e idosas [25-26]. A prevaléncia em mulheres
chega a5 - 10 casos para cada homem [27].

O papel dos fatores ambientais no desenvolvimento da autoimunidade tem sido
amplamente estudado [28-30]. Evidéncias indicam vdrios fatores, tais como infecgdes,
tabagismo, exposi¢do a raios ultravioletas, nutricdo, xenobidticos, além de estresse fisico e

psicolégico na patogénese da autoimunidade [29-34].



1.2.1 Doenca de Graves

A DG ¢é conhecida por ser a causa mais comum de hipertiroidismo entre as idades
de 20 e 50 anos. Em mulheres, a incidéncia anual varia de 15 a 200 para cada 100.000
mulheres [35]. As taxas observadas no sexo masculino sdo cerca de um décimo do sexo
feminino, sendo também uma doenca comum em regides com excesso de iodo [36].

Nas dltimas décadas, esta incidéncia tem atingindo 5% da populacdo [1] e a
prevaléncia € de nove mulheres para cada homem [33].

Na DG, a autoimunidade € considerada ponto central da doencga. Porém, as células T
podem ajudar tecidos danificados, indicando que a autoimunidade natural contribui para a
manutengao da saide [37]. O sistema imunolégico decide seus proprios atos por meio da
interacdo de multiplos sinais com os tecidos. E provivel que o tecido por si s6 forneca
sinais que acionam o tipo de inflamag¢@o necessdria para a sua auto-reparagao [37-38].

A DG resulta de uma complexa interacdo entre fatores genéticos, ambientais e
endégenos (figura 4). Tal combinacdo € necessdria para iniciar a autoimunidade tiroidiana
[39-40]. Para o desenvolvimento da DG, os fatores genéticos sdo predominantes,
estimando-se que contribuam com cerca de 80%, enquanto que apenas 20% sao os fatores
ambientais [41-42]. Nos ultimos anos, excelentes revisdes tém sido publicadas baseadas no

background genéticos da DG [41-42].



Figura 4: Influéncia da interacio entre fatores genéticos, ambientais e endégenos na
doenca de Graves, adaptado de Saranac e col. [1].

1.3 Género

A disparidade de género na incidéncia do cancer de tiroide tem sido
consistentemente relatada [23, 43-48]. Na verdade, as mulheres, especialmente aquelas com
idade acima de 45 anos, tém sido responsaveis pela maior parte do aumento da taxa de
incidéncia deste tipo de cancer [49].

A alta incidéncia de cancer de tiroide entre as mulheres quando comparadas aos
homens [50] sugere que os hormonios sexuais femininos possuem um papel etiologico. Tal
incidéncia se encontra também em maior propor¢ao para os carcinomas papiliferos quando
comparado com outros tipos histolégicos [12]. A influéncia do sexo na incidéncia do CDT
difere em diferentes faixas etdrias, aumentando de valores praticamente iguais nas criancas

menores de 9 anos de idade para uma proporcdo de cerca de 3 a 5 mulheres para cada



homem adulto [23]. Também hd uma menor diferenca na incidéncia entre os sexos no
periodo apds a menopausa [51].

Uma das possiveis causas do aparecimento do nddulo tiroidiano estd ligada a
esterdides. O estrogeno pode também estar correlacionado a manuten¢do do carcinoma, ja
que tal hormdnio € capaz de interferir no crescimento celular afetando vias de sinaliza¢ao
dependentes de fatores de crescimento [52-54]. Além disso, ja foi comprovada a presenca
de estrégeno em quantidades elevadas em tecidos neopldsicos de tiroide do que em tecidos
sauddveis [51]. Estudos mostram ainda que o volume da glandula tiroidiana aumenta
durante a puberdade, gestac@o e varia durante o ciclo menstrual [55-57] e que in vitro, as
células tumorais tiroidianas expressam os receptores de estrégeno e estradiol estimulando a
proliferacdo do carcinoma papilifero [43]. Mais recentemente, tem-se evidenciado que a
promocao de crescimento da célula folicular e a induc@o de neoplasias de tipo folicular ou
anaplésicas estd relacionada a localiza¢ao subcelular dos receptores de estrégeno ERalpha e
ERbeta [58].

J4 para a DG, estudos mostram que o estrégeno atua como modulador do sistema
imune regulando a expressdo de citocinas, linfopoiese de células B e na apresentagcdo de
antigenos [59]. Estudos indicam que a prevaléncia da DG € maior nas mulheres porque ha
menos testosterona e mais estrogeno, ja que este aumenta a reatividade imunoldgica [60-
62]. Este hormOnio estd envolvido na patogé€nese de doencgas autoimunes com efeitos
variados. Por exemplo, o estrogeno agrava o ldpus eritematoso sist€émico e em
camundongos modelo 29, porém possuem um efeito protetor em doencgas como a artrite,

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



1.4 Metabolizacio de Xenobiédticos e de Endobiéticos

Mais do que os hormodnios em si, seus metabdlitos podem causar dano ao material
genético, inibir a apoptose, estimular a transcricdo génica, promover angiogénese e
estimular a divisdo celular, sendo, portanto, elementos chave na carcinogénese, além de
facilitar a indu¢do de processos autoimunes [65]. A maioria dos agentes toxicos, tanto
externos (xenobidticos) como o0s provenientes de nosso proprio metabolismo
(endobidticos), requer ativagdo metabdlica antes de se ligar ao DNA, ao RNA e as
proteinas, por isso, as variacdes nos processos de ativacdo e detoxificacdo de compostos
quimicos e drogas desempenham um importante papel na resposta organica [65]. Disturbios
no equilibrio desses processos podem explicar a variabilidade na resposta individual a
exposicao a tais compostos [66].

Existem duas formas de metabolizacdo de compostos téxicos no organismo
humano: a metabolizacdo mediada pelas oxidases de funcao mista — ou de Fase I — e aquela
mediada pelas enzimas de conjugacdo — ou de Fase II. Muitos compostos tais como 0s
hidrocarbonetos aromdticos policiclicos (HAPs), as nitrosaminas e vdrias drogas
medicamentosas, sdo convertidos a metabélitos altamente reativos pelas enzimas oxidativas
da Fase I, que s3o principalmente enzimas da familia do citocromo P-450 (CYPs) [67].
Assim, com a introdu¢do de um ou mais grupamentos hidroxila ao substrato, um pro-
carcindégeno pode tornar-se carcinogénico, como o benzopireno quando é convertido em
epoxido de benzopireno, composto altamente reativo [67]. Ja as reagdes da Fase II
envolvem a conjugacdo com um substrato endégeno (glutationa, sulfato, glicose, acetato)
por meio da Glutationa-S-transferases (GSTs), Glucoroniltransferases (UDP) e N-

Acetiltransferases (NATSs), que agem como inativadores dos produtos da Fase I, tornando
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os metabdlitos mais hidrofilicos e, portanto, passiveis de excrecao [68]. Portanto, a
regulacdo e a expressdo das enzimas de fase I e I, assim como seu equilibrio metabdlico na
célula podem ser importantes fatores na determinagdo da suscetibilidade e da progressdo de

doencas relacionadas a exposicao a agentes téxicos [69].

1.5 Esteroidogénese

Estr6geno, progesterona e testosterona exercem uma variedade de efeitos
fisiol6gicos importantes, que sdo mediados pelos seus respectivos receptores como o
receptor de estrogeno 1 (ESR1) e 2 (ESR2), receptor de progesterona (PgR), receptor de
hidrocarbonetos aromdticos (AhR) e seus co-reguladores. Apds os hormdnios terem
exercido seus efeitos fisiologicos, eles sdo metabolizados e excretados. Para que ocorra
sucesso na detoxificacdo e eliminacdo do estrogeno e de seus metabdlitos € necessario
prevenir a sua exposicao excessiva e/ou prolongada [70].

A producdo de estrégeno, progesterona e testosterona ocorre por meio do processo
da esteroidogénese (figura 5), no qual o colesterol é primeiramente sintetizado em
pregnenolona pela enzima CYP11Al. Depois disso, a progesterona € produzida em
pregnenolona pelas enzimas HSD3B1 e HSD3B2. A enzima CYP17Al converte a
pregnenolona e a progesterona em androstenediona, um precursor para estrogeno e produtor
de testosterona. As enzimas CYP19A1, HSDI17B1 e HSD17B2 estdo envolvidas na
producdo dos estrogenos: estrona, estradiol, estriol e da testosterona [71].

O metabolismo e a eliminac@o do estrégeno envolvem duas fases principais. Na fase

1 ocorre a conversdo do estrégenos em metabdlitos catecol e derivados hidroxi pelas

enzimas CYP1Al, CYP1A2 e CYP1BI por meio da hidroxilagdo [70].
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CYPIA1 e CYPIA2 catalisam a 2-hidroxilagdo do estrégeno no endométrio e no
figado [72-73]. Estudos mostram que a 2-hidroxilacdo € a principal via oxidativa do
endométrio e tais produtos do estrégeno previnem a formagao de tumores [74-75].

CYPIBI catalisa a 4-hidroxilacdo do estrégeno que € encontrado em quantidades
maiores que a 2-hidroxilacdo [76]. Ainda, 4-hidroxiestrégenos podem ativar o receptor de
estrégeno, aumentando a quantidade de estrogenos dentro da célula [70].

No cancer endometrial, a propor¢do entre a 4-hidroxilacdo e 2-hidroxilagdo aumenta
proporcionalmente com a iniciacdo da tumorigénese [73].

Ja a fase 2, envolve a inativagao e eliminacdo do estrogeno catecol pelo processo de
detoxificacdo, oxidagdo, metilacdo, sulfonacdo e glucuronidacdo [70]. As principais
enzimas envolvidas nesse processo sao: COMT, GST, SULT e UGT. Logo apéds o 2- e 4-
hidroxiestrogeno, os estrégenos catecol sao inativados pela enzima COMT (2- e 4-
metoxiestrogeno) ou eles sdo oxidados em quinonas e semi-quinonas [77]. Tais produtos
possuem a habilidade de realizar o ciclo da reduc¢do oxidativa podendo causar dano no
DNA além da produgao do estresse oxidativo [78].

Igualmente a fase 1, o 2-metoxiestrégeno ndo induz eventos que danifiquem o
DNA; entretanto, a forma 4-metoxiestrégeno depurina as ligagdes do DNA, as quais podem
ocorrer em genes vitais que controlam a biosintese, 0 metabolismo e a inativacdo do
estrogeno [70, 74, 79]. Por esse motivo, COMT € a enzima chave na prevencdo da
formacdo de quinonas e semi-quinonas pela metilacdo dos hidroxiestrégenos [80]. As
enzimas GSTs, SULTs e UGTs inativam qualquer forma de quinonas e semi-quinonas,

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

1.6 Producao do Estrégeno

1.6.1 Genes CYPI7Al e HSD - 17§41

O gene CYPI7A1, que estd localizado no cromossomo 10q24.3 e possui 8 éxons,
codifica a enzima citocromo p450c 17a, a qual é expressa, principalmente, no ovario e no
cortex adrenal [87-88]. Tal enzima media a atividade da 17a-hidroxilase e 17,20-liase, e
catalisa a etapa limite da sintese de esterdides que leva ao precursor,
dehidroepiandrosterona [89], bem como a sintese de cortisol [88].

A regido 5’ ndo traduzida de CYPI7 apresenta a troca de uma timina por uma

citosina (T—C) na posi¢ao 1931 (rs743572) da regido promotora que cria um novo sitio
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Sp-1 (CCACC box) de iniciagdo da traducao 34 pares de bases acima [90]. Acredita-se que
a regido promotora adicional influencie a expressdo génica resultando no aumento da
atividade enzimatica levando a um aumento da quantidade de estrégeno biodisponivel [90].

17-B—Hidroxiester6ide Dehidrogenase € a ultima enzima na sintese do estrégeno,
responsavel por catalisar a conversdo final, por meio da reducdo (O — OH) da estrona em
estradiol [91], o qual € o principal e mais potente hormdnio estrogénico na mulher. Tal
reacdo finaliza inimeras vias pelas quais a estrona pode ser criada, uma possivel diferenca
na atividade da enzima poderia afetar as concentra¢des de estrégeno [92].

O gene HSD-17f1 estd localizado no cromossomo 17ql11-q21 [93], possui um
polimorfismo no éxon 6, cédon 312. Este cédon possui uma troca de uma adenina por uma
glicina (A—QG), gerando a troca de uma serina por uma glicina (rs605059) [94]. Embora
algumas evidéncias indiquem que este polimorfismo ndo afete a capacidade de catalisacdo
ou as propriedades imunolégicas da enzima [95], alguns estudos sobre a relagdo com cancer
de mama sugerem que individuos que sao homozigotos para o aminoacido serina podem ter

um risco significativamente aumentado para o cancer de mama [92].

1.7 Metabolizacao, detoxificacio e eliminacao do estrégeno

1.7.1 Genes CYPIAI, CYPIA2, CYPIBI1, COMT e SULTIEI

A enzima CYPIAl tem sido estudada como a principal enzima ativadora de

substancias presentes na fumacga de cigarro e outros poluentes ambientais como HAPs,

transformando-os em moléculas eletrofilicas e cancerigenas [96]. No entanto, também
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catalisa a 2-hidroxila¢do do estradiol em vérios tecidos extra-hepaticos incluindo cancer de
mama [97-99].

Um dos polimorfismos mais estudados, localizado no cromossomo 15g24.1, se
encontra abaixo do sitio de poliadenilagdo [100]. No gene CYPIAI ml ocorre a troca da
base timina pela citosina (T—C) na posicdo 6235, 3’ ndo codificante [101]. Tal SNP
(rs4646903), leva ao aumento da atividade enzimdtica e consequentemente a concentracdes
mais elevadas de carcinégenos ativados. As frequéncias dos alelos variam de acordo com a
etnia, sendo consideravelmente menos prevalente em caucasianos do que em asidticos
[102].

A enzima CYPIA2 da familia do citocromo P450, desempenha um papel
importante no metabolismo de muitos medicamentos, incluindo a clozapina, a imipramina,
a cafeina, paracetamol, fenacetina, teofilina, tacrina [103], e algumas neurotoxinas [104].
Além disso, CYP1A2 ativa vdrias aminas aromaticas, sendo, portanto, uma enzima chave
na carcinogénese quimica [105].

O gene CYPIA2, localizado no cromossomo 15g24.1, é responsdvel pela maior
parte do metabolismo do estradiol. Possui inimeros polimorfismos, mas, o mais estudado e
comum estd localizado no intron 1, CYPIA2*F, onde ocorre a troca de uma adenina por
uma citosina (A—C) na posicdo 167. Tal SNP (rs762551), é associado com o aumento da
inducibilidade, resultando na diminuicio em aproximadamente duas vezes o nivel da
enzima [106].

O gene CYPIBI também pertence a familia das CYPs, que codifica enzimas
monooxigenases de dominio heme [107]. As enzimas dessa familia ttm como fung¢ao ativar

metabolicamente compostos quimicos exogenos, como drogas, componentes da dieta,
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substancias presentes no tabaco, derivados de combustiveis fosseis e gases ambientais; e
compostos quimicos enddégenos, como hormonios esterdides [101].

A hidroxilagdo do 17B-estradiol (E2) catalisada pelo CYPIBI se da
majoritariamente na posicdo C-4. O 4-hidroxiestrogeno € um antagonista muito forte, e sua
afinidade de ligacdo com os receptores de estrogenos das células, como as do cancer de
mama, por exemplo, foi mensurada em 1,5 vezes maior do que a do E2 [108]. Além disso,
o periodo de dissociacdo desse composto com o receptor de estrogeno € mais longo do que
o E2 [109]. O produto do 4-hidroxiestrégeno reage com o DNA formando aductos, o que
poderia levar ao desenvolvimento de vérios canceres humanos [77]. Sua ligacdo é exclusiva
na posi¢do N-7 da guanina, proporcionando uma desestabilizacdo na ligacao glicosilica e
subsequente depurinagao [110].

O gene CYPIBI esté localizado no cromossomo 2p22.2. No cédon 119 deste gene
ocorre a troca da base guanina por uma timina (G—T), gerando a troca de uma serina por
uma alanina (rs743572). J4 no cédon 432, ocorre a troca da base citocina por guanina
(C—Q), levando a troca de uma leucina por uma valina (rs1056836) [111]. O genétipo
valina/valina gera estresse oxidativo, por meio do aumento da formacdo de 4-
hidroxiestrégeno [112]. No cédon 453 ocorre a substituicio de uma asparagina por uma
serina (T—C) (rs1800440) [113]. Tais alteragdes levam ao aumento da atividade
enzimdtica, reduz as concentragdes de 2-hidroxiestrogeno e 16-a-hidroxiestrogeno,
elevando as concentragdes de 4-hidroxiestrogeno [114].

As quinonas, que s3o os metabdlitos gerados por meio da oxidagdo do 4-
hidroxiestrégeno, podem reagir com as bases puricas do DNA formando aductos por meio
da depurinacdo que gera sitios mutagé€nicos capazes até de remover tais bases puricas

(adenina e guanina) [115]. A enzima COMT estd envolvida na metilacdo, ou seja, na
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inativacao dos estrogenos catecol [116]. Além das propriedades mitéticas do estrogeno, os
seus metabolitos dentro da via catecol conseguem danificar o DNA (quinonas e semi-
quinonas) por meio da formagdo de radicais superdxidos e depurinagdao do DNA [78, 115,
117].

O gene COMT esta localizado no cromossomo 22q11.21. No cédon 108, ocorre a
transicdo de uma guanina para adenina, gerando a troca do aminoicido valina por
metionina (rs4680) resultando em menor atividade da enzima COMT. A atividade
enzimdtica do gendtipo metionina/metionina € 75% menor do que a obtida com o gendtipo
selvagem, enquanto que os heterozigotos apresentam atividade enzimadtica intermedidria
[118-120].

As enzimas SULTs desempenham um importante papel na homeostase corporal por
meio de duas vias. A primeira € pela sulfoconjugacdo de drogas e xenobidticos que sdo
eliminados pela via hepatobiliar e sistema urindrio. A segunda via é pela sulfoconjugacao e
desativacdo de substancias ativas enddgenas (dopamina, hormdnios tiroidianos e
estrogenos) [121]. Especificamente a enzima SULTIEl tem mostrado afinidade para
estrona, estradiol e catecolestrogenos [121]. O gene SULTIEI estd localizado no
cromossomo 4q13.3, possui um polimorfismo na regido promotora do éxon 1, onde ocorre
a troca de uma guanina por uma adenina (-64 G—A) (rs3736599) [81]. Estudos indicam
que tal polimorfismo leva a diminui¢do da concentracio da enzima, mostrando uma
associacdo com a diminui¢do da estabilidade térmica da enzima [122]. Rebbeck e col.
mostrou que as variantes alélicas de SULT1E] produzem dehidroepiandrosterona em menor
quantidade quando comparado com mulheres que ndo apresentam tal variagcao [123].

Por estas enzimas participarem do metabolismo, detoxificacdo e influenciarem na

biodisponibilidade de estrogenos, os polimorfismos destes genes devem ter um efeito sobre
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a expressao e funcdo enzimadticas, atividade metabdlica, carcinogénese e indugdo a doencgas
autoimunes. Por isso, a elevada expressdo e ativacdo de enzimas biosintéticas e a reducdo
da expressdo e ativacdo de enzimas de conjugacdo devem levar a um aumento na toxicidade
ou carcinogenicidade dos metabdlitos estrogénicos. Por isso, torna-se necessario o estudo

da influéncia destes SNPs nas doencas tiroidianas.
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2.0BJETIVOS
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2.1  Objetivo Geral

O objetivo deste projeto é verificar a influéncia do perfil genotipico de genes
relacionados ao metabolismo de estrogeno no desenvolvimento da DG e do CDT,

respondendo as perguntas abaixo.

2.2 Objetivos Especificos

2.2.1 Alteracdes polimorficas nos genes CYPI7A1, HSD17-p1, CYPIAI ml,CYPIA2*IF,
CYPIB1 co6don 432, CYPIBI codon 119, CYPIBI cédon 453, COMT e SULTIE]

aumentam a suscetibilidade a DG e ao CDT?

2.2.2  Idade da menopausa, uso de reposicao hormonal, uso de anticoncepcional, idade de
menarca, nimero de gestacdes, nimero de partos, nimero de abortos, hdbito tabagista

aumentam a suscetibilidade a DG e ao CDT?

2.2.3 Alteracdes polimorficas nos genes CYPI17A1, HSD17-$1, CYPIAI ml,CYPIA2*IF,
CYPIBI cbédon 432, CYPIBI cbédon 119, CYPIBI c6don 453, COMT e SULTIE] estao
associadas idade de menopausa, uso de reposicao hormonal, uso de anticoncepcional, idade
de menarca, nimero de gestacdes, nimero de partos e nimero de abortos além de dados

clinicos como peso do bdécio em gramas, habito tabagista, concentragdes de T4L e TRAb?
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3.MATERIAL E METODOS
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Este estudo foi desenvolvido no Laboratério de Genética Molecular do Céncer
(GEMOCA) da Faculdade de Ciéncias Medicas (FCM) / Universidade Estadual de
Campinas (UNICAMP) em parceria com o Ambulatério de Tumores da Tireoide da
Disciplina de Endocrinologia do Departamento de Clinica Médica e Ambulatério de
Tireoide do Hospital Universitario da Pontificia Universidade Catélica de Campinas (PUC-
Campinas), além do Hemocentro da UNICAMP.

As origens demograficas e caracteristicas do estilo de vida tanto do grupo-controle
quanto dos pacientes com CDT ou DG foram similares. Individuos em que havia divida em
relacdo a qualquer dado que pudesse influenciar a andlise, fosse este dado relacionado com
exposicdo a fatores ambientais, ou fosse relativo a qualquer condi¢do patoldgica, foram

excluidos da amostra.

3.1 Casuistica

Todos os participantes, tanto pacientes quanto o grupo controle, foram devidamente
informados dos objetivos da investigacdo e assinam o Termo de Consentimento Informado
(anexo). Este estudo retro-prospectivo do tipo caso-controle foi aprovado pelo Comité de
Etica em Pesquisa tanto da FCM (n° 621/2008) quanto da PUC-Campinas (n° 332/04)

(anexo).

3.1.1 Pacientes com doenca de Graves

Foram estudados 282 pacientes confirmados com a DG selecionados do

Ambulatorio de Tireoide da PUC-Campinas, sendo 234 mulheres e 48 homens, com média

22



de idade de 39,80+11,69 anos. Dados clinicos foram obtidos por meio do questiondrio feito
com os pacientes e confirmados na ficha na qual constam, além de dados de identificagao,
idade ao diagndstico, sexo, etnia, dados clinicos pré-cirtrgicos (quando se trata de paciente
submetido a procedimento cirdrgico), exposi¢ao a agentes ambientais, dieta, tabagismo, uso
de medicamentos e drogas, exames realizados e dados ligados ao estrégeno, como, idade da
menarca, idade da menopausa, uso de anticonceptivos, nimero de gestacdo, nimero de
paridade e niimero de abortos espontaneos, além do uso ou ndo de reposicao hormonal e
indice de massa corporal (IMC).

Os pacientes com DG apresentavam os seguintes critérios diagndsticos: evidéncias
clinicas e laboratoriais de tirotoxicose com TSH suprimido, valores elevados de T4L e T3,
valores de captacdo de radioiodo de 24h ou de Tecnécio aumentados, com uma distribuicdo
do tracador homogénea e difusa e/ou a positividade dos anticorpos contra o receptor do
TSH (TRAD).

Os pacientes foram cuidadosamente examinados e tratados com drogas anti-
tiroidianas, como metimazol ou propiltiouracil. Cento e cinquenta e trés pacientes foram
submetidos a radioiodoterapia, 6 casos a cirurgia e 126 pacientes tratados somente com as
drogas anti-tiroidianas. A terapia com drogas anti-tiroidianas foi mantida por pelo menos
12 meses, sendo os pacientes encaminhados ao radioiodo ou a cirurgia quando
apresentavam efeitos colaterais ou falta de adesdo ao tratamento. Foram dosados TSH e
T4L apo6s o inicio de cada opg¢do terap€utica a cada 30-60 dias e depois a cada trés meses.
Se evoluissem para hipotiroidismo, era instituido o tratamento com levotiroxina.

Dos 282 pacientes, 144 apresentaram oftalmopatia. Sua avaliagdo foi baseada nos

seguintes critérios:
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a) Atividade da oftalmopatia quantificada por meio de um escore clinico
“clinical activity score” que leva em consideragdo sete manifestagdes da doenca: dor retro-
bulbar espontanea, dor com o movimento ocular, eritema palpebral, edema palpebral,
hiperemia conjuntival, quemose (edema de conjuntiva) e edema de carincula. Um ponto €
dado por cada manifestacdo e a somatdria varia de zero (sem atividade) até sete (atividade
muito alta);

b) Medidas de proptose por meio do exoftalmdémetro de Lind, sendo
considerados os valores de normalidade de 18mm para asidticos, 20 mm para caucasianos e
22mm para negroéides.

A presenga de oftalmopatia foi baseada na positividade do escore de atividade

clinica (1-7) e/ou confirmagdo de proptose acima dos valores de normalidade.

3.1.2 Pacientes com carcinoma diferenciado da tiroide

Todos os pacientes com diagndstico de CDT seguiram um protocolo-padrdo
implantado no ambulatério de Tumores da Tireoide da UNICAMP hd mais de 25 anos e
possuem uma ficha na qual constam, além de dados de identificagdo, idade ao diagndstico,
sexo, etnia, dados clinicos pré-cirtrgicos, exposi¢do a agentes ambientais, dieta, tabagismo,
uso de medicamentos e drogas, exames realizados (ultrassom, pesquisa de corpo inteiro
com 1iodol31, bidpsia aspirativa), dados referentes a cirurgia e do exame
anatomopatoldégico (medida do tumor, tipo histologico, grau de diferenciacdo e presenga de
linfonodos metastéticos). Informacgdes ligadas ao estrogeno, como, idade da menarca, idade
da menopausa, uso de anticonceptivos € por quanto tempo, nimero de gestacdes, nimero

de paridade e nimero de abortos espontaneos, além do uso ou ndo de reposi¢ao hormonal.
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Nenhum dos pacientes possuia histérico de exposicdo acidental ou médica a
radiacdo ionizante ou de doenca tiroidiana prévia e antecedentes de outras malignidades.
Todos os dados, incluindo o diagndstico de outras doengas concomitantes, foram
confirmados nos prontudrios dos pacientes.

A populacdo estudada foi composta por 292 casos, sendo 248 mulheres e 44
homens, com média de idade de 42,23+14,81 anos.

Duzentos e cinquenta e dois pacientes tinham diagndstico de carcinomas papiliferos
e 40 pacientes de carcinomas foliculares, todos selecionados apds resultado confirmado do
anatomopatoldgico.

A etnia dos pacientes foi determinada por meio de entrevista, seguindo os critérios
do Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE), mas por causa da dificuldade de
classificacdo e pelo fato da populacdo analisada ser altamente miscigenada, decidiu-se
agrupa-los em brancos e nao-brancos. Em relagdo ao tabagismo, foram agrupados apenas
em nao-fumantes e fumantes, para fins estatisticos, porque os dados relativos ao nimero de
cigarros fumados e tempo de uso de cigarro foram considerados pouco confidveis.

Os critérios de exclusao para os pacientes foram aqueles que possuem histérico de
exposi¢do acidental ou médica a radiacdo ionizante ou de doenca tiroidiana prévia e
antecedentes de outras malignidades. Todos os dados, incluindo o diagndstico de outras

doencgas concomitantes, sao confirmados nos prontudrios dos pacientes.

3.1.2.1 Seguimento

Os pacientes com céancer foram acompanhados com pesquisa periddica de corpo

131

inteiro com I, TSH sérico e medidas de tireoglobulina (Tg) de acordo com o protocolo de
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seguimento. Essa pesquisa também incluiu Raio-X, ultrassonografia, tomografia
computadorizada e outros procedimentos para detectar metdstase a distancia, de acordo
com cada caso. Pacientes com altos valores de tireoglobulina (>2mg/dL) e/ou pesquisas de
corpo inteiro suspeitas foram submetidos a uma busca por meio de exames de imagens. Os
tumores foram definidos como recorrentes e/ou apresentando metdstases a longa distancia a
partir do encontro de lesdes nos exames de imagem e da persisténcia de valores ascendentes
de Tg. Foram considerados pacientes assintomadticos e livres de doenca aqueles que

apresentavam Tg indetectdvel ou <I1ng/dL.

3.1.3 Controles

Para o grupo controle, foram selecionados 308 individuos sauddveis da regido de
Campinas, sendo 246 mulheres e 62 homens, com média de idade de 36,86+12,95 anos.
Todas as amostras de sangue periféricos foram coletadas no Hemocentro da UNICAMP.

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

Tanto os individuos do grupo-controle quanto os pacientes foram submetidos a
exame fisico completo e responderam a um questiondrio que inclui ocupacao, tabagismo,
uso de drogas ilicitas e médicas, condi¢cOes gerais da saude e informacdes sobre doencas
prévias. Informacdes ligadas ao estrégeno, como, idade da menarca, idade da menopausa,
uso de anticonceptivos, nimero de gestacdes, numero de paridade e nimero de abortos
espontaneos, além do uso ou ndo de reposicao hormonal.

A etnia foi classificada em brancos e ndo-brancos de acordo com a auto-

classificacdo do paciente e segundo o IBGE.
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Os pacientes foram agrupados apenas em nao-fumantes e fumantes para fins
estatisticos ja que os dados relativos a nimeros de cigarros fumados e tempo de uso foram

considerados pouco confidveis.

3.2 Metodologias

3.2.1 Extracao de DNA

O DNA foi extraido de todas as amostras de sangue periférico por meio de
protocolo adaptado pelo GEMOCA, utilizando-se como base o método do fenol-
cloroférmio. Apés a extragdo, o DNA foi quantificado pelo equipamento espectrofotometro
UV-Visivel modelo PICODROP, marca Picodrop Limited (Cambridgeshire, UK) e

armazenado em congelador a —20° C.

3.2.2 Anadlise dos genes CYPI7A1, HSD - 1781, CYPIAI, CYPIA2, CYPIBI,

COMT e SULTIEI

Para a verificacdo da presenca ou auséncia dos polimorfismos, utilizou-se o
TagMan® SNP Genotyping (7500 Real Time PCR Systems). Tal técnica tem como base a
estabilidade térmica do DNA de dupla fita. Em condi¢des de alta estringéncia, essa
estabilidade € suficiente para distinguir entre pares de sonda o DNA-alvo perfeitos e
imperfeitos. A hibridizacio s6 acontece se ocorrer pareamento perfeito entre sonda e DNA-
alvo. Assim, podem ser construidas sondas especificas para cada alelo. O ensaio para

genotipagem de TagMan® SNP Genotyping (Applied Biosystems, CA), constitui uma
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combinacdo da hibridizacdo e da atividade exonucledsica 5° da DNA-polimerase, acoplada

a deteccao de fluorescéncia [124].
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Figura 6: Esquema de ligacoes ou nio entre o alvo e sequéncias de sonda pela técnica
TaqMan. Esquema 1: Ligacdo apenas da sonda VIC indicando o gendtipo homozigoto.
Esquema 2: Ligacao da sonda FAM, indicando também o genétipo homozigoto. Esquema 3:
Ligacio da sonda VIC e FAM indicando o genétipo heterozigoto. Figura adaptada de Livak e
col. [125].

As probes e os primers foram adquiridos pela TagMan® SNP Genotyping. Abaixo

estd a lista dos nimeros dos ensaios utilizados que s@o determinados pela empresa Applied

Biosystems:
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Tabela 1: Genes estudados com suas respectivas sondas.

Gene Identificagdo do RS Concentracao Sonda VIC/FAM
Ensaio

CYP17A1 C_2852784_30 1s743572 20x GACAGC[A/G]GTGGAG
HSD-17p1 C_2350902_10 rs605059 40x GGGCGC[A/G]GTGCGG
CYPIAI AHS0729 rs4646903 40x CCTCC[T/C]GGGCTCA
CYPIA2 C_8881221_40 1s762551 20x GTGGGC[C/AJCAGGAC
CYPIBI C_3099976_30 | rs1056836 20x ACTTCA[C/G]TGGGTC
CYPIBI C_11642651_30 | rs1800440 20x TCCTTG[C/T]TGATGA

CYPIBI AH700PJ 1s743572 40x GCCGI[G/T]CCTT
comTt C_25746809_50 rs4680 20x GCTGGC[A/G]TGAAGG
SULTIEI C_30633927_10 | rs3736599 20x AAATAC[C/T]AAGGCA

O volume utilizado na solucao foi de 5 pl, contendo 20 ng de DNA da amostra, 2,5

ul de Tagman universal PCR Master Mix (concentracdo final 1X), 0,25 ul do ensaio (sonda
e primers) para a concentragao de 20x e 0,125 ul para a concentragao de 40x (concentragio
final de 1x) e 2,25 ul de 4gua milli-q. Em todas as reag¢des utilizou-se um controle negativo
€ outro positivo.

Os seguintes ciclos foram utilizados na PCR: a fase inicial de desnaturacio foi de
dez minutos a 95°C, seguida por 50 ciclos de 92°C por 15 segundos, 60°C por 90 segundos.
O software utilizado para a analise foi “Sequence Detection Software”, versao 1.3 (Applied
Biosystems, CA).

Nas figuras 7, 8, 9 e 10, exemplificamos os resultados observados no Real Time
para os genes, CYPI7AI, HSDI17p1,CYPIAI MI, CYPIA2*F, CYPIBI cbédon 119,

CYPIBI c6don 432, CYPIBI c6don 453,COMT e SULTIE].
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Figura 7: Esta figura mostra o resultado da técnica TaqMan® SNP

Genotyping. Pode-se observar que a curva em destaque indica que o individuo
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Figura 9: Esta figura mostra o resultado da técnica TaqMan® SNP
Genotyping. Pode-se observar que as curvas indicam que o individuo apresenta o
gendtipo heterozigoto.
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Figura 10: Esta figura resume os resultados da técnica TagqMan® SNP
Genotyping. Em azul, indica que as amostras sao homozigotos para o alelo T; em
verde, as amostras sao heterozigotas, em vermelho, as amostras sio homozigotas para
o alelo C, e em preto, as amostras nao foram identificadas.
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3.2.3 Analise estatistica

Para a andlise estatistica realizada tanto para os pacientes com CDT como os com
DG foi utilizado o software SAS (Statistical Analyses System), versao 8.1, Cary, NC, USA,
1999- 2000. Testes exatos de qui-quadrado (xz) e o teste exato de Fisher (F) foram usados
para examinar a homogeneidade entre os casos e os controles com relacdo ao sexo, etnia,
tabagismo e para os genétipos. Os testes de Mann-Whitney ou Wilcoxon foram usados para
se comparar a idade entre diferentes grupos genotipicos. O odds ratio (OR) e o coeficiente
de intervalo de 95% “confidence interval- CI” foram usados para indicar o risco que um
determinado genétipo de um determinado nédulo possui em relagdo ao grupo controle. Para
identificar fatores de risco para as doencas foi utilizada a andlise de regressdo logistica

multipla. O nivel de significancia adotado para os testes estatisticos foi 5%.
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4. RESULTADOS
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4.1 Resultados para CDT

A andlise descritiva das associacdes mostrou que nao houve diferenca entre

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

Tabela 2: Relacao entre caso e controle quanto a caracteristicas como sexo,

etnia e habito tabagista.

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

No entanto, observou-se diferenca entre os casos e controles em relagdo a alguns

dados relacionados com estrégeno, como menopausa (p<0.0001) e reposicio hormonal

(p<0.0001), mas nao para o uso de anticoncepcional (tabela 3).
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Tabela 3: Caracteristicas dos pacientes e controles em relacdo ao uso de

reposicao hormonal, menopausa e uso de anticoncepcional.

CDT CONTROLE
Caracteristicas SIM NAO SIM NAO p
N (%) N (%) N (%) N (%)
Reposi¢cao Hormonal 21 (8,47) 94 (37,90) 10 (4,69) 17 (7,98) <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 Gene CYPI7A1

A tabela abaixo mostra a distribuicdo dos gendtipos do gene CYPI7A1 para CDT e

grupo controle. O perfil genético dos pacientes com CDT diferiu do perfil dos controles

(tabela 4).

Tabela 4: Distribuicio dos genétipos do gene CYPI7A1 para CDT e grupo

controle
Controles CDT
Gene Genotipos
N (%) N (%)
TT 113 (36,69) 105 (35,96)
CYPI17A1 TC 137(44,48) 150 (51,37)
CC 58 (18,83) 37 (12,67)

A andlise de regressdo logistica mostrou que a heranca do genétipo CC, ou seja,

homozigoto polimérfico do gene CYPI7Al aumenta 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 associacdes das varidveis clinicas para o polimorfismo do
gene CYPI7A1 mostrou que ndo ha correlagdo entre o perfil genético e fatores como sexo
(p=0,8242), etnia (p= 0,9893), hébito tabagista (p=0,7623), idade da menarca (p= 0,4073),
idade da menopausa (p= 0,1263), uso de anticoncepcional (p= 0,9006), reposi¢cdo hormonal
(p= 0,2749), ou mesmo com o tipo de tumor: papilifero ou folicular (p= 0,2953). Porém a
andlise de Kruskal-Wallis mostrou que a heranca em heterozigose do gene CYPI7AI se

correlaciona com o ndmero de abortos como mostra a tabela 5:

Tabela 5: Analise de Kruskal-Wallis para o gene CYPI17A1, variavel aborto:

Gene Genétipo | Aborto (N) | Média p

TT 89 0,4
0,0150*

CYPI7AI TC 125 0,8

CC 30 0,7

*(TC#TT)

4.1.2 Resultados para o Gene HSD-17f1

Nao encontramos diferenca entre os gendtipos do gene HSD-17f1 nos pacientes

com CDT e no grupo controle (p= 0,8885), ja que a distribui¢do genotipica foi similar entre

casos e controles (tabela 6).

36



Tabela 6: Distribuicao dos gendtipos do gene HSD-17f1 entre casos e controles

Controles CDT
Gene Genétipos
N (%) N (%)
AA 76 (24,68) 64 (21,92)
HSD-17p1 AG 151 (49,03) 158 (54,11)
GG 81 (26,30) 70 (23,97)

Nao houve correlacdo entre os gendtipos do gene HSD-17[1 com as caracteristicas

clinicas como sexo (p= 0,4057), etnia (p= 0,1683), hédbito tabagista (p= 0,8110), idade da

menarca (p= 0,1239) e menopausa (p= 0,8811), uso de anticoncepcional (p= 0,3143),

reposi¢ao hormonal (p= 0,7997). Nao h4 diferenca também entre o carcinoma papilifero e o

folicular (p=0,5089).

4.1.3 Resultados para o Gene CYPIAI M1

A tabela 7 mostra a distribui¢do dos genétipos do gene CYPIAI ml em pacientes e

controles.

Tabela 7: Distribuicao dos genétipos do gene CYPIAI m1

Controles CDT
Gene Genotipos
N (%) N (%)
CcC 14 (4,55) 7 (2,40)
CYPIAI M1 CT 82 (26,62) 94 (32,19)
TT 212 (68,83) 191 (65,41)
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A andlise de regressdo logistica multipla mostra que a heranca do genétipo CT
aumenta a suscetibilidade em 1,3 vezes para o CDT (p= 0,0328; OR= 1,302; IC 95%=
0,906-1,872).

Nao houve correlacdo entre os gendtipos do gene CYPIAI ml e varidveis clinicas
como sexo (p= 0,5215), etnia (p= 0,9822), habito tabagista (p= 0,2755), menopausa (p=
0,7713), uso de anticoncepcional (p= 0,1780), reposi¢do hormonal (p= 0,8189) e menarca
(p= 0,8908) ou mesmo com os tipos histologicos do CDT, papilifero e o folicular (p=

0,9159).

4.1.4 Resultados para o Gene CYPIA2*F

A tabela abaixo mostra a distribui¢ao dos genétipos do gene CYPIA2 nos pacientes

com CDT e grupo controle (tabela 8).

Tabela 8: Distribuicao dos genétipos do gene CYPIA2*F

Controles Cancer
Gene Genotipos
N (%) N (%)
AA 158 (51,30) 125 (42,81)
CYPIA2*F AC 114 (37,01) 131 (44,86)
CC 36 (12,33) 36 (11,69)

Individuos que herdam o gendtipo AC tem um risco aumentado em 1,6 vezes na
suscetibilidade ao desenvolvimento do CDT do que os individuos que herdam o gendtipo

AA (p=0,0085), segundo a analise de regressao logistica.
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Nao houve correlagdo entre os gendtipos do gene CYPIA2*F e varidveis clinicas
como sexo (p= 0,8281), etnia (p= 0,4565), uso de anticoncepcional (p= 0,2997), reposi¢ao
hormonal (p= 0,0553) e menarca (p= 0,0744) e também entre o carcinoma papilifero e o
folicular (p= 0,8708). Porém encontramos correlacdo entre o habito tabagista (p= 0,0091),
mulheres que ainda ndo entraram na menopausa (p=0,0161) e a heranca do genétipo AC. A
andlise de Kruskal-Wallis indica que a heranca do genétipo AC estd relacionado ao

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

Tabela 9: Analise de Kruskal-Wallis para o gene CYPIA2, variavel idade.

Gene Genétipo Idade Média p

AA 125 45
0,0073*
CYPIA2*F |  AC 131 39,5
CC 36 42,6

*(AA£AC)

4.1.5 Resultados para o Gene CYPIBI

A tabela 10 mostra a distribui¢do dos genétipos do gene CYPIBI cédons 453, 119 e

432.
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Tabela 10: Distribuiciao dos genétipos do gene CYPIBI

Cédon | 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)
CcC 114 (37,01) 78 (26,71)

A andlise de regressdo logistica mostrou que a heranga do genétipo TT do cédon
119 aumenta o risco do desenvolvimento do CDT em mais de 4 vezes quando comparado
com o gendtipo GG, e em mais de 2 vezes quando comparado com o gendtipo GT.
Observou-se também que a presenca do gendétipo CG do cdéddon 432 influéncia na
suscetibilidade para o desenvolvimento do CDT. Nao ha relacdo entre os polimorfismos do
c6don 453 e a suscetibilidade ao surgimento do CDT (p= 0,6866).

A andlise das associacdes entre as varidveis clinicas e o polimorfismo do gene
CYPIBI c6don 119 indica que hda uma relacdo da heranca para tal polimorfismo com o
hébito tabagista (p= 0,0269), menopausa (p= 0,0317) e reposi¢ao hormonal (p= 0,0197),
porém ndo houve correlagdio com sexo (p= 0,8584), etnia (p= 0,9073) ou uso de
anticoncepcional (p= 0,1532). Nao hd diferenca também entre o carcinoma papilifero e o
folicular (p=0,3334). J4 a analise de Kruskal-Wallis mostrou que a heranca do genétipo TT

se associa com a idade da menarca (p= 0,0077).
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Nao houve correlagdo entre as caracteristicas clinicas e o polimorfismo do cédon
453 para sexo (p= 0,0739), etnia (p= 0,1271), habito tabagista (p=0,7109), menopausa (p=
0,3745), reposi¢ao hormonal (p= 0,6873) e menarca (p= 0,9963). Nao ha diferenca também
entre o carcinoma papilifero e o folicular (p= 0,3597), mas ha associacdo entre o uso de
anticoncepcional e o gen6tipo CC do cédon 453 (p= 0,0332).

J4 a andlise do polimorfismo cédon 432 indica que nao existe correlacdo entre as
caracteristicas clinicas como sexo (p= 0,4058), etnia (p= 0,9286), habito tabagista (p=
0,4425), menopausa (p= 0,3448), uso de anticoncepcional (p= 0,6151), reposi¢do hormonal
(p= 0,1925) e menarca (p= 0,8365), mas hd associacdo do carcinoma papilifero com a

heranca do genétipo GG (p= 0,0243).

4.1.6 Resultados para o Gene COMT

Na populacdo estudada o perfil genético foi similar entre pacientes com CDT e o

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

Tabela 11: Genétipos do gene COMT

Controles Cancer
Gene | Genétipos
N (%) N (%)
AA 59 (19,16) 54 (18,49)
comrt AG 141 (45,78) 144 (49,32)
GG 108 (35,06) 94 (32,19)

Na andlise de regressdo logistica também ndo se observou diferenga (p= 0.8153).

Também ndo houve diferenca entre o polimorfismo de COMT e as caracteristicas clinicas
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como sexo (p= 0,9015), etnia (p= 0,1600), habito tabagista (p= 0,4793), menopausa (p=
0,9562), uso de anticoncepcional (p= 0,2201), reposi¢do hormonal (p= 0,9613) e menarca

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

4.1.7 Resultados para o Gene SULTIEI

Nao houve diferenca de perfil genotipico entre os pacientes com CDT e os controles

(tabela 12). Na andlise de regressdo logistica também ndo se observou diferenca (p=

0,2662).

Tabela 12: Distribuiciao dos genétipos do gene SULTIE]

Controles Cancer
Gene Genétipos
N (%) N (%)
GG 239 (77,60) 213 (72,95%)
SULTIE] GA 65 (21,10) 71 (24,32)
AA 4 (1,30) 8(2,74)

Também ndo houve associagdo entre o polimorfismo de SULTIEI e as
caracteristicas clinicas como sexo (p= 0,9718), etnia (p= 0,5054), hédbito tabagista (p=
0,8323), menopausa (p= 0,4096), uso de anticoncepcional (p= 0,3266), reposi¢cao hormonal
(p= 0,6978) e menarca (p= 0,9806) e também entre o carcinoma papilifero e 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 de regressdo logistica para os

genes CYPI7A1, CYPIAI ml, CYPIA2 e CYPIBI.

Tabela 13: Resultado na analise de regressao logistica

Gene Comparacao OR 1C95 % p

CYPI7A1 TC x CC 1,648 1,018-2,669 0,0421
CYPIAI M1 TCxTT 1,302 0,906-1,872 0,0328
CYPIA2*F AC x AA 1.612 1,129-2,300 0,0085
GGxTT 4,009 2,468-6,513 <0,0001

CYPIBI 119
GTxTT 2,153 1,448-3,201 0,0002
CYPIBI 432 CCx GC 1,697 1,165-2,472 0,0059

O teste estatistico Mann-Whitney mostrou que hd associacdo entre idade, menarca,

gestacdo, paridade, aborto e o risco de aparecimento de CDT como mostra a tabela 14,

porém ndo hd relacdo com menopausa.

Tabela 14: Resultado do teste estatistico Mann-Whitney.

Controles CDT
Caracteristicas p
N | Mediana | N | Mediana
Idade 308 36,9 292 4272 <0,0001
Menarca 221 12,3 248 12,9 <0,0001
Gestacoes 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 miltiplo selecionado pelo processo stepwise, ajustado para idade e
tabagismo mostrou que ha associacdo entre idade e os polimorfismos dos genes CYPIBI
codon 119 e 432, CYPIAI ml, CYPIA2 e a suscetibilidade para o CDT como demonstrado

na tabela 15.

Tabela 15: Resultado do teste estatistico Stepwise

Variavel Referencia p OR 1C95 %
Idade - <0,0001 - -
GGxTT <0,0001 4,572 2.761-7,572
CYPIBI 119
GT xTT <0,0001 2,283 1,516-3,437
CYPIBI 432 CCx GC 0,0038 1,793 1,207-2,665
CYPIAI M1 TCxTT 0,0272 3,172 1,139-8,834
CYPIA2 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 casos de DG (234 mulheres
e 48 homens) com média de idade = 39,80+11,70 anos comparados com 308 controles (246
mulheres e 62 homens) com média de idade = 36,86+12,96 anos.

A andlise descritiva das associacOes mostrou que ndao houve diferenga entre casos e
controles quanto a sexo e etnia. No entanto, observou-se predominio de individuos de
hibito tabagista (p=0.0006), entre os pacientes com DG; a ocorréncia de menopausa
também se associou com a doenca (p=0.0002), mas o uso de anticoncepcional foi mais raro
entre pacientes do que nos controles (p<0.0001) assim como ocorreu com reposicao

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

ou nao o uso de reposicao hormonal; fazem o uso ou nao de anticoncepcional ou ainda

se ja entraram ou nao 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
Reposi¢cao 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 gene CYPI7A1

A tabela abaixo mostra a distribuicao dos gendtipos do gene CYPI7A1 (tabela 17).

Tabela 17: Genétipos do gene CYP17A1.

Controles DG
Gene Genotipos
N (%) N (%)
AA 113 (36,69) 106 (37,59)
CYPI7AI AG 137 (44,48) 134 (47,52)
CcC 58 (18,83) 42 (14,89)

Nao houve diferenca de perfil genotipico entre os pacientes com DG e controles

para o gene CYPI7A1 (p= 0,3077).

A andlise das varidveis mostrou que nao ha relacdo entre os gendtipos do gene

CYPI7A1 e dados clinicos como sexo (p= 0,4826), etnia (p= 0,4470), habito tabagista (p=
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0,3209), presenca ou auséncia de oftalmopatia (p= 0,4540), positividade para AcTPO (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), bécio — palpagao
gramas (p= 0,2067), bécio ultrasson (p= 0,6007), TSH (p= 0,7811), T4L (p= 0,6042), T3

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

4.2.2 Resultados para o gene HSD-17B1

Nao encontramos diferenca para o gene HSD-17f1 nos pacientes com DG quando

comparados aos controles (p= 0,7220) (tabela 18).

Tabela 18: Genétipos do gene HSD-17f1.

Controles DG
Gene Genétipos
N (%) N (%)
AA 76 (24,68) 59 (20,92)
HSD-17p1 AG 151 (49,03) 154 (54,61)
GG 81 (26,30) 69 (24.,47)

A andlise das varidveis mostrou que também ndo hd relagdo entre os gendtipos do
gene HSD-17p1 e dados clinicos como sexo (p= 0,6543), etnia (p= 0,6573), habito tabagista
(p= 0,4928), presenca ou auséncia de oftalmopatia (p= 0,3818), positividade para AcTPO
(p= 0,7503) e AcTg (p=0,5097), idade (p= 0,2336), menarca (p= 0,9879), menopausa (p=
0,3765), aborto (p= 0,5485), bocio — palpacdo gramas (p= 0,7166), bocio ultrasson (p=
0,4807), TSH (p= 0,0519), T4L (p= 0,8134), T3 (p= 0,3073), TRADb (p= 0,9838), IMC (p=
0,0995).
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A andlise de Kruskal-Wallis mostrou que o genétipo GG se correlaciona com o

nimero de gestacdes (p=0,0256) e com a paridade (p=0,0141) como mostra a tabela 19.

Tabela 19: Andalise de Kruskal-Wallis para o gene HSD-17f1, variaveis

gravidez e paridade.

Gene Genoétipo | Gestacoes (N) | Média p Paridade (N) | Média p
AA 21 2,3 21 2,0
HSD-17p1 AG 67 2,3 ]0,0256* 67 1,9 10,0141%*
GG 29 3,2 26 3,2
*(GG#£AG)

4.2.3 Resultados para o gene CYPIAI ml

A tabela 20 mostra a distribuicao dos gendtipos do gene CYPIAI ml em pacientes e

controles.

Tabela 20: Distribuiciao dos genétipos do gene CYPIAI ml.

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

A diferenca entre os gendtipos por meio da regressdo logistica mostra que a

presenca do genétipo CT influencia na suscetibilidade para o desenvolvimento da DG (p

<0,0001).
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A andlise das varidveis mostrou que nido ha relacdo entre os gendtipos do gene
CYPIAI e dados clinicos como sexo (p= 0,0563), etnia (p= 0,1484), hébito tabagista (p=
0,7737), presenca ou auséncia de oftalmopatia (p= 0,5387), positividade para AcTPO (p=
0,3972) e AcTg (p= 0,1110), idade (p= 0,8204), menarca (p= 0,9941), menopausa (p=
0,2263), bocio ultrasson (p= 0,4504), TSH (p= 0,8719), T4L (p= 0,1357), T3 (p= 0,1093),
TRAD (p=0,1038), IMC (p= 0,2043).

A andlise de Kruskal-Wallis mostrou que o genétipo CT se associa com o nimero
maior de gestacdes (p= 0, 0071), nimero maior de paridade (p= 0,0204), maior nimero de
aborto (p= 0,0012) e no maior peso do bécio em gramas por meio da palpacao (p= 0,0082)

como mostra a tabela 21.

Tabela 21: Analise de Kruskal-Wallis para o gene CYPIAI MI, variaveis

gravidez, paridade, aborto e bécio.

Genétipos
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
Bocio 98 83 4 2,3 0,0082

*(TC£TT)

4.2.4 Resultados para o gene CYPIA2*F

A tabela abaixo mostra a distribui¢do dos genétipos do gene CYPIA2 nos pacientes

com DG e grupo controle (tabela 22).

48



Tabela 22: Distribuiciao dos genétipos do gene CYPIA2*F.

Controles DG
Gene Genétipos
N (%) N (%)
AA 158 (51,30) 140 (49,65)
CYPIA2*F AC 114 (37,01) 113 (40,07)
ccC 36 (11,69) 29 (10,28)

A andlise de regressdo logistica mostrou que nao houve diferenca de perfil

genotipico dos pacientes com DG e do grupo-controle (p= 0,8587).

A andlise das varidveis clinicas mostrou que ndo ha relacdo entre os gendtipos do

gene CYPIA2 e sexo (p= 0,3578), etnia (p= 0,3342), héabito tabagista (p= 0,2619), presenca

ou auséncia de oftalmopatia (p= 0,2357), positividade para AcTPO (p= 0,2112) e AcTg

(p=0,1945), idade (p= 0,5687), menarca (p= 0,2189), menopausa (p= 0,2012), gravidez (p=

0,1981), paridade (p= 0,2052), aborto (p= 0,2546), bécio — palpagao gramas (p= 0,1117),

bécio ultrasson (p= 0,0822), TSH (p= 0,5930), T4L (p= 0,6022), T3 (p= 0,5616), TRAb

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

4.2.5 Resultados para o gene CYPIBI

A tabela abaixo (tabela 23) mostra a distribui¢cdo dos genotipos do gene CYPIBI

cédons 453, 119 e 432.
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Tabela 23: Distribuiciao dos genétipos do gene CYPIBI

Cédon | Genotipos Controles G
N (%) N (%)

CC 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 andlise dos grupos em relagao aos seus genotipos por meio da regressao logistica,
mostrou que a heranca do gendtipo TT do céddon 119 aumenta o risco do desenvolvimento
da DG em quase 7 vezes quando comparado com o gendtipo GG, e em mais de 2 vezes
quando comparado com o gendtipo GT. Observou-se também que a presenga do gendtipo
GG do c6don 432 aumenta a suscetibilidade para o desenvolvimento da DG em 1,7 vezes
quando comparado com o genétipo CC, e em 1,4 vezes quando comparamos o genétipo CG
vesus CC.

Nao encontramos relagdo entre os polimorfismos do cédon 453 e a suscetibilidade
ao surgimento da DG (p= 0,4791).

A andlise das varidveis clinicas mostrou que ndo havia relac@o entre os genotipos do
c6don 432 e dados clinicos como sexo (p= 0,2872), etnia (p= 0,1687), habito tabagista (p=
0,2608), presenca ou auséncia de oftalmopatia (p= 0,3201), positividade para AcTPO (p=

0,0912) e AcTg (p= 0,4849), menarca (p= 0,2663), menopausa (p= 0,6018), gravidez (p=

50



0,1348), paridade (p= 0,3280), aborto (p= 0,0944), bécio — palpagdo gramas (p= 0,9766),
bécio ultrasson (p= 0,5153), TSH (p= 0,5156), T4L (p= 0,0815), T3 (p= 0,9640), TRAb
(p=0,0684).

Porém mostrou que a heranca do genétipo GG influencia no desenvolvimento da
DG quando associado a idade (41,6 anos) (p= 0,0204) e ao IMC (26,3 - sobrepeso) (p=
0,0392).

Ja para o cédon 119, ndo encontramos relacdo entre os gendtipos e dados clinicos
como sexo (p= 0,9044), etnia (p= 0,3795), habito tabagista (p= 0,8704), presenga ou
auséncia de oftalmopatia (p= 0,0702), positividade para AcTPO (p= 0,9884) e AcTg (p=
0,3224), idade (p= 0,8357), menarca (p= 0,5238), menopausa (p= 0,9288), gravidez (p=
0,6730), paridade (p= 0,3656), aborto (p= 0,9843), bécio — palpagdo gramas (p= 0,2286),
bdécio ultrasson (p= 0,2858), TSH (p= 0,0986), T3 (p=0,5315), IMC (p= 0,1532).

Encontramos associacdo entre valores mais elevados (> 4,2 ng/dL) de T4l (p=
0,0409) e valores mais elevados (>159,9%) de TRAb (p= 0,0465) com os genétipos GT e

TT, respectivamente para o desenvolvimento da DG.

4.2.6 Resultados para o gene COMT e SULTIEI

N3ao houve diferenca entre de perfil genotipico dos pacientes e controles (tabela 24)

tanto para o polimorfismo do gene COMT quanto do gene SULTIEI. Na andlise de

regressdo logistica também ndo se observou diferenca.
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Tabela 24: Distribuiciao dos genétipos do gene COMT e SULTIEL.

Gene Genétipos 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)
SULTIEI ™ Gp 65 (21,10) 66 (23,40)
AA 4 (1,30) 5(1,77)

Nossos dados mostram que na populagio estudada nao observamos diferenca entre

casos e controles para estes dois genes, provavelmente pela distribui¢do genotipica ser

similar. Também nao h4 diferenca entre os genétipos e dos dados clinicos.

4.2.7 Resultados para o todos os genes

A tabela 25 mostra todos os resultados das andlises de regressdo logistica para os

genes CYPIAI ml e CYPIBI.

Tabela 25: Resultado na analise de regressao logistica.

Gene Comparacao OR I1C95 % p
CYPIAI ml CTxTT 2.120 1,480-3,037 <0,0001
GG xTT 6,942 4,213-11,440 <0,0001
CYPIBI 119
GTxTT 2,374 1,547-3,643 <0,0001
GG x CC 1,733 1,087-2,764 0,0208
CYPIBI 432
GCx CC 1,498 1,017-2,205 0,0408
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O teste estatistico Mann-Whitney mostrou que hd associacdo entre maior idade e

menarca, nimero maior de gestacdes, paridade e aborto, e o risco 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
Gestagdes 217 1,3 168 2.7 <0,0001
Paridade 217 1,1 169 2.3 <0,0001
Aborto 217 0,2 169 04 0,0029

O processo miltiplo selecionado pelo stepwise, ajustado para idade, etnia e

tabagismo confirma que hd associacdo entre idade, etnia, tabagismo, os polimorfismos dos

genes CYPIBI c6don 119 e CYPIAI ml e a suscetibilidade a DG.

Tabela 27: Resultado do teste estatistico Stepwise.

Variavel Referencia p OR 1C95 %

Idade - 0,0467 - -
Etnia - 0,0197 - -
Tabagismo - 0,0101 - -

GGxTT <0,0001 7,278 4,321-12,258

CYPIBI 119
GTxTT <0,0001 2,559 1,633-4,008
CYPIAI M1 TCxTT 0,0009 1,951 1,317-2,892
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5.DISCUSSAO
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Nos dltimos anos, uma quantidade significativa de evidéncias foram acumuladas no
que diz respeito as varia¢des individuais na suscetibilidade a doencas. Esta claro que muitas
doencas ndo sdo de origem monogenéticas, ao contrdrio, sdo resultados de uma complexa
interacdo entre fatores ambientais e diferentes genes [126].

Consequentemente, fendtipos tipicos ndo apresentam padrdes de heranca
mendeliana cldssica atribuivel a um locus tnico. Além disso, genes diferentes parecem agir
em vdrias combinagdes, causando graus individuais de suscetibilidade em uma determinada
pessoa [126]. Uma caracteristica poligenética foi proposta para caracteristicas quantitativas,
como por exemplo, diabetes, hipertensao e pré-eclampsia e, para caracteristicas complexas,
por exemplo, endometriose e cancer de mama [126].

De acordo com a American Thyroid Association, a incidéncia do cancer de tiroide é
de 3 a 4 vezes maior em mulheres. O fato € que o risco de uma mulher desenvolver uma
doencga da tir6ide é de 1 em cada 8, sendo portanto, comparavel ao risco de uma mulher
desenvolver o cancer de mama esporadico. A gravidez e a menopausa precoce aumentam
este risco [127-129].

Estradiol € um hormodnio pleiotrépico por ser um fator de transcricdo nuclear para
uma série de genes diferentes. O receptor de estrogeno (ER) liga-se a elementos de
resposta clissica (EREs) no promotor de uma ampla variedade de genes-alvo e ativa a
transcricao do gene recrutando proteinas coativadoras [130]. Assim, o estradiol parece estar
envolvido na fisiopatologia de inumeras doengas como a endometriose, doenca de
Alzheimer, hipertensdo, osteoporose, cancer de mama, cancer de c6lon, cancer de pristata,
aterosclerose [126], e mais recentemente estd sendo associado ao cancer de tirdide [131-

133].
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Rajoria e col. sugerem que o estrogeno aumente a capacidade miogé€nica, migratdria
e invasiva de linhagem celular do céancer de tir6ide [129]. Além disso, Ameet Kamat e col.
mostraram que o estrogeno pode induzir a um fendtipo pré-angiogénico das células
endoteliais no microambiente tumoral tiroidiano por meio da sinalizacdo do ER e VEGF
[134].

O estrogeno € capaz de regular a proliferacao celular por meio da ligacdo com seus
receptores. O receptor o possui atividade proliferativa e anti-apoptética enquanto que o
receptor B tem efeito pro-apoptdtico e capacidade de diferenciacdo [135]. Estudos
experimentais demonstram que o estrégeno contribui para o desenvolvimento do carcinoma
papilifero por meio da sua ligagcdo com o ER; desse modo, promove a proliferacdo celular
das células epiteliais foliculares mutadas [43].

Nossos dados sugerem que hd relacdo entre CDT e menopausa e reposicao
hormonal. Tal dado sugere que ha uma possivel relacdo entre hormonios sexuais € o cancer
de tiroide, pois estudos mostram que as mulheres, especialmente aquelas com idade acima
de 45 anos, t&€m sido responsdveis pela maior parte do aumento da taxa de incidéncia deste
tipo de cancer [49] e ja correlacionaram a presenca de estrégeno em uma quantidade mais
elevada em tecidos neopldsicos da tiroide do que em tecidos saudaveis [51]. Winters e col.
sugerem que hd aumento na expressdo do estrogeno entre tumores iniciais e recorrentes em
mulheres menopausadas sugerindo que o estrogeno influencie na progressdo da doenca
[136]. A menopausa, o uso de anticoncepcional e reposi¢ao hormonal também influenciam
na DG, refor¢ando a teoria de que hd fatores hormonais estdo envolvidos na patogenia da
DG [137]. Observamos também a relacdo da DG com o habito tabagista, a qual ja é bem

conhecida, como nés mesmos mostramos [19].
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O estrégeno pode induzir a aneuploidia e alteragdes cromossOmicas estruturais [76].
Estudos em animais identificam o estrégeno como cancerigeno [70, 138-139]. A hipotese é
que as células proliferam rapidamente, portanto, com maior chance de erro genético. A fita
simples do DNA, presente durante a divisdo celular, € mais suscetivel a danos do que a
dupla fita. Uma vez que as mutagdes sdo introduzidas em uma célula-alvo, os estrégenos
aumentam a replicacdo dos clones de células que carregam tais erros genéticos [140].

Estudos sugerem que os metabdlitos do estrégeno atuem como iniciadores de dano
genético [70, 76-77]. Entre os danos causados pelos radicais livres ao DNA induzido pelo
estrégeno e seus metabolitos estdo quebra de fita simples, o aumento da formagao de 8-
hidroxiguanina, ligacdes estrégeno-DNA e oxidacdo de proteinas e lipidios [76, 141-143].
O aumento da proliferacdo celular e metabdlitos genotéxicos podem agir como aditivos ou
de forma sinérgica [89].

N6s demonstramos que a heranga polimérfica em homozigose do gene CYPI7A1
aumenta a suscetibilidade para o CDT em 1,6 vezes. Feigelson e col. foram os primeiros a
mostrarem uma associagdo entre o risco para o cancer de mama e o polimorfismo do gene
CYPI17A1, sugerindo que as concentracdes hormonais séricas podem variar em fun¢do do
gendtipo [144]. Outro estudo constatou que o polimorfismo do gene CYPI7AI foi
associado com concentracdes séricas de estradiol e progesterona entre mulheres jovens
nuliparas [145]. Varios estudos discutem sobre CYPI7AI e o cancer de mama, porém o0s
resultados sdo inconsistentes € mostram evidéncias de heterogeneidade entre etnias [146-
148]. Nao hd na literatura de nosso conhecimento registros de associacdo entre o
polimorfismo de CYPI7AI e o cancer de tiroide. Observamos também que a heranga em
heterozigose estd associada com o nimero de aborto. Litridis e col. indicam que o

polimorfismo em heterozigose ndo influencia no aborto espontaneo [149] enquanto que
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Sata e col. sugerem que o heterozigoto do gene CYPI7AI1 pode predispor a um risco
aumentado para o aborto [150].

Apesar de ndo termos encontrado correlacdo entre CYPI7AI e a DG, a literatura
indica que este gene esteja diretamente ligado a doencas autoimunes [151-153]. Mais uma
vez, a composicdo étnica das populagdes estudadas pode ter sido responsdvel pela
disparidade de nossos dados com os da literatura.

Nossos dados sugerem também que o gene HSD-17f1 ndo influencie na
suscetibilidade ao CDT. Sugerimos que a heranca polimérfica em homozigose pode estar
associada com o nimero de gestacdes e a paridade das pacientes com DG, ja que HSD-
17p1 foi associado com a alteragdo das concentracdes de estrégeno [154], e esta alteracao
com gravidez e paridade [155].

O estradiol e a estrona sdo metabolizadas por duas vias principais por meio da
hidroxilacdo dos anéis A e D [156]. A hidroxilagcdo pelo anel A leva a formagao dos
estrégenos catecol, 2- ou 4- hidroxiestrogeno, enquanto que a hidroxilagdo do anel D
produz o 16a-hidroxiestrégeno. Os estrégenos catecol sdo os principais metabdlitos do
estrogeno [138]. A maior via metabdlica do estrégeno € a 2-hidroxilag¢do, que € catalisada
em humanos pelas enzimas CYP1Al e CYP1A2 [70].

A andlise do gene CYPIAI ml e CYPIA2*F em nossos pacientes indica que a
heranca do genétipo CT aumenta a suscetibilidade em 1,3 vezes e a heranca do gendtipo
AC tem um risco aumentado em 1,6 vezes na suscetibilidade ao desenvolvimento do CDT
respectivamente. Inimeros trabalhos indicam que essa associagdo realmente existe, porém
com outros tipos de canceres [157-161]. Apenas Siraj e col. mostraram que o gene CYPIA]
estava envolvido da suscetibilidade ao CDT [162]. O 2-hidroxiestrogeno possui uma fraca

capacidade de ligacdo ao receptor de estrégeno e tem sido associado a diferenciacdo celular
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e apoptose, apresentando portanto, propriedades antiestrogénica [163-166]. Porém quando
estes genes apresentam polimorfismos, estas variantes levam a um aumento da atividade
enzimdtica e por consequéncia ao aumento nas concentracdes de carcindégenos ativados
[102].

A associacdo entre o hébito tabagista e o gene CYPIA2 também ja foi mostrada pelo
nosso grupo [167]. Porém nao ha dados que indiquem que mulheres que ainda ndo entraram
na menopausa estejam relacionadas a heranca do gen6tipo AC como mostram 0s nossos
achados atuais, apenas indica que ele atua na menarca, e nem que tal genétipo influencie na
idade [168].

Na DG encontramos que a presenga do genétipo TC influencia na suscetibilidade
para a doenca e que este gendtipo se associa ao nimero de gestagdes, paridade, aborto e no
peso do bécio em gramas. Nosso grupo ja mostrou anteriormente que o polimorfismo deste
gene aumenta o risco de DG [19]. Muitas mulheres com DAIT apresentam irregularidades
menstruais, problemas de fertilidade e aumento no nimero de aborto [169].

Em contraste com a 2-hidroxilacdo, estd a produg¢do da 4- hidroxilacdo que tem
como responsavel o gene CYPIBI [70]. A razdo da concentragdo entre o 4-
hidroxiestrégeno para o 2-hidroxiestrégeno € de 4:1 [76].

Nossos achados mostram que a heranca do gendtipo TT do cédon 119 aumenta o
risco do desenvolvimento do CDT em mais de 4 vezes quando comparado com o genotipo
GG, e em mais de 2 vezes quando comparado com o gendtipo GT. Indica também que ha
associacdo com o hébito tabagista, menopausa e reposicdo hormonal além de mostrar que
se associa com a idade da menarca. Para a DG, a heranca do gendtipo TT também aumenta
o risco do desenvolvimento da doenga em quase 7 vezes quando comparado com o

genodtipo GG, e em mais de 2 vezes quando comparado com o gendtipo GT. Tanto as
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concentragdes de T4L quanto os de TRAb sofrem a influencia do genétipo GT e TT,
respectivamente, para o desenvolvimento da DG.

Observou-se também que a presenca do heterozigoto do cddon 432 influéncia na
suscetibilidade para o desenvolvimento do CDT e que a heranca do homozigoto
polimoérfico influencia o carcinoma papilifero da tiréide. O homozigoto polimérfico
influéncia na suscetibilidade para o desenvolvimento da DG em 1,7 e o heterozigoto em 1,4
vezes. A idade e o IMC sofrem influéncia do gendtipo GG.

Nao observamos relacio entre os polimorfismos do c6don 453 e a suscetibilidade ao
surgimento do CDT ou a DG, mas encontramos associacdo como uso de anticoncepcional
para as mulheres com CDT e o gendtipo CC. Esta heranga, portanto, também pode
caracterizar um grupo de risco para o cancer.

O polimorfismo do cdédon 432 possui grande impacto sobre as propriedades
cataliticas de CYPIBI, o gendtipo Val/Val possui trés vezes maior atividade da 4-
hidroxilase do que o gendtipo Leu/Leu [170]. Grandes atividades cataliticas também sdo
associadas ao cddon 119, Ser/Ser [171]. Tais alteragdes sdo associadas com o receptor do
estrogeno e da progesterona em mulheres com cancer de mama [172], enquanto que
mulheres chinesas apresentam associacdo com essas alteracdes e o risco para o cancer de
mama na pos-menopausa [173].

Fatores menstruais e reprodutivos sdo suspeitos de estarem associados a vérias
doengas por causa de uma incidéncia muito maior entre as mulheres e as implicagdes
provdveis de fatores hormonais, sejam eles hormOnios enddgenos, tais como estrogenos (8-
12), ou hormdnios exdgenos, como contraceptivos orais (13). Tais fatores menstruais e
reprodutivos, como sugerem nossos dados, provavelmente sdo um dos causadores da

diferenca entre homens e mulheres para as doencas tiroidianas, sejam eles endégenos como
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o estrogeno e os hormodnios estimuladores da tirdide [51, 174], ou exdgenos como
contraceptivos orais, 0s quais aumentam o risco para o cancer de tiréide [175]. Negri e col.
sugerem que a menarca tardia e a menopausa estdo ligadas ao cancer de tiréide [176].

Nao observamos qualquer relacdo entre os genes COMT e SULT e a suscetibilidade
a DG e ao CDT e tampouco para as caracteristicas clinicas, sugerindo que estes genes nao

sejam importantes na patogénese destas doencgas.
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6. CONCLUSAO
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Nossos dados mostraram que o perfil genotipico de genes relacionados ao
metabolismo de estrégeno influencia no desenvolvimento da DG e do CDT, permitindo-nos

responder as seguintes perguntas:

6.1 Alteracdes polimorficas nos genes CYPI7AI, CYPIAI ml, CYPIA2*IF, CYPIBI
c6don 119 e CYPIBI c6édon 432 aumentam a suscetibilidade ao CDT, porém este ndo sofre

influencia dos genes HSD-17f1, CYP1BI c6don 453, COMT e SULT.

6.2 Alteracdes polimoérficas nos genes CYPIAI ml, CYPIBI c6don 119 e CYPIBI c6don
432 aumentam a suscetibilidade a DG. J4 os genes CYPI7A1, CYPIA2*F, CYPIBI c6don

453, COMT e SULT nao influenciam na suscetibilidade a DG.

6.3 Idade de menopausa, uso de reposi¢ao hormonal, idade mais elevada para o surgimento
da doenga, menarca tardia, maior nimero de gestacdes, paridade e abortos aumentam a

suscetibilidade a DG.

6.4 Idade de menopausa, uso de reposicio hormonal, hdbito tabagista, uso de
anticoncepcional, idade mais elevada para o surgimento da doenga, menarca tardia, maior

numero de gestagcdes, paridade e abortos aumentam a suscetibilidade ao CDT.

6.5 Entre os pacientes com DG, mulheres heterozigotas para CYPIAI ml apresentam maior
numero de gestagoes, paridade e abortos, além de bocio mais pesado (gramas). J4 entre os
pacientes com CDT, mulheres heterozigotas para CYPI7A1 apresentam maior nimero de

abortos. A heranca heterozigota para o gene CYPIA2*F esta relacionada com idade mais
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precoce para o surgimento do CDT. A heranca do polimorfismo do gene CYPIBI c6don
119 estd associada ao habito tabagista, uso de reposicdo hormonal e presenca de menopausa
para pacientes com CDT. Ja para pacientes com DG, este polimorfismo se correlaciona
com concentracdes mais elevadas de T4livre e TRAb. A heranca em heterozigose do gene
CYPIBI c6don 432 foi mais frequente em pacientes com carcinoma papilifero do que nos
pacientes com carcinoma folicular. Além da heranga em homozigose se correlacionar com
maior idade e com sobrepeso em pacientes com DG. Mulheres com gen6tipo homozigoto
polimérfico para CYPIBI c6don 453 se correlacionam com uso de anticoncepcional no
CDT. Maior nimero de gestacdes e de paridade se correlacionam com mulheres

homozigotas para o gene HSD-17f1 na DG.

Consideragoes Finais:

Os fatores exdgenos e enddgenos ligados aos hormoOnios sexuais possuem
considerdvel variabilidade individual devida aos polimorfismos da via de metaboliza¢do do
estrogeno. As diferentes herancas polimoérficas individuais, que sdo atribuidas aos
polimorfismos dos genes codificadores de enzimas envolvidas na producdo, metaboliza¢ao
e eliminagdo do estrégeno devem definir subpopula¢des de mulheres que sdo afetadas pela
maior exposicdo aos estrogenos e aos seus metabolitos, os quais afetam o crescimento
celular e podem induzir danos celulares carcinogénicos a ativar a resposta imune.

Nossos dados sugerem como um modelo multigénico de suscetibilidade as doengas
tiroidianas com base na sintese de estrégeno pode ajudar-nos a compreender a etiologia

desta doenca.
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\\VI, LABORATORIO DE GENETICA MOLECULAR DO CANCER
%,‘.; UNIVERSIDADE ESTADUAL DE CAMPINAS
Faculdade de Ciéncias Médicas

UNICAMP

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Projeto de Pesquisa em Céancer de Tiredide
Pesquisadora: Prof® Dra Laura Sterian Ward
Prof® Dra Ligia Vera Montalli Assumpc¢ao

Doador — individuo controle

Sr(a)

anos RG: HC:
Endereco:
Telefone: Data: !/

Concordo em doar 9 mL de sangue para pesquisa de 4cidos nucléicos e proteinas que
podem estar envolvidas em doengas malignas e benignas da tiredide. A pesquisa tem por objetivo a
melhor compreensao dos fatores moleculares de diagndstico e prognodstico, fazendo comparacio
entre individuos doentes e sauddveis. Tal pesquisa justifica-se dada a importancia da compreensao
destes fatores para o tratamento dos pacientes. Sei que se trata de uma pesquisa cientifica e
concordo em que os meus dados, registrados no meu prontudrio médico, sejam utilizados na
pesquisa, sabendo que meu nome assim como meus dados clinicos e de laboratério ndo serdo
individualmente citados e que em nenhum momento serei prejudicado por tal doacao. Meus dados e
o material biolégico advindo da coleta poderdo ser usados em novas pesquisas relacionadas ao
cancer de tirdide, caso justificativa devida, sendo estas pesquisas aprovadas devidamente pelo CEP
e, quando for o caso, da Comissao Nacional de Etica em Pesquisa-CONEP, submissas totalmente a
devida legislagdo. A cada nova pesquisa em que meu material serd utilizado, receberei um novo
termo de consentimento (pelo correio) para autorizar a utilizagdo do material doado. Tenho a
garantia de sigilo de dados confidenciais ou que, de algum modo, possam me provocar
constrangimentos ou prejuizos, tornando anénimo o material ou dados obtidos. Também sei que
esta pesquisa pode trazer beneficios para a cura ou tratamento das doengas tireoidianas no futuro.
Niao terei nenhuma forma de reembolso, ji que ndo terei nenhum gasto com a doagdo do meu
material para esta pesquisa e sei que poderei cancelar minha decisdo e deixar de participar em
qualquer momento. Também ndo serei submetido a qualquer procedimento que nio faca parte da
rotina de doacdo de sangue, sob a orientacdo da equipe de enfermagem. Estou consciente da
importincia de minha participacdo da qual posso desistir em qualquer momento. Fui informado de
que este projeto estd aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa (CEP) e sei que poderei obter
todas as informacdes que desejar e necessitar no contato ao CEP (infracitado), bem como denunciar
quaisquer procedimentos que infrinjam as normas do CEP. Poderei obter esclarecimentos antes,
durante e depois da realizacdo da pesquisa sobre a mesma, contatando a pesquisadora responsavel
Profa. Dra. Laura S. Ward no contato abaixo. Autorizo a guarda do material bioldgico para fins de
pesquisas futuras? () Sim () Nao

Assinatura do Paciente ou Responsavel pelo Paciente

Prof* Dra. Laura Sterian Ward: Coordenadora do GEMOCA- Clinica Médica/ 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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estar envolvidas em doengas malignas e benignas da tiredide. A pesquisa tem por objetivo a melhor
compreensao dos fatores moleculares de diagndstico e progndstico. Tal pesquisa justifica-se dada a
importancia da compreensao destes fatores para o tratamento dos pacientes. Sei que se trata de uma
pesquisa cientifica e concordo em que os dados de meu caso, registrados no meu prontudrio médico,
sejam utilizados na pesquisa, sabendo que meu nome assim como meus dados clinicos e de
laboratério ndo serdo individualmente citados e que em nenhum momento meu diagndstico ou
tratamento serdo prejudicados por tal doacdo. Meus dados e o material biolégico advindo da coleta
poderdo ser usados em novas pesquisas, caso justificativa devida, sendo estas pesquisas aprovadas
devidamente pelo CEP e, quando for o caso, da Comissdo Nacional de Etica em Pesquisa-CONEP,
submissas totalmente a devida legislacao. Tenho a garantia de sigilo de dados confidenciais ou que,
de algum modo, possam me provocar constrangimentos ou prejuizos, tornando andnimo o material
ou dados obtidos. Também sei que esta pesquisa pode trazer beneficios para a cura ou tratamento
das doencas tireoidianas no futuro, mesmo que eu ndo me beneficie disso agora. Nao terei nenhuma
forma de reembolso, ji que ndo terei nenhum gasto com a doacdo do meu material para esta
pesquisa e sei que poderei cancelar minha decisdo e deixar de participar em qualquer momento.
Também ndo serei submetido a qualquer procedimento que ndo faga parte da rotina de meu
tratamento normal, sob a orientacdo de meu médico habitual. Estou consciente da importincia de
minha participacdo da qual posso desistir em qualquer momento. Fui informado de que este projeto
estd aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa (CEP) e sei que poderei obter todas as informacdes
que desejar e necessitar no contato ao CEP (infracitado), bem como denunciar quaisquer
procedimentos que infrinjam as normas do CEP. Poderei obter esclarecimentos antes, durante e
depois da realizagdo da pesquisa sobre a mesma, contatando a pesquisadora responsavel Profa. Dra.
Laura S. Ward no contato abaixo.

Autorizo a guarda do material bioldgico para fins de pesquisas futuras? () Sim () Nao

Assinatura do Paciente ou Responsével pelo Paciente

Prof* Dra. Laura Sterian Ward: Coordenadora do GEMOCA- Clinica Médica/ 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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Campinas, 19 de Agosto de 2005 Protocolo 332/04
Prezado Senhor Jodo Hamilton Romaldini,
Parecer Projeto: APROVADO

| — Identificagdo:

Titulo do projeto (completo): “PERFIL GENOTIPICO DE PACIENTES COM DOENCA
DE GRAVES E SUA INFLUENCIA NA RESPOSTA TERAPEUTICA”.

Pesquisador (a) responsavel: JOAO HAMILTON ROMALDINI, ROBERTO BERNARDO
DOS SANTOS E LAURA STERIAN WARD.

Instituicdo onde se realizara: ENDOCRINOLOGIA - HOSPITAL E MATERNIDADE
CELSO PIERRO — PUC-CAMPINAS.

Data de apresentacio dos esclarecimentos solicitados pelo CEP: 19/08/05
Apresentar relatério: AO TERMINO DA PESQUISA.

Il - Objetivos:

Determinar o perfil genotipico de pacientes com Doenca de Graves com e sem
oftaimologia.

Correlacionar tal perfil com a resposta as diferentes modalidades terapéuticas utilizadas
no tratamento da Doenca de Graves.

lil - Sumario do projeto:
O estudo incluira a avaliacdo clinica e ocular prospectiva em 150 pacientes com Doenca
de Graves hipertiroidianos. Serdo avaliados também 150 individuos que nao apresentem

pacientes serdo submetidos a dosagens de TSH e anticorpo antiperoxidase para exclusdo
de doenga auto-imune tiroidiana. Os pacientes serio divididos em 3 grupos:

e Pacientes em remissio anteriormente tratados com drogas antitiroidianas;

e Pacientes submetidos a radioiodoterapia que foram curados com uma Unica dose;

e Pacientes submetidos a radioiodoterapia que necessitam de 2 doses ou mais para
serem curados. ,
Sera analisa a influéncia do perfil genotipico (CTLA-4) na evolugdo (cura) dos diferentes

tratamentos.

Ser&o avaliados de acordo com a evolugéo da oftalmopatia, e divididos novamente em 3
grupos:

G1 - Radioiodo associado com prednisona.

G2 — Somente radioiodo.

G3 — Uso de farmaco antitiroidiano.

IV - Parecer do CEP:

Apés andlise da mudanca realizada no projeto (inclusao de um grupo controle), e dos
esclarecimentos solicitados no parecer de 01.08.05, o parecer ad referendum do Comité
de Etica em Pesquisa & o que segue:

Av. John Boyd Dunlop, S/N° Jardim Ipaussurama Campinas SP - CEP 13059-900
Telefone: (0XX19) 3729.6808 - Fax: (0XX19) 3729.6806 - e-maif- comitedeetica@pummpinas.edu.br
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Dessa forma, e considerando a Resolugéo no. 196/96 item VIL.13.b, que define as
atribuicées dos CEPs e classifica os pareceres emitidos aos projetos de pesquisa
envolvendo seres humanos, e, ainda que a documentac@o apresentada atende ao
solicitado, emitiu-se o segundo parecer para a presente modificacéo feita no projeto:
Aprovado.

V - Informacoes Complementares

O sujeito da pesquisa tem a liberdade de recusar-se a participar ou de retirar seu
consentimento em qualquer fase da pesquisa, sem penalizagio alguma e sem prejuizo ao
seu cuidado (Res. CNS 196/96 — Item IV.1.f) e deve receber uma copia do Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido, na integra, por ele assinado (tem IV.2.d).

Incluir no Termo de Consentimento Livre e Esclarecido que o projeto foi avaliado por um
Comité de Etica em Pesquisa, assim como, incluir o telefone do mesmo.

Pesquisador deve desenvolver a pesquisa conforme delineada no protocolo aprovado e
descontinuar o estudo somente apés anélise das razdes da descontinuidade pelo CEP
que o aprovou (Res. CNS Item lil.1.2), exceto quando perceber risco ou dano n&o previsto
ao sujeito participante ou quando constatar a superioridade do regime oferecido a um dos
grupos de pesquisa (item V.3.).

O CEP deve ser informado de todos os efeitos adversos ou fatos relevantes que alterem o
curso normal do estudo (Res. CNS Item V.4.). E papel do pesquisador assegurar medidas
imediatas adequadas frente a evento adverso grave ocorrido (mesmo que tenha sido em
outro centro) e enviar notificacdo ao CEP e a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria —
ANVISA - junto com seu posicionamento.

Eventuais modificagcdes ou emendas ao protocolo devem ser apresentadas ao CEP de
forma clara e sucinta, identificando a parte do protocolo a ser modificada e suas
justificativas. Em caso de projeto do grupo | ou |l apresentados anteriormente 2 ANVISA,
O pesquisador ou patrocinador deve envia-las também a mesma junto com o parecer
aprovatdrio do CEP, para serem juntadas ao protocolo inicial (Res. 251/97, Item ll1l.2.e.).
Relatdrios parciais e final devem ser apresentados ao CEP, de acordo com os prazos
estabelecidos na Resolugcdo CNS-MS 196/96.

VI - Data da aprovacgao: 19/08/2005
Sendo s6 o que nos cumpre informar, aproveitamos da oportunidade para renovar votos

de estima e consideracio.

Atenciosamente.

<

’
ra. éaria' uiza Cruz

Coordenadora do C.E.P.S.H.P
PUC-Campinas

Av. John Boyd Dunlop, S/N° Jardim Ipaussurama Campinas SP - CEP 13059-900
Telefone: (0XX19) 3729.6808 - Fax: (0XX1 9) 3729.6806 - e-mail: comitedeetica@puc-campinas.edu.br
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CEP, 24/11/08.
(Grupo I)

PARECER CEP: N° 621/2008 (Este n° deve ser citado nas correspondéncias referente a este projeto)
CAAE: 0497.1.146.000-08

1- IDENTIFICACAO:

PROJETO: <“ESTUDO DA INFLUENCIA DOS GENES ENVOLVIDOS NA
METABOLIZACAO DO ESTROGENO NA DOENCA DE GRAVES E NO
CARCINOMA DIFERENCIADO DA TIROIDE”.

PESQUISADOR RESPONSAVEL: Laura Sterian Ward

INSTITUICAO: Hospital das Clinicas/UNICAMP

APRESENTACAO AO CEP: 08/08/2008

APRESENTAR RELAT()RIO EM: 26/08/09 (O formulario encontra-se no site acima)

II - OBJETIVOS

Estudar a incidéncia de polimorfismos nos genes envolvidos no metabolismo do
estrégeno na doenga de graves em comparacdo com um grupo controle pareado para sexo, idade
e fatores de exposi¢cdo ambiental.

III - SUMARIO

O material para exame dos pacientes e controles ja estdo coletado, faz parte de outro
estudo ja aprovado pelo CEP/FCM/UNICAMP (Parecer CEP 072/98). As amostras da Holanda
serdo enviadas por um pesquisador daquele pais. Serdo realizados os testes necessarios e os
resultados tratados estatisticamente. Os critérios de inclusdo e exclusdo estdo claros. A
metodologia ¢ adequada.

IV - COMENTARIOS DOS RELATORES

O projeto esta bem elaborado. Os riscos para os participantes s3o muito pequenos. Existe
um orcamento e um cronograma adequados. Ha um Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido claro e completo.

As pendéncias foram respondidas pelo pesquisador. Um novo Termo de Consentimento
Livre e Esclarecido foi apresentado, claro e completo, inclusive em relagdo ao uso do material
coletado para futuros projetos. O parecer ético enviado pelo participante da Holanda foi
traduzido e ¢ favoravel a realizagao do estudo.

V - PARECER DO CEP

O Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Ciéncias Médicas da UNICAMP, apos
acatar os pareceres dos membros-relatores previamente designados para o presente caso e
atendendo todos os dispositivos das Resolugdes 196/96 e complementares, resolve aprovar sem

Comité de Ltica em Pesquisa - UNICAMP

Rua: Tessdilia Vieira de Camargo, 126 FONE (019) 3521-8936
Caixa Postal 6111 FAX  (019) 3521-7187
13084-971 Campinas — SP cep@fem.unicamp.br
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restri¢des o Protocolo de Pesquisa, bem como ter aprovado o Termo do Consentimento Livre e
Esclarecido, assim como todos os anexos incluidos na Pesquisa supracitada.

O contetido e as conclusdes aqui apresentados sdo de responsabilidade exclusiva do
CEP/FCM/UNICAMP e ndo representam a opinido da Universidade Estadual de Campinas nem
a comprometem.

VI - INFORMACOES COMPLEMENTARES

O sujeito da pesquisa tem a liberdade de recusar-se a participar ou de retirar seu
consentimento em qualquer fase da pesquisa, sem penalizagao alguma e sem prejuizo ao seu
cuidado (Res. CNS 196/96 — Item IV.1.f) e deve receber uma copia do Termo de Consentimento
Livre e Esclarecido. na integra, por ele assinado (Item 1V.2.d).

Pesquisador deve desenvolver a pesquisa conforme delineada no protocolo aprovado e
descontinuar o estudo somente apds analise das razdes da descontinuidade pelo CEP que o
aprovou (Res. CNS Item III.1.z), exceto quando perceber risco ou dano n@o previsto ao sujeito
participante ou quando constatar a superioridade do regime oferecido a um dos grupos de
pesquisa (Item V.3.).

O CEP deve ser informado de todos os efeitos adversos ou fatos relevantes que alterem o
curso normal do estudo (Res. CNS Item V.4.). E papel do pesquisador assegurar medidas
imediatas adequadas frente a evento adverso grave ocorrido (mesmo que tenha sido em outro
centro) e enviar notificagdo ao CEP e a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria — ANVISA —
junto com seu posicionamento.

Eventuais modificagdes ou emendas ao protocolo devem ser apresentadas ao CEP de
forma clara e sucinta. identificando a parte do protocolo a ser modificada e suas justificativas.
Em caso de projeto do Grupo I ou Il apresentados anteriormente a ANVISA. o pesquisador ou
patrocinador deve envia-las também a mesma junto com o parecer aprovatorio do CEP, para
serem juntadas ao protocolo inicial (Res. 251/97, Item II1.2.¢)

Relatorios parciais e final devem ser apresentados ao CEP, de acordo com o0s prazos
estabelecidos na Resolugdo CNS-MS 196/96.

VII - DATA DA REUNIAO
Homologagdo VIII Reunifo Ordinaria do CEP/FCM, em 26 de agosto de 2008.

//(
Profa. Dra.,é%meﬁ Silvia Bertuzzo

PRESIDENTE DO COMITE DE ETICA EM PESQUISA

FCM / UNICAMP
Comité de Etica em Pesquisa - UNICAMP
Rua: Tessilia Vicira de Camargo, 126 FONE (019) 3521-8936
Caixa Postal 6111 FAX (019)3521-7187
13084-971 Campinas — SP cep@fem.unicamp.br
¥
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