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“ Caminhar, caminhar sempre.....

Por caminhos dificeis e perigosos,

Cheios de obstdaculos em todos os lugares;
Mas sem eles seria muito dificil caminhar.
Os obstaculos fortalecem os musculos

na caminhada da vida;

Os obstdculos fazem parte da vida
daquele que sabe o que quer,

E 56 sabe o que quer aquele que

nunca desiste de caminhar!

Caminhar apesar dos obstdculos.”

(Evodite Gongalves Amorim)
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A susceptibilidade a carcinégenos quimicos tem um importante papel no
desenvolvimento da maioria dos cénceres. Diversos polimorfismos de enzimas
metabolizadoras de drogas em humanos influenciam esta susceptibilidade individual
Os genes que incluem as isoenzimas do sistema glutationa s-transferase (GST) apresentam
um polimorfismo hereditario. Os genes GST mu 1 (GSTM1) and GST theta 1(GSTTI)
possuem uma variante alélica nula nos quais o gene inteiro esta ausente e, portanto, nao
existe codificacio ou produgdo da respectiva enzima. O genotipo nulo para ambas enzimas

foi associado com diferentes tipos de canceres.

Para observar a influéncia da heranga dessas enzimas no risco do céancer da
tirdide, utilizamos uma multiplex-PCR que inclui o gene B-globina como um controle de
DNA na reagdo de PCR para comparar 300 individuos normais de nossa populagdo com
116 pacientes portadores de lesdes tiroidianas. Desses casos, 49 eram de bocio benigno e

67 de doencas malignas: 50 carcinomas papiliferos e 17 carcinomas foliculares.

A comparagio entre tecidos de tumores da tirdide e 35 amostras
correspondentes de sangue periférico de pacientes com cancer demonstraram padréo
idéntico, sugerindo que o sistema GST nfio est4 envolvido no processo de desdiferenciagdo
folicular. Nio houve diferenca estatistica entre a prevaléncia da delegéo dos genes GSTT1 e
GSTMI em individuos normais e em pacientes com bocio. Entretanto, os pacientes com
carcinoma papilifero (10%) e pacientes com carcinoma folicular (17%) apresentaram uma
prevaléncia de geno6tipo nulo mais elevada do que os individuos da populag¢do normal (5%)

(p= 0,0479).

Demonstramos que a heran¢a de um genétipo nulo combinado para GSTMI e
GSTT]1 é responsavel por um aumento de 2.6 vezes no risco de cancer. Sugerimos que
estes resultados podem ser usados como marcadores na susceptibilidade ao cancer da
tirdide, auxiliando na selegdo dos individuos de risco que merecem investigagdo e conduta

mais rigorosa de seus bocios.
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O CANCER DO PONTO DE VISTA MOLECULAR

O eminente oncologista inglés, WILLIS, ainda em 1952, definiu neoplasia
como “uma massa anormal de tecido cujo crescimento excede aquele dos tecidos normais e
ndo ¢ coordenado, persistindo de maneira excessiva mesmo apds o término do estimulo que

induziu a altera¢do”. Apos cingiienta anos, esta defini¢do permanece apropriada.

O volume de informagdes sobre o cincer vem crescendo rapidamente nos
Qltimos anos por varias razdes. Primeiro porque, embora o cancer seja um conjunto de mais
de 200 doengas, com multiplas causas, historia natural e diferentes formas de tratamento, os
avancos em genética molecular permitiram o reconhecimentos de mecanismos moleculares
comuns a varios tipos de tumores. Segundo porque, com o envelhecimento da populagéo, o
cancer tornou-se um problema mais comum e merecedor de maior atengdo cientifica.
Trata-se da doenca que mais mata nos paises de primeiro mundo, apos as moléstias

cardiovasculares (LANDIS et al, 1998).

A oncologia, é uma das areas que tem se desenvolvido mais rapidamente nos
ultimos anos, gragas, em particular, aos recentes progressos na area molecular. Admitimos,
atualmente, que o cancer surge quando danos genéticos, adquiridos ou herdados, conferem
uma vantagem a uma célula, a qual consegue transmitir as suas células filhas esta
vantagem, dando origem a um clone de células que escapa dos controles normais de
crescimento e diferenciacio (NAMBA er al, 1990). Anormalidades tanto nos genes
estimuladores de divisdo celular (chamados de oncogenes), como nos protetores ou
bloqueadores do ciclo celular (chamados de genes supressores tumorais), podem conferir a
uma célula vantagens de crescimento e desenvolvimento sobre as células normais. Os genes
que controlam o tempo de vida ou a morte celular, como o gene da telomerase, os genes
envolvidos na apoptose e os genes de reparo do DNA, também intervém diretamente no
processo de tumorigénese (WARD, 1997). Quanto mais tempo uma célula viver, maior sera
sua chance de adquirir mutagdes vantajosas em termos de crescimento e diferenciag¢do
(WARD & FAGIN, 1998). No entanto, para que um tumor progrida, uma série de outros
genes devem se alterar. Sabemos que o processo de metastase € seletivo para as poucas
células que conseguem produzir vasos (angiogénese), mover-se vencendo barreiras e

invadindo as células vizinhas, capsulas, etc, embolizar e sobreviver na corrente sanguinea,

Introducdo
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parar em leitos capilares distantes, extravasar e se multiplicar dentro do parénquima de
outros orgdos. Todos estes passos requerem ativagdo e/ou desativagdo de uma série de
genes (WARD & FAGIN, 1998; WARD 2000). Existem véarios genes envolvidos no
reconhecimento, reparo ou programag¢io da morte celular (apoptose), assim como genes
envolvidos no controle imunolégico de reconhecimento e reparo/destruicdo das c€lulas
danificadas, genes capazes de interferir na capacidade de multiplicacdo a distancia
(p.ex. o gene nm23), invadir tecidos circunjacentes (p.ex. o gene da sialoproteina, o gene da
MUC!1 mucina), fatores angiogénicos capazes de prover aporte nutricional a estas células
de crescimento acelerado (p.ex. o gene VEGF) e varios outros fundamentais para a
progressio de um clone tumoral primério para fen6tipos mais agressivos com invasao e

metastatizacdo a distdncia (WARD, 1997).
O CANCER COMO DOENCA AMBIENTAL

Sabemos também que a grande maioria dos canceres do ser humano ocorrem
por uma interagdo entre fatores ambientais como fumaca de cigarro, alimentos e bebidas,
poluicio urbana e industrial, etc e a bagagem genética de cada individuo

(PALLI et al, 2000).

Os agentes ambientais lesivos ao ser humano podem ser didaticamente

divididos em:

e eventos quimicos, como os classicos ésteres de forbol, o benzeno nas

leucoses, etc

e agentes fisicos, como a radiagdo ultra-violeta por exemplo no cancer de pele

ou a radiacdo ionizante e o céncer de tiroide, etc

e agentes biologicos como o Papilomavirus no cancer de colo de utero, etc.

Introducdo
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Agentes quimicos sdo classico indutores de cancer em animais de
experimentagio (MARKS & FURSTENBERGER, 1993). A exposi¢do ambiental a agentes
quimicos carcinogénicos pode resultar de habitos sociais, como o uso de tabaco e a ingestao
de toxinas naturais, ou das condigcdes de trabalho, especialmente em alguns tipos de
atividade industrial. A Agéncia Internacional de Pesquisa em Céancer apresenta vérios
agentes quimicos altamente suspeitos ou comprovadamente carcinogénicos para 0 homem,
incluindo produtos naturais e subprodutos industriais, assim como poluentes ambientais;
aflatoxina B1, que é um contaminante comum de cereais e amendoim; micotoxina,
produzida pelo Aspergillus flavus ; cloreto de vinila, um produto da industria; benzo(a)
pireno, um poluente ambiental. Muitos xenobi6ticos (nome atribuido a agentes quimicos
ndo-nutritivos) que entram no corpo, incluindo os agentes quimicos carcinogénicos, séo
pouco solaveis na 4gua e ndo podem, portanto, ser diretamente eliminados pelos rins.
A excregdo eficiente desses agentes quimicos depende de seu metabolismo, o qual ocorre
geralmente em duas ou mais etapas que os deixam mais soliveis. A primeira etapa € a Fase
I, composta pelas oxidagdes realizadas por enzimas ligadas & membrana celular.
O metabolismo desses derivados oxidados, na assim chamada Fase II, resulta na produgéo

de glucuronida, sulfatos ou conjugados mercapturicos dcidos que sdo facilmente eliminados
(DRINKWATER & SUGDEN, 1991).

NODULOS DE TIROIDE E CANCER

Nédulos de tirdide sdo um problema de saude publica. Estima-se que 5 a 10 %
da populagio venha a desenvolver um noédulo palpavel durante a vida
(WARD & FAGIN, 1998). No Brasil, nio existem estatisticas a respeito mas o projeto
Conexdo T da Sociedade Brasileira de Endocrinologia Regional DF encontrou uma
prevaléncia de 35% de alteragdes estruturais entre as 3500 tir6ides palpadas durante uma

campanha publica de prevengio a tiroidopatias: “Conexdo T” (GUIMARAES, 2000).

A prevaléncia de bocio é grande em regides afetados por moderada ou severa
deficiéncia de iodo, onde o bocio é endémico (SCHLUMBERGER & PACINI, 1999).
Considerando-se a presenca, até ha poucos anos atras, de areas de caréncia de iodo, onde a
prevaléncia de bocio pode atingir mais da metade da populacdo local, ¢ provavel que
tenhamos no Brasil uma populagdo de cerca de 10 milhdes de portadores de nodulos
tiroidianos ( TOMIMORI et al, 1995).

Introdugdo
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Com o uso da ultrassonografia cada vez mais acessivel, a freqliéncia de
nodulos descobertos por ultrassonografia excede 50% em mulheres acima dos 60 anos
(SCHLUMBERGER & PACINI, 1999). A ultrassonografia ¢ téo boa, to prética e tdo facil
de se fazer que, com seu uso cada vez mais popularizado, temos visto um crescente
namero de individuos em que se encontram lesdes tiroidianas por acaso, os chamados
“incidentalomas”. Ora, também sabemos que micronddulos (ndédulos menores que 1lcm)
sio achados extremamente freqiientes e que a maioria deste microcarcinomas ndo evolui

clinicamente (BAUDIN er al, 1998).

O que fazer com estes individuos? N&o temos até o presente nenhum parametro
clinico ou laboratorial para distinguir qual a lesdo que vai evoluir e qual ndo deve nos

preocupar.

A maior parte destes nddulos deve ser benigna ja que o cancer de tiroide ¢
responsavel por apenas 0.6 e 1.6% de todos os canceres de homens e mulheres
respectivamente, nos EUA. Entretanto a prevaléncia do cancer de tiréide apresenta grande
variagdo geografica. No Japdo atinge 1.4/100.000 habitantes e no Kuwait relata-se que
acomete 10.5% das mulheres (BURGUERA & GHARIB, 2000; SCHLUMBERGER,
2000). Mais ainda, uma grande variagdo € observada entre séries clinicas e cirurgicas: por
volta de 5% dos nodulos de tirdide clinicos sdo cancer, mas em cirurgias ndo previamente
submetidas a analise citologica, a incidéncia pode variar entre 8 e 20%. Por outro lado, a
mortalidade devida ao céncer de tirdide ¢é considerada relativamente baixa

(SCHLUMBERGER & PACINI, 1999).
FATORES DE RISCO PARA O CANCER DE TIROIDE

Assim, do ponto de vista populacional, ndo restam duvidas de que os critérios
clinicos sio fundamentais para selecionarmos os pacientes de risco para cancer de tiroide
entre os portadores de nédulos. Na tabela 1 listamos os dados de historia e exame fisico

considerados mais importantes nesta avaliag&o.

Introducao
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Tabela 1. Fatores clinicos relacionados a malignidade no nodulo de tiréide

Historia Caracteristicas do nédulo Outros sintomas
Irradiagdo externa da regido Tde tamanho, principalmente Rouquidio, disfagia
cervical durante terapia supressiva
Histéria familiar de cancer de Duro, firme, superficie irregular Ganglios cervicais
tiroide

Idade < 20 anos
Idade > 60 anos

Sexo masculino

Na tabela 2 listamos os principais fatores reconhecidos a terem influéncia no
desenvolvimento do cancer da tirdide do ponto de vista epidemiolégico. Vale, no entanto,
ressaltar que o Unico destes fatores que comprovadamente leva a céncer, ¢ a radiacé@o

ionizante.

Tabela 2. Fatores de risco epidemiolégico para cancer de tirdide

Radiacdo Jonizante

-carcinoma papilifero familiar: raro, caracterizacio
genética pobre.
Predisposicio familiar -polipose adenomatosa familiar: T até 160 vezes risco
de cancer. em mulheres abaixo de 35 anos.
-doenca de Cowden

-neoplasia endocrina multipla

-déficit de iodo: maior risco de carcinoma folicular.
Ingestio de iodo -suficiéncia de iodo: predomina o carcinoma
papilifero.
-adenoma folicular: predispde ao carcinoma folicular
Tiroidopatias pré-existentes -doenga de Graves

-tiroidite croénica de Hashimoto: linfoma tiroidiano

Fatores hormonais e reprodutivos

Fatores étnicos e geograficos

Dieta e drogas

Introdugdo
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Os critérios clinicos amparados pela citologia diferenciam e permitem conduzir

adequadamente a maior parte dos casos (SCHLUMBERGER, 1998).

Reconhecemos os fatores de risco clinicos e epidemiolégicos para o
desenvolvimento do cancer. No entanto, temos um problema grave: ndo entendemos como
ou porque O boécio nodular se desenvolve, € nem porque aparece o cancer.
Sem esta compreensido, medidas preventivas e um melhor tratamento dos casos se torna
muito dificil. A situagéo fica pior se considerarmos que uma parte consideravel dos casos
que vemos em nossa rotina de clinicos ndo € tdo facil de diagnosticar. O citologista pouco
nos pode ajudar na diferencia¢do entre o adenoma e o carcinoma folicular da tirdide ja que
o critério de diferencia¢do fundamental entre ambos € a invasio, a qual ele ndo pode avaliar

na auséncia de um espécime histoléogico (SCHLUMBERGER, 2000).

Mais ainda, se, por um lado, esta bem definido que 90-95% dos portadores de
carcinoma papilifero (CP) e 70-95% dos carcinomas foliculares (CF) tem sobrevida acima
de 10 anos, isto deixa cerca de 5-30% dos casos em uma condi¢do de progndstico
relativamente desfavoravel (SCHLUMBERGER, 1999). Como reconhecer estes pacientes?
Varios sistemas prognésticos tem sido publicados: AGES, AMES, DAMES, MACIS,
pTNM, EORTC. Infelizmente, nenhum deles € largamente utilizado o que torna dificil
comparar dados. Por outro lado, estes sistemas prognosticos sdo muito interessantes do
ponto de vista epidemiologico, mas, diante de nosso paciente, eles freqiientemente séo de
pequeno auxilio (SHAHA et al, 1998).

O SISTEMA GLUTATIONA S-TRANFERASE

Estima-se que 80 a 90% de todos os cénceres sdo causados por fatores
ambientais (WARD, 2000). Individuos expostos a poluentes do ar, como oficiais de policia,
motoristas de Onibus, vendedores de rua e residentes em areas urbanizadas altamente
poluidas tendem a apresentar elevada freqiiéncia de modificacbes no DNA
(NIELSEN et al, 1996). Alteragdes cromossémicas foram encontradas em tecidos de
mucosa do colon, bexiga, nariz, pulmio e em mama destes individuos, sugerindo que estes
altos niveis de anormalidades possam ser preditivos para o aparecimento de céancer

(PELUSO et al, 1997; PERERA et al, 1995; TANG et al, 1995).
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A maior parte dos carcindgenos quimicos precisa ser biotransformada no
organismo para compostos ndo toxicos, os quais podem entdo ser excretados pela urina,
fezes ou perspiragio. Um individuo com capacidade reduzida de detoxificar carcinégenos
pode ter um risco maior para o desenvolvimento do céncer do que um individuo que
detoxifica eficientemente os carcinégenos a que estamos todos, invariavelmente, expostos.
A base bioquimica para essas variacdes de susceptibilidade a agentes agressivos esta
relacionada a distribuigdo polimérfica de enzimas especificas envolvidas na
bioativagdo/detoxificagdo, como o sistema da glutationa S-transferase (GST)
(AUTRUP, 2000) .

O sistema GST ¢é composto por uma familia de proteinas que possuem agdo
enzimatica e que agem em uma variedade de reagdes envolvendo substéncias toxicas e
compostos mutagénicos. Seu mecanismo de agdo se baseia na conjugago destes compostos
toxicos com a glutationa (GSH) ((MANNERVIK & DANIELSON, 1988). As reacdes de
conjugagio e redugdo pela glutationa usualmente inativam as substancias eletrofilicas e
facilitam a sua excrecdo na urina e na bile (HAYES & PULFORD, 1995; SEIDEGARD &
EKSTROM, 1997).

Além de protegerem o corpo contra o desenvolvimento do céncer, as GST
também estdo implicadas na resisténcia contra drogas usadas na quimioterapia
(HAYES & PULFORD, 1995; BLACK & WOLF, 1991). Assim, a sua super expressao em
células tumorais pode ser desvantajosa para o hospedeiro que respondera mal as drogas

anti-neoplasicas, tais como o clorambucil (HAYES & PULFORD, 1995).

Os genes que codificam as proteinas do GST estdo envolvidos no metabolismo
de xenobidticos e sdo conhecidos pelo seu polimorfismo na populagdo geral € tendem a
variar com a etnia (ARAI er al, 1999; HAYES & PULFORD, 1995; SEIDEGARD et al,
1988: PEMBLE et al, 1994). Polimorfismos sdo definidos como fendtipos de ocorréncia
pouco freqiiente, mas que ocorrem em ao menos 1% de uma populagéo, e sdo causados por

mutagoes génicas (HENGSTLER et al, 1998).
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Foram identificadas até o presente momento cinco classes de isoenzimas do
sistema glutationa S-transferase: alpha, mu, pi, sigma e theta (MANNERVICK er al, 1985;
MANNERVIK & DANIELSON, 1988). A auséncia das enzimas das classes mu (GSTMI)
e theta (GSTT1) tem sido relacionadas ao aumento de risco de cancer em diversos estudos
(MILLER et al, 1997; PEMBLE ef al, 1994). Em ambos os casos, a delecdo do gene
correspondente € responsavel pelo produgio de um genétipo nulo em homozigoze, isto €, a
auséncia de um ou de ambos os alelos codificadores da enzima em questdo faz com que ela
ndo seja produzida (ARAND et al, 1996; SALAGOVIC ef al, 1998). Individuos que sdo
portadores de delecdes nos genes GSTMI1 e GSTT1 podem ter a capacidade de eliminar
metabolicamente compostos carcinogénicos prejudicada e, portanto, podem ter um risco de

desenvolver cancer maior do que o restante da popula¢do (SALAGOVIC er al, 1998).

A enzima GSTM1 ¢ codificada pelo gene GSTM1, localizado no cromossomo
1p13.3 e a enzima GSTT1 ¢ codificada pelo gene GSTTI, localizado no cromossomo
22q11.2 (REBBECK, 1997). O gene GSTMI esta ativo na detoxificagdo de uma variedade
de xenobidticos, incluindo produtos oxidativos, combustdo produzida pelo cigarro,
aflatoxina B1 (presente no amendoim), etc (HAYES & PULFORD, 1995; RANEY et al,
1992). O gene GSTTI estd envolvido na ativagdo e detoxificagdo de uma variedade de
metabélitos oxidativos de importantes produtos quimicos, incluindo metileno, brometo de

etideo, outros (HAYES & PULFORD, 1995).

Um estudo populacional realizado no Brasil, na cidade de Campinas, mostrou
que o numero de individuos homozigotos para o alelo nulo de GSTM1 e GSTT1 foi de
36,9% e 17,7%, respectivamente e para ambos os alelos foi de 5% (ARRUDA et al, 1998).
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OBJETIVOS



Nosso objetivo foi avaliar a o papel do sistema GST no desenvolvimento de

lesdes tumorais benignas e malignas da glandula tirdide. Especificamente, pretendemos:

(8]

. Analisar o padrio de heranga do sistema GST e, em especial, a prevaléncia

dos genétipos nulos dos genes GSTMI1 e GSTT1 em pacientes com tumores

de tiréide benignos e malignos comparando-a com a da populagéo normal

Avaliar uma possivel relagdo entre o padrdo de heranca dos genes GSTM1 e
GSTT1 e a ocorréncia de bocio e cancer da tiréide indicando que eles
estariam implicados na susceptibilidade genética a substancias bociogénicas

ou carcinogénicas para a glandula tirdide.

. Avaliar um possivel papel do sistema GST no desenvolvimento e evolugao

do cancer de tiroide, investigando uma possivel perda dos genes GSTM1 e

GSTT1 nos tumores de comportamento mais agressivo.

Investigar uma possivel relac@o entre a evolugdo clinica destes pacientcs e

seu padrdo de heranga para os genes GSTMI1 e GSTTL.
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1. MATERIAIS

Foram estudados 116 amostras de portadores de lesdes tiroidianas, composta de
67 casos de neoplasias malignas (50 casos de Carcinoma papilifero e 17 casos de
Carcinoma folicular) e 49 casos de neoplasias benignas (38 casos de Bocio Multinodular,
11 casos de Adenoma folicular). Os portadores de bocio multinodular (3 homens e
35 mulheres) possuiam idade de 12 a 71 anos (45+15 anos). Os pacientes com adenomas
(2 homens e 9 mulheres) possuiam de 20 a 71 anos de idade (43+17 anos). Os portadores de
carcinoma papilifero (10 homens e 40 mulheres) possuiam de 18 a 72 anos de idade
(42+13 anos). Os pacientes com carcinoma folicular (5 homens e 12 mulheres) possuiam
idade de 28 a 81 anos (57+17 anos). Os pacientes foram classificados como brancos e ndo
brancos. As suas caracteristicas clinicas gerais incluindo sexo, idade e cor estdo resumidas

na tabela 3.

Todos os pacientes submetidos a cirurgia e/ou acompanhados em nosso
Hospital das Clinicas da FCM/UNICAMP ou em outros servicos, abaixo detalhados, foram
devidamente informados de que participavam da presente investigagdo e assinaram o
Termo de Consentimento Informado, conforme as determinagdes do nosso Comité de Etica
em Pesquisa - FCM/UNICAMP.

Os tecidos tiroidianos de 82 individuos (66 mulheres € 16 homens) foram
coletados no Hospital das Clinicas da UNICAMP, no Centro Médico de Campinas, no
Hospital Sirio Libanés de Sao Paulo, no Hospital Amaral Carvalho de Jati e no Hospital da
UERJ no Rio de Janeiro. Um pedago de tecido tiroidiano central e livre de necrose foi
ressecado durante o ato cirirgico e retirado, imediatamente foi imerso em nitrogénio
liquido, sendo estocado em freezer -80°C até o seu processamento, detalhado a seguir.
O diagnostico foi comprovado através de laudo Anatomo Patologico. Laudos duvidosos e
alguns casos especiais foram revistos apds alguns meses, analisando-se novamente o
material incluido em parafina e armazenado nos arquivos do Departamento de Anatomia
Patologica da UNICAMP, revisando-se as ldminas obtidas e confrontando os diagndsticos
da puncdo aspirativa por agulha fina pré-operatéria com o diagnéstico histologico € a

evolugdo do paciente.
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Também coletamos sangue periférico de 35 pacientes (8 homens e 27 mulheres)
ainda a beira do leito cirtrgico do Hospital das Clinicas da UNICAMP. Trata-se de
pacientes de 12 a 78 anos de idade, 44+£15 anos. Foram coletados 3 ml de sangue periférico
em tubo contendo EDTA e estocados em geladeira a 4°C até o seu processamento,

detalhado a seguir.

Outros 33 individuos (5 homens e 28 mulheres), tiveram sangue periférico
coletado apenas em suas visitas de rotina para seguimento de tumores tiroidianos na
Disciplina de Endocrinologia do Hospital das Clinicas da UNICAMP havendo sido
previamente operados no Hospital das Clinicas da UNICAMP ou em outros servigos. Nao
dispomos do tecido tumoral destes individuos. Trata-se de pacientes de 16 a 81 anos de
idade, 47+14 anos. Foram coletados 3 ml de sangue periférico em tubo contendo EDTA e

estocados em geladeira a 4°C até o seu processamento, detalhado a seguir.

Devido a alta heterogeneidade na composi¢do étnica da populagdo do Brasil
incluimos um grande grupo controle de 300 individuos (99 homens e 201 mulheres, 16 a 78
anos idade, 35+23 anos) selecionados da populagdo geral de nossa regido. Foram reunidos
252 doadores de sangue saudaveis e 48 voluntarios recrutados entre estudantes e

trabalhadores.

Os pacientes submetidos a cirurgia no Hospital das Clinicas da UNICAMP
continuaram o seguimento na Disciplina de Endocrinologia do Hospital das Clinicas da
UNICAMP onde os mesmos eram seguidos conforme o protocolo padrdo do qual
constavam, além dos dados de identificacdo, a idade ao diagnéstico, sexo, cor, dados
clinicos pré-cirtrgicos, ultra-som, cintilografia da tiréide, bidpsia aspirativa, dados
referentes & cirurgia, dados do exame anatomo-patologico (medida do tumor, tipo
histolégico, grau de diferenciagdo, presenca de linfonodos). O protocolo reunia ainda
informacdes acerca da presenga ou auséncia de metastases a distdncia na data da cirurgia
(detectadas pela pesquisa de corpo inteiro com radioiodo — PCI); resultados de exames
laboratoriais de controle: tiroxina livre sérica (T4l), tirotrofina sérica (TSH), Tiroglobulina
sérica (Tg) e anticorpos anti-Tiroglobulina (Tg), exames estes executados pelo Laboratério
Central do HC — UNICAMP:; resultados da PCI de controle pds-operatorio; dose de

radioterapia eventualmente utilizada para ablag@o de restos tiroidianos €/ou de metastases a
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distancia. Foram também anotados eventos mais tardios durante o seguimento como 0
aparecimento de metastases e morte em decorréncia do tumor. Todos os pacientes foram
questionados sobre suas condi¢des de saude geral e historia médica com énfase em doengas
anteriores ou atuais da tirdide. O uso de drogas também foram questionados, bem como o

habito de fumar.
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2. METODOS

EXTRACAO DE DNA DE TECIDO A FRESCO

Do material coletado a fresco, foram macerados 50 mg de tecido ainda
congelado e o DNA foi extraido utilizando o classico método do Fenol/Cloroférmio
(SAMBROOK et al, 1989) com pequenas modificagdes nos reagentes, resumidas na tabela
4. Os tecidos foram digeridos com Proteinase K e tampéo de Proteinase K e incubados a

55°C durante 16 horas.

TABELA 4. Reagentes utilizados na extracdo de DNA de tecido a fresco.

Reagentes utilizados na extracio de Concentracao
DNA de tecido
Proteinase K 20 mg/ml
Tampéo de Proteinase K Tris (100 mM ), SDS (5%), EDTA 2 mM )

Fenol/Cloroférmio (:1:1)

Cloroférmio-Alcool-Isoamilico (24:1)
Acetato de Aménio 10M

Etanol 100%
Etanol 70%
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EXTRACAO DE DNA DE LEUCOCITOS

Foi feita lise das hemacias do sangue periférico coletado em tubos contendo
EDTA usando tampdo de lise de hemacias (descrido na tabela 5) seguida da lise dos
leucécitos em tampio de lise de leucdcitos e SDS seguindo-se incubagéo a 37°C durante

30 minutos.

TABELA 5. Reagentes utilizados na extragéo de DNA de sangue periférico.

Reagentes utilizados na extragio de Concentragao

DNA de leucocitos

Tampdo de lise de hemacias NaCl (10 mM), MgCl, (5SmmM ), Tris-HCL
(10 mM, pH 7.,5)

Tampdo de lise de leucécitos NaCl ( 5N ), EDTA ( 0,2M ), Tris-HCL
(10mM, pH 7.5), Uréia

SDS 20%

Fenol Saturado com Tris Fenol ; Tris (10 mM, pH 8)
Cloroférmio-alcool-isoamilico 24 :1
Acetato de sodio 3iM
Etanol 100%
Etanol 70%

TE Tris (10mM); EDTA (1mM)

Os produtos de extragdo obtidos por ambos os procedimentos acima descritos
foram avaliados e quantificados com o auxilio de espectrofotometria e em gel de agarose a

0.8% como mostram as figuras 3 e 4.
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ANALISE DOS GENES GSTM1, GSTT1 E g GLOBINA COMO CONTROLE:

Os genes GSTMI1 e¢ GSTTI1 foram amplificados por reagdo em cadeia de
polimerase (PCR) utilizando-se um termociclador da marca Perkin Elmer.
Utilizamos primers destinados a amplificar o gene da B-globina como controle positivo das
amostras de DNA na reacdo de amplificacdo. Os trés pares de primers foram incluidos na
mesma reacdo caracterizando assim uma PCR-multiplex (ARRUDA ef al, 1998).
A PCR-multiplex foi otimizada para detectar a presenga ou auséncia dos genes GSTMI e
GSTT1 incluindo o gene B-globina como controle da integridade do DNA de nossas
amostras. Os reagentes reagentes utilizados estdo descritos na Tabela 6 e nas condigdes de
PCR estdo resumidas na Tabela 7. A técnica PCR-multiplex foi padromizada no nosso
laboratdrio, baseando-se em ARRUDA ef al . A técnica foi otimizada com trés pares de
primers, os quais tinham diferentes tamanhos. Para chegarmos a um padrdo de condi¢des de
amplificagio comum aos trés primers, foram feitos diversos testes de temperatura,

concentragdes diferentes de cada reagente utilizado.

TABELA 6. Reagentes utilizados na rea¢do de PCR-multiplex.

Reagentes utilizados na reacio de Concentraciao
PCR-multiplex
10X PCR buffer Tris-HCL (10 mM pH 8.4); KCL (25 mM)
MgCl, 1,5 Mm
DATP, dCTP, dGTP, dTTP 0,1 mM
Primer GSTMI1 (sense e antisense) 120 ng
Primer GSTT1 (sense e antisense) 150 ng
Primer B Globina (sense e antisense) 95 ng
Tag DNA polymerase GIBCO BRL 2U
DNA gendmico 500 ng
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TABELA 7. Condigdes utilizadas para amplificacdo da reagdo de PCR-multiplex.

Temperatura Tempo N2 de Ciclos
94°C 2 minutos 1
95°C 1 minuto
62 1 minuto 33
72°C 1 minuto
g9 7 minutos 1

Os primers utilizados para a amplificacio e os respectivos tamanhos de

segmentos amplificados estdo descritos na tabela 8.

TABELA 8. Primers utilizados para a amplificagéo.

PRIMERS SEQUENCIAS TAMANHO ( pb)

GSTM1 s 5° CTGCCCTACTTGATTGATGGG 3’ 273

as 5" CTGGATTGTAGCAGATCATGC 3’

GSTT1 s 5* TTCCTTACTGGTCCTCACATCTC 3’ 480

as 5" TCACCGGATCATGGCCAGCA 37

B GLOBINA s 5 ATACAATGTATCATGCCTCTTTGCACC 3° 630

as 5 GTATTTTCGCAAGGTTTGAACTAGCTC 3°

s — fita sense

as — fita antisense

Material e Métodos
33



ELETROFORESE

Os produtos obtidos na rea¢do de amplificagdo por PCR foram submetidos a
eletroforese em gel de agarose a 2%. Aliquotas de 8 pl do produto das reagdes de PCR
foram misturadas com 2pl de azul de bromofenol (azul de bromofenol 0,25%; sacarose
40%) e aplicadas no gel de agarose 2%. ApoOs a migragdo o gel foi corado com brometo de
etideo (8 mg/ml) e a visualizagio foi feita sob iluminagdo ultra-violeta. Foi utilizado um
marcador de peso molecular (Ladder 100 pb) para a calibragdo da reacdo, onde o gene
B-globina amplifica em 630 pb, o gene GSTT1 amplifica em 480 pb € o gene GSTM 1
amplifica em 273 pb. Foram considerados gendtipos nulos para GSTMI, os casos em que
as reacdes de PCR obtiveram amplificacdo visualizadas como bandas de 630 e de 480 pb,
na auséncia do produto de 273 pb. Foram considerados genétipos nulos para GSTT1, as
reacdes que exibiram as bandas de 630 e 273 pb, e auséncia do produto de 480 pb.
A auséncia de bandas em GSTT1 e GSTMI quando o gene B-globina estd claramente

presente identifica os gendtipos nulos para estes dois alelos.

Visualizamos os resultados da amplificagfo excitando o corante incorporado ao
DNA (brometo de etideo) com luz ultravioleta gracas a um sistema Kodak de visualizagdo

e fotografia.
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RESULTADOS



Na Tabela 3 estdo resumidas as caracteristicas clinicas e os pardmetros de

agressividade ao diagnostico e durante o seguimento dos pacientes com cancer de tirdide.

Nzo houve diferengas entre a populagdo controle e os pacientes com bocio
benigno ou maligno em relagdo a idade, cor, distribui¢do do género, habito de fumar, o uso
de drogas ou doencas benignas na tirdide pré-existentes. No entanto, os pacientes com
carcinoma folicular (CF) eram mais idosos do que os pacientes com carcinoma papilifero
(CP) (Kruskal-Wallis; p=0.0012). A ocorréncia de envolvimento de linfonodos no
diagnostico do cancer foi mais freqiiente entre os CP (39%) do que nos CF (6%)
(X?; p=0.0101). Entretanto, estes Gltimos tumores ja apresentavam metastase a longa
distancia no tempo do diagndstico (53%) mais freqiientemente do que os CP (16%)
X p= 0.004). Os dados coletados no seguimento ndo evidenciam diferencas estatisticas
entre CP e CF a respeito de metéstases & distdncia e/ou a recorréncia de tumor embora
pacientes com CF apresentem evidéncia de ocorréncia de tumor e/ou metastases em 50%
dos casos enquanto que apenas 30% dos CP recidivaram (X?; p=0.130). No ocorreram

mortes de pacientes durante o periodo de observagéo.

Realizamos uma comparacdo entre o perfil genotipico no DNA leucocitario
com o correspondente perfil genotipico do DNA extraido a partir de tecido tumoral
Nas figuras 5 e 6 mostramos um exemplo de tal comparag@o que mostrou perfil exatamente

igual em todos o 35 casos em que possuiamos tecido tumoral e sangue periférico.

Na Tabela 9 estdo resumidos os resultados obtidos em nimeros absolutos e
proporgdes dos gendtipos GSTT1 e GSTMI na populagéo controle e nos pacientes com
doengas benignas e malignas da tiréide. Na figura 9 mostramos um gel de agarose a 2% da

populagdo controle estudada.
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TABELA 9. Comparagdo do perfil de distribuicdo dos genotipos GSTT1 e GSTMI na
populagio normal e nos pacientes portadores de doengas da tirdide benignas

e malignas (papilifero e folicular).
Genotipo Populacgio Bocio benigno Papilifero Folicular
N (%) N (%) N (%) N %
Teta — mu - 15 (5) 4 (8) 5 (10) 3 (18)
Teta — mu + 52 a7 6 (12) 5 (10) 4 (24)
Teta + mu - 111 37 20 (41) 20 (40) 5 (29)
Teta + mu + 122 (40) 19 (39) 20 (40) 5 (29)
Total 300 49 50 17

A auséncia combinada de ambos os genes GSTT1 ¢ GSTM1 foi mais freqiente
em carcinomas da tirdide do que na populagio controle (F; p=0.0479). A figura 7
exemplifica os resultados obtidos em sangue periférico proveniente de pacientes com
carcinomas de tirdide papilifero e folicular. No entanto, a comparagdo entre tumores
benignos e malignos ndo mostrou diferenga no padrio genotipico (F; p= 0.5560). A figura 8
mostra um exemplo de gel obtido a partir de DNA extraido de tecido de pacientes com
bocio multinodular e adenomas foliculares Também ndo encontramos diferencas entre o
perfil genotipico de pacientes com tumores da tiride benignos e a populagdo controle

(F; p= 0.3213).

Nio houve associagdo entre o gendtipo e as caracteristicas clinicas dos
pacientes, parametros da agressividade do tumor no diagnéstico ou comportamento durante
o seguimento. Também, ndo foi encontrada relagio entre os alelos nulos do genétipo de
GSTM1 ou de GSTT1 e os fatores de risco para o aparecimento de tumores da tiroide
benignos e malignos que foram investigados, isto €, idade, sexo, cor, historia de patologia

tiroidodiana prévia, uso de drogas ou medicamentos ou fumo.
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A combinagiio dos genétipos nulos em GSTT1 e GSTMI ¢€ responsavel por um
aumento de quase 2.6 vezes no risco de cancer: “odds ratio” de 2.576 (Intervalo de
Confianga 95% = 1.044 a 6.355). O risco relativo de desenvolver cancer em portadores do

gen6tipo nulo para GSTT1 e GSTMI ¢ 2.028 maior do que o da populagdo controle.

45+
354
25

15{

T-M- T-M+ T+M- T+M+

~ POPULACAO 1 BENIGNO ® MALIGNO

FIGURA 1. Apresentamos os dados em forma grafica. Nesta figura mostramos a
comparagio estatistica dos grupos controle, benigno e maligno em relagdo ao

gendtipo nulo combinado de GSTT1 e GSTMI.
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FIGURA 2. Neste grafico, fica evidente a tendéncia de aparecimento de cancer no grupo

com auséncia de ambas as enzimas.

FIGURA 3. Exemplo de gel de agarose a 0.8% onde foram submetidas a eletroforese
amostras de DNA extraidas de tecido a fresco através da técnica de

Fenol/cloroformio.
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FIGURA 4. Exemplo de gel de agarose a 0.8% onde foram submetidas a eletroforese
amostras de DNA extraidas de sangue periférico através da técnica de

Fenol/cloroformio.

[3- globina
GSTT1
GSTM1

Figura 5. Gel de agarose 2% onde foram submetidas a eletroforese os produtos da PCR
multiplex de DNA extraido de sangue periférico. Na coluna 1 temos um
marcador de 100 pb. Nas colunas 2,6 e 7 os pacientes possuem os alelos GSTM1
e GSTT1. Na coluna 3 o paciente nfo possui ambos os alelos. Nas colunas 4 e 5

os pacientes ndo possuem o gene GSTMI.
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Figura 6. Gel de agarose 2% onde foram submetidas a eletroforese os produtos da PCR
multiplex de DNA extraido de tecido tumoral a fresco. Os paciente sio os

mesmos representados na Figura 1, portanto com as mesmas dele¢des.

Figura 7. Gel de agarose 2% onde foram submetidas a eletroforese os produtos da
PCR-multiplex de DNA extraido de sangue periférico de carcinomas papiliferos
e foliculares. Na coluna 1 temos um marcador de 100 pb. Nas colunas 2,4 ¢ 8 os
pacientes possuem os alelos GSTMI1 e GSTTI1. Na coluna 7 o paciente ndo
possui ambos os alelos. Nas colunas 5 e 6 os pacientes ndo possuem 0 gene
GSTMI. Na coluna 3 o paciente néo possui o alelo GSTT1. O fragmento de 630
bp correspondem ao gene B-globina, incluindo exon 3 e introns 2 e 3, que foi
usado como controle para as amostras de DNA. A linha 1 mostra o marcador de

peso molecular de 100 bp.
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{3- globina
GSTTI
GSTMI

Figura 8. Gel de agarose 2% onde foram submetidas a eletroforese os produtos da
PCR- multiplex de DNA extraido de tecido a fresco de paciente portadores de
lesSes benignas da tiride como Bocio e Adenoma folicular. Na coluna 1 temos
um marcador de 100 pb. Nas colunas 2,3 e 7 os pacientes possuem os alelos
GSTMI e GSTTI. Na coluna 4 o paciente ndo possui o alelo GSTTI. Nas

colunas 5 e 6 os pacientes ndo possuem o gene GSTMI1.

B- globina
GSTTI
GSTMI

FIGURA 9. Gel de agarose 2% onde foram submetidas a eletroforese os produtos da
PCR- multiplex de DNA extraido de sangue periférico de individuos normais
doadores de sangue utilizados em nosso controle. Na coluna 1 temos um
marcador de 100 pb. Nas colunas 2,4,5 e 7 os individuos possuem os alelos
GSTMI1 e GSTTI1. Nas colunas 3 e 6 os individuos ndo possuem o gene

GSTMI.
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PRODUTOS QUIMICOS E CANCER DA TIROIDE

Cinco a 10% da populagdo apresesta nédulos detectaveis durante a vida,
principalmente em comunidades com deficiéncia de iodo (AGHINI-LOMBARDI
et al, 1999; SCHLUMBERGER, 2000, SCHLUMBERGER & PACINI, 1999). Entretanto,
a maioria destes nédulos € benigna ja que o cancer da tir6ide € responsavel por somente
0.6% a 1.6%, respectivamente, de todos os tipos de canceres que ocorrem em homens €
mulheres nos EUA (SCHLUMBERGER, 2000, SCHLUMBERGER & PACINI, 1999).
A radiagdo ionizante € o unico fator que, até o momento, foi reconhecido como capaz de
levar & formacdo de tumores benignos e malignos da tiréide (SCHLUMBERGER, 2000,
SCHLUMBERGER & PACINI, 1999). Existem inimeros relatos de aparecimento de
tumores de tiréide por exposi¢do a radiagdo ionizante acidental, como apés o bombardeio
atémico das cidades de Hiroshima e Nagasaki durante a 2* Guerra Mundial ou por ocasido
dos acidentes com usinas atomicas, como o acidente nuclear ocorrido em Chernobyl —
Bielorissia, em 1986 (NIKIFOROVA et al, 2000). Também sio abundantes os relatos na
literatura de casos de cancer tiroidiano relacionado com irradiag¢@o ionizante diagnostica ou

terapéutica de indicagdo médica, particularmente em criangas (INSKIP, 2001).

Atuando juntamente com a susceptibilidade individual, fatores ambientais tais
como cigarro, alimentag¢do e poluentes tem um papel importante na maioria dos canceres
humanos (PERERA, 1996). No entanto, na tirdide, nenhum destes fatores tem sido
solidamente correlacionado com o aparecimento de tumores. Variagdes na incidéncia do
cancer de tirdide em diferentes grupos geograficos e étnicos sugerem que fatores
ambientais podem influenciar no processo de tumorigénese, mas os dados referentes a
produtos carcinogénicos para a glandula sdo conflitantes. Diversos produtos quimicos
causam neoplasia de tirdide em roedores, geralmente atuando através de dois mecanismos
basicos. O primeiro envolve um efeito carcinogénico direto ativando os oncogenes,
inativando os genes supressores tumorais e produzindo alteragdes especificas na expressdo
e funcio dos genes envolvidos no crescimento celular, diferenciacdo e tempo de vida da
célula. O segundo envolve produtos quimicos, os quais, através de uma variedade de
mecanismos, alteram a fungdo da tirdide e produzem uma neoplasia secundaria ao
desequilibrio hormonal (McCLAIN, 1992). Entretanto, existem importantes diferengas

espécie-especificas na fisiologia da gldndula tiroidiana de humanos e de roedores.
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Uma ampla pesquisa sobre o poder de carcinogénese de mais de 200 drogas
revelou que apenas duas, griseofulvina ¢ senna, estavam associadas com aumento no risco
de carcinoma de tiréide em seres humanos (FRIEDMAN & URY, 1983). Espironolactona e
vitamina D, mas ndo os suplementos de célcio, foram demonstrados como
significantemente associados ao carcinoma medular, um tumor que, embora acometa a
tiréide, ndo provém das células foliculares tiroidianas. A ingestdo de substancias
bociogénicas nutricionais, como vegetais contendo glucosideos cianogénicos
(principalmente o repolho, couve-flor, brocolis, e outros membros da familia dos
cruciferos), ndo foi associada com aumento no risco de carcinoma de tirdide na espécie
humana (RON et al, 1987). Existem, no entanto, dados que sugerem aumento do risco de
neoplasia tiroidiana em individuos que consomem cereais refinados, como os que existem

no pio ou nas massas (CHATENOUD et al, 1999).
CIGARRO E CANCER DA TIROIDE

Também ndo existem evidéncias epidemioldgicas do aumento do risco de
cancer de tirdide em fumantes. Um amplo estudo investigou a relagio entre o consumo de
cigarros e o cancer de tiréide em uma populacio controle de 2659 individuos e 1224
portadores de cincer de tirdide. Todos os participantes da pesquisa foram questionados
sobre eventual exposicdo a radiagdo ionizante (como diagnéstico ou tratamento, bem como
relacionada ao trabalho), ocupagdo, doengas anteriores da tirdide, historia reprodutiva e
antecedentes de tabagismo. Os dados sobre o consumo de cigarros foram detalhados,
especificando-se quem nunca fumou e, entre os fumantes, a idade em que comegaram a
fumar, o tempo de fumo, a quantidade de cigarros por dia e hd quantos anos deixaram de
fumar. Os resultados mostraram que o cigarro diminui o risco de cancer de tirdide na
mulher. Os autores sugerem que este efeito seja produzido por agdo do cigarro sobre o
metabolismo do estrégeno e causando diminui¢do dos niveis de TSH, embora nfo existam
comprovagdes experimentais sélidas de tais agdes. (KREIGER & PARKES, 2000;
GALANTI ef al, 1996). Mais recentemente, PICCHI et al, 2001, comparou 78 portadoras
de carcinomas diferenciados da tiréide com 150 controles normais também comprovando
uma redugio do risco de cancer em mulheres fumantes, novamente sugerindo que o fumo

tenha uma acdo anti-estrogénica protetora em relagdo a cancer tiroidiano. Usando dados de
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companhias de seguros, IRIBAREEN estudou uma populagio de 204964 individuos
seguidos por cerca de 20 anos. Nos 196 individuos que desenvolveram céncer de tirdide,
identificou como fatores de risco o sexo feminino, raca asiatica, a irradia¢do ionizante,
boécio prévio e a histéria familiar de doenga tiroidiana. Cigarro, &lcool, uso de
contraceptivos orais e outros medicamentos ndo se relacionaram com o aparecimento da
doen¢a (IRIBAREEN et al, 2001).

DELECAO DAS ENZIMAS GST E CANCER DA ESPECIE HUMANA

Individuos que sdo portadores de delegdes nos genes GSTMI e GSTTI
podem ter a capacidade de metabolizar e eliminar compostos carcinogénicos prejudicada,
podendo, portanto, ter um aumento no risco de cancer (SALAGOVIC er al, 1998).
Estas enzimas tem uma particular importdncia porque estio envolvidas na ativagdo e
detoxificacdo de uma variedade de metabdlitos e substdncias produzidas por importantes
industrias quimicas, incluindo metileno cloridrico, etileno, brometo de etideo, oxido

etileno, e 1,3-butadieno (HAYES & PULFORD, 1993).

Estudos epidemiolégicos sugerem que o gendtipo nulo do gene GSTMI esta
associado a susceptibilidade a canceres relacionados com o fumo (SALAGOVIC
et al, 1998). Virios estudos, compilados em extensa revisdo de HENGSTLER, 1998,
demonstraram uma significante associagdo entre a delegio do gene GSTMI e o aumento no
risco de cancer de pulmao. Para KELSEY ef al, 1997, o risco de cancer de pulméo esta
aumentados em individuos que possuem polimorfismo nulo nos genes GSTM1 e GSTT1.
A delecdio do gene GSTMI também predispde ao cancer de bexiga (MUNGAN et al, 2000;
LIN et al. 1994; AKTAS et al, 2001; GEORGIU et al. 2000), particularmente em pacientes
fumantes (SALAGOVIC ef al, 1999). A auséncia de ambos os genes GSTM1 e GSTTI
também pode ser um fator de risco para a incidéncia do céncer de cabeca e pescoco
(TRIZNA et al, 1995). O polimorfismo do gene GSTMI altera o risco de céancer de cabega
e pescoco dependendo da histéria de tabagismo, da regido do cancer e da idade
(KIHARA et al, 1997). HANNA et al, 2001 encontrou uma associagdo significante entre a
delecdo do gene GSTMI e o risco do cancer de laringe, a qual parece novamente estar

relacionado com o fumo (HONG et al, 2000; GRONAU ef al, 2000).
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Em neoplasias ndo tdo estreitamente relacionadas com o fumo também tem
havido vérios estudos do sistema GST. Arruda demonstrou um aumento no risco de
Leucemia mieldide aguda associado com o genotipo nulo combinado de GSTM1 e GSTT]I
(ARRUDA et al, 2001). Por outro lado, apenas auséncia do gene GSTT1 foi associada com
Sindrome mielodisplasica (ARAI et al, 1999; CHEN et al, 1996). HONG et al, 2000
sugeriu que a delegdo do gene GSTT1 pode servir de fator predisponente ao cancer
coloretal. HELZLSOUER et al, 1998; MAUGARD et al , 2001, mostrou relagdo entre os
genes GSTM1 e GSTT1 e o risco de cancer de mama. O polimorfismo dos genes GSTMI e
GSTT1 representa um fator de susceptibilidade ao cancer de mama em mulheres
caucasianas e afro-americanas (BAILEY er al, 1998). SETIAWAN et al, 2000 encontrou
um aumento no risco de cancer gastrico na populagdo chinesa com dele¢do do gene
GSTTL.

AS ENZIMAS GST E CANCER DA TIROIDE

Nio encontramos estudos anteriores na literatura referentes ao papel das
enzimas de detoxificacdo em geral, ou as GSTs em particular, em céncer de tirdide.
Estudamos um grande grupo controle que apresentou um perfil genotipico similar ao
previamente descrito em nossa populagdo, confirmando sua alta heterogeneidade
(ARRUDA et al, 1998; GATTAS & SOARES et al, 2000). Nossos dados nos nédulos de
tirdide indicam uma alta prevaléncia de genotipos nulos combinados nos carcinomas
diferenciados: CF (17%) e CP (10%). Esta prevaléncia € significantemente mais elevada do
que a da populagdo controle (p<0.05). No entanto, ndo conseguimos encontrar qualquer
associago entre as caracteristicas clinicas, histologicas, os parametros de agressividade do
tumor ao diagnéstico ou durante o seu seguimento e o perfil genétipo. Além disso, o
gen6tipo de tumores e células normais correspondentes eram sempre idénticos, indicando
que os genes estudados ndo tem nenhum papel importante no processo de transformag@o de
células foliculares. Por outro lado, observamos que individuos com genétipos nulos
combinados apresentam quase 2.6 vezes maior possibilidade de desenvolver nodulos
malignos da tiréide do que a populagfio normal. Assim, embora ndo estejam envolvidas no
processo de desdiferenciagdo da célula folicular, é possivel que estas enzimas de

detoxificacdo nos protejam contra fatores de risco para carcinogénese tiroidiana.
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. O padrio de heran¢a do sistema GST nos individuos portadores de

patologias da tirdide difere da populacdo normal de nossa regido.

A prevaléncia mais elevada dos genotipos nulos dos genes GSTMI e
GSTT1 em pacientes com tumores malignos sugere a participagdo do
sistema na susceptibilidade ao cancer da tir6ide indicando um possivel papel
deste sistema enziméatico no metabolismo de substancias carcinogénicas para

a glandula tirdide.

. Nio evidenciamos relac¢do entre o padrdo de heranga dos genes GSTMI e
GSTT1 e outros fatores implicados no risco de ocorréncia de bocio e cancer
da tir6ide como idade, sexo, cor, uso de drogas ou fumo, histéria pregressa

de patologias da tiroide e sua evolugdo.

T

o encontramos relacdo entre o perfil de heranca do genes GSTMI e
GSTT1 e os pardmetros de agressividade investigados ao diagnostico e

durante o seguimento dos portadores de cancer da tiroide

. A deteccio de um perfil genotipico nulo combinado para GSTT1 e GSTMI,
aliado com outras caracteristicas clinicas e moleculares, podera ser
importante para ajudar a distinguir individuos com alto risco de cancer de

tiroide entre a populagao.
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Susceptibility to chemical carcinogens plays an important role in the
development of most cancers. Several polymorphisms of human drug-metabolizing
enzymes influence this individual susceptibility. The genes that encode the isoenzymes of
the glutathione s-transferase (GST) system present a polymorphic inheritance. The GST mu
1 (GSTM1) and GST theta 1(GSTT1) genes have a null allele variant in which the entire
gene is absent. The null genotype for both enzymes has been associated with many

different types of tumors.

In order to look for the influence of the inheritance pattern of these enzymes on
thyroid cancer risk we used a triplex PCR! that included B-globin gene as a DNA quality
control in the PCR reaction to compare 300 normal individuals of our population to
116 goiter patients. There were 49 cases of benign goiters and 67 cases of malignant

diseases: 50 papillary and 17 follicular carcinomas.

Comparison between thyroid tumor specimens and normal corresponding
samples of 35 cancer patients demonstrated identical patterns, suggesting that the
GST system is not involved in the process of follicular dedifferentiation. There was no
statistical difference between the prevalence of the deleted alleles in the normal individuals
and in the goiter patients. However, papillary carcinoma patients (10%) and follicular
carcinoma patients (17%) presented a higher prevalence of the null genotype than the
normal population individuals (5%) (p= 0.0479).

We found a 2.6 increased risk of thyroid cancer associated with the GSTT1 and
GSTMI1 combined null inheritance, suggesting that this may be a useful marker for thyroid

cancer susceptibility.
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