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Resumo 

xxix

O desenvolvimento de métodos moleculares de rastreamento de indivíduos com risco de 

desenvolver câncer entre os portadores de nódulos na tiróide é uma questão urgente de 

Saúde Pública. O objetivo deste trabalho é analisar a utilidade do perfil genotípico de 

GSTP1, GSTO1 e p53 na identificação de risco para câncer de tiróide e na sua resposta 

terapêutica. Comparamos amostras de sangue periférico de 157 controles com  

142 indivíduos com nódulos: 44 benignos (30 bócios e 14 adenomas foliculares- AF) e  

98 malignos (77 carcinomas papilíferos- CP e 21 carcinomas foliculares- CF). Todos os 

pacientes foram tratados e seguidos de acordo com o mesmo protocolo. Os pacientes com 

câncer da tiróide apresentavam mais freqüentemente os polimorfismos de GSTP1  

(câncer = 27.5% versus controle = 5.7% - p<0.0001) e os polimorfismos do códon 72 de 

p53 (câncer =12.2% versus controle =2% - p<0.001) do que na população controle. Não 

houve diferença entre pacientes e controles em relação ao perfil do gene GSTO.  Estes 

genótipos variantes conferiram um aumento de risco para câncer de tiróide de mais de  

7 vezes, tanto para GSTP1 (Odds ratio= 7.415; 95% CI: 2.472-22.243) como para o códon 

72 de p53 (Odds ratio=7.023; 95% CI: 1.928-25.588). Os polimorfismos em GSTP1 e 

códon 72 p53 identificam câncer com sensibilidade de 75% e 80% e especificidade de 68% 

e 63%, respectivamente. Análise de regressão logística ajustada para sexo, idade e cor, 

mostra que estes polimorfismos de GSTP1 e p53, mas não os de GSTO1, são fatores 

independentes de risco para malignidade. Não houve correlação entre o perfil genotípico 

para qualquer gene e a resposta a terapia ou evolução dos pacientes com câncer. Sugerimos 

que o uso desses marcadores moleculares, combinado com as clássicas características 

clínico-epidemiológicas associadas à susceptibilidade ao câncer da tiróide, pode ser útil no 

rastreamento de malignidade entre os portadores de nódulos tiroidianos da população 

brasileira. 
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 ABSTRACT



Abstract 

xxxiii

Evaluation of the potential use of GSTP1, GSTO1 and p53 genotype profiles as 

markers of thyroid cancer predisposition and response to treatment. 

The development of screening tools designed to identify individuals at risk for thyroid 

odule cancer is of utmost necessity. The aim of the present research is to evaluate the utility 

of GSTP1, GSTO1 and p53 genotype profiles as markers of risk to thyroid cancer and its 

response to treatment. We compared peripheral blood samples from 157 controls to 144 

patients with thyroid nodules: 44 benign (30 hyperplasias and 14 folicular adenomas - AF) 

and 98 malignant (77 papillary carcinomas - PC and 21 folicular carcinomas - FC). All 

patients were managed according to a standard protocol. Thyroid carcinoma patients 

presented more frequently GSTP1 (cancer = 27.5% versus controls = 5.7% - p<0.0001) and 

codon 72 of p53 (cancer =12.2% versus controls =2% - p<0.001) polymorphisms than the 

control population. There was no difference between cancer and controls regarding GSTO 

gene. These variant genotypes increased the risk for thyroid câncer more than 7 times for 

GSTP1 (Odds ratio= 7.415; 95% CI: 2.472-22.243) and codon 72 of p53 (Odds 

ratio=7.023; 95% CI: 1.928-25.588). GSTP1 and codon 72 p53 polymorphisms identify 

thyroid câncer with a sensitivity of 75% and 80% and specificity of 68% and 63%, 

respectively. Logistic regression analysis adjusted for gender, age and color demonstrated 

that GSTP1 and p53, but not GSTO1 polymorphisms are independent factors of risk for 

malignancy. There was no correlation between any genetic profile and the response to 

treatment or the outcome of cancer patients. Our data indicates that the use of these 

molecular markers, together with the classic clinico-epidemiologic features associated to 

thyroid cancer susceptibility may be useful in screening thyroid nodules malignancy in 

Brazilian population. 
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Nódulos tiroidianos e câncer 

Nódulos de tiróide são extremamente comuns. Estima-se que 10% da população 

venha a desenvolver um nódulo palpável durante a vida e vários dados indicam que este 

número deve ser ainda maior em nosso país, onde, até ha poucas décadas atrás, ainda havia 

extensas áreas carentes de aporte adequado de iodo na alimentação (WELKER & ORLOV, 

2003; KNOBEL & MEDEIROS-NETO, 2004; TOMIMORI et al, 1995;  

FURLANETTO et al, 2000). Dois grandes estudos populacionais, o de Whickham na 

Inglaterra e o de Framingham nos Estados Unidos, descrevem, respectivamente, nódulos 

solitários palpáveis em 5,3% das mulheres e 0,8% dos homens, e 6,4% das mulheres e 

1,6% dos homens (TUNBRIDGE et al, 1977; VANDER et al, 1954). No entanto, a 

prevalência verdadeira dos nódulos de tiróide deve ser muito maior se considerarmos dados 

de autópsia como os da Clínica Mayo, que mostram a presença de nódulos de tiróide em 

50,5% de 821 autópsias realizadas consecutivamente em pacientes que apresentavam a 

tiróide clinicamente normal (MORTENSEN et al, 1955). Mais recentemente, o uso da 

ultra-sonografia como método acessível a grandes populações e de custo relativamente 

pequeno em nosso meio, vem aumentando sensivelmente o número de pacientes com 

nódulos não palpáveis já que a ultra-sonografia diagnostica nódulos em até 67% da 

população (CHOW et al, 2003; HEGEDUS et al, 2003; TAN & GHARIB, 1997).  

A maioria dos nódulos tiroidianos é causada por doenças benignas, como 

nódulos colóides, cistos e neoplasias foliculares benignas, de modo que menos de 5% dos 

pacientes são portadores de câncer de tiróide (TAN & GHARIB, 1997; HEGEDUS et al, 

2003). A neoplasia da tiróide não responde por mais do que 1% de todas as neoplasias 

malignas, correspondendo a cerca de 0.5% das neoplasias descritas em homens e 1.5% 

daquelas que aparecem em mulheres (NATIONAL CANCER DATA; AMERICAN 

CANCER SOCIETY, 2003; JEMAL et al, 2004). Por outro lado, a incidência do câncer da 

tiróide vem aumentando no mundo todo, de acordo com estatísticas recentes (NATIONAL 

CANCER DATA, acessado em 06/2005). Nos Estados Unidos da América, o câncer de 

tiróide é aquele que apresenta o maior crescimento anual de incidência em mulheres (mais 

de 100% de aumento na incidência de 1975 a 2002), colocando-se em segundo lugar no 

cômputo geral (NATIONAL CANCER DATA, acessado em 06/2005; WARD et al, 2004).  
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Embora a citologia obtida através da punção aspirativa por agulha fina (PAAF) 

seja um excelente método diagnóstico, de reconhecido bom custo-efetividade também em 

nosso meio, fazer a seleção de malignidade por PAAF torna-se impraticável a nível 

populacional e seu custo proibitivo se estivermos frente a percentagens assustadoras como 

as representadas pela prevalência do nódulo (WARD et al, 1993; WELKER &  

ORLOV, 2003; CASTRO & GHARIB, 2000).  

Outro ponto crítico a ser considerado é a implicação do diagnóstico de 

malignidade na conduta a ser tomada. Apesar de sua baixa incidência e prognóstico 

favorável, o câncer de tiróide é uma doença mortal em cerca de 10% dos tumores bem 

diferenciados, 50% dos tumores pouco diferenciados e medulares e em 100% dos tumores 

anaplásicos (BHATTACHARYA, 2003).  

Com a popularização do uso da ultra-sonografia e de outros métodos de 

imagem no Brasil, assim como em todo o mundo, aumentou de maneira considerável o 

número de diagnósticos de nódulos não palpáveis da tiróide, levando à identificação de um 

número crescente de microcarcinomas (CHOW et al, 2003). Estes tumores, definidos pela 

OMS como carcinomas com até 1 cm de diâmetro, vem sendo descritos em 1% a 35,6% das 

autópsias e em 5,5% a 10,5% das tiróides operadas por outras causas que não a suspeita de 

malignidade (FRANSSILA & HARACH, 1986; HARACH et al, 1985; LANG et al, 1988; 

MITSELOU et al, 2002; MARTINEZ-TELLO et al 1993; NOGUCHI et al 1996;  

HEFER et al, 1995). Um grande estudo nacional em 145.043 autópsias realizadas durante 

um período de 6 décadas mostrou elevada freqüência de lesões tiroidianas (8.38%), das 

quais a grande maioria foi benigna: 91,62% (BISI et al, 1998). No entanto, se, à 

semelhança de outros países, nossa incidência de câncer da tiróide varia entre 0,5 e 0,9% 

dos homens e 1,9 a 3,0% das mulheres, uma grande parte dos microcarcinomas detectados 

por ultra-sonografia, em autópsias ou em peças cirúrgicas, provavelmente nunca evolui 

para câncer clínico (CASELLA & FUSCO, 2004). Seguindo pacientes com diagnóstico de 

microcarcinomas sem intervir cirurgicamente, Ito e colaboradores mostraram que cerca de 

70% destas lesões permanece do mesmo tamanho ou até diminui de tamanho em um 

período de cerca de 4 anos (ITO et al, 2004). Por outro lado, não faltam relatos de casos de 

microcarcinomas papilíferos de comportamento agressivo, que evoluem não só com 
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metástases regionais linfáticas, mas também sangüíneas para pulmões, ossos e cérebro 

(HEFER et al, 1995; LIVOLSI, 1996; KUSUNOKI & MURATA, 2004). Assim, frente a 

um carcinoma tiroidiano, seja ele detectado clinicamente ou apenas um achado de  

ultra-sonografia ou de cirurgia realizada por patologias benignas da glândula, é 

fundamental para o clínico possuir parâmetros que lhe permitam decidir por maior 

investigação ou conduta mais agressiva. 

 

Parâmetros de risco para câncer da tiróide 

Naturalmente, para estabelecer parâmetros de risco, necessitamos conhecer os 

fatores que causam ou que estão implicados no maior risco de desenvolvimento de tumores 

tiroidianos. O que sabemos a respeito? 

O único fator clínico, claramente associado à presença de nódulos malignos e 

benignos tumorais na tiróide, é a exposição à radiação ionizante, particularmente na 

infância (SCHLUMBERGER, 2000, WELKER & ORLOV et al, 2003; BOONE et al, 

2003; CHOW et al, 2003; FIGGE, 1999; MACK et al, 2003; RON, 1996;  

PRESTON-MARTIN et al, 2003). O risco de apresentar um nódulo tiroidiano benigno ou 

maligno aumentou quase 10 vezes em crianças de menos de 10 anos expostas à radiação 

proveniente do bombardeio nuclear de Hiroshima e Nagasaki durante a 2ª Guerra Mundial 

(THOMPSON et al, 1994). O risco de desenvolver um tumor tiroidiano apresenta nítida 

correlação com a dose de radiação à qual crianças foram expostas na Bielorússia após a 

explosão do reator nuclear de Chernobyl (CARDIS et al, 2005). 

A elevada freqüência de câncer em familiares de pacientes com câncer da 

tiróide sugere que um fator hereditário predisponente seja importante, mas não há dúvidas 

de que fatores de exposição ambiental devem contribuir para o aparecimento do tumor em 

determinados indivíduos e não em outros com o mesmo perfil genético (HALL & HOLM, 

1998). Mais ainda, as variações de incidência do câncer da tiróide em diferentes áreas 

geográficas e em diferentes grupos étnicos sugerem que a influência de fatores ambientais 

no risco do desenvolvimento do câncer esporádico da tiróide seja bastante importante 
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(RON et al, 1987; MEMON et al, 2002; HASELKOM et al, 2003; MACK et al 2002; 

FRIEDMAN & URY, 1983). Assim, por exemplo, em certas regiões como no Oriente 

Médio, o câncer da tiróide é a segunda neoplasia mais freqüente entre as mulheres 

(MEMON et al, 2004). No Kuwait, ele responde por 8% de todos os cânceres  

(MEMON et al, 2002). Na Nova Caledônia, no sul do Pacífico, atinge 35 casos por 100.000 

habitantes (TRUONG et al, 2005). 

O CDT - Carcinoma diferenciado da tiróide é diagnosticado de 2 a 3 vezes mais 

freqüentemente em mulheres do que em homens, sugerindo que hormônios sexuais ou 

genes ligados ao cromossomo X possam estar envolvidos na patogenia da doença 

(WELKER & ORLOV, 2003; SCHLUMBERGER, 2000; BOONE et al, 2003;  

CHOW et al, 2003; FIGGE, 1999; MACK et al, 2003; RON, 1996; PRESTON-MARTIN 

et al, 2003; TRUONG et al, 2005). Realmente, vários compostos estrogênicos têm efeito 

direto sobre células foliculares; alguns podem produzir metabólitos que reagem com o 

DNA e, portanto, poderiam ser carcinogênicos (FURLANETO et al, 2000, YAGER, 2000). 

No entanto, estudos de caso-controle em populações de mulheres portadoras de câncer 

papilífero da tiróide não identificou o uso de hormônios exógenos como fator de risco 

(ROSSING et al, 1998; TRUONG et al, 2005). Entretanto, acredita-se que fatores 

reprodutivos e/ou hormonais estão relacionados à maior incidência de tumores tiroidianos 

entre as mulheres (TRUONG et al, 2005). 

O carcinoma folicular é mais comum em regiões com aporte insuficiente em 

iodo, enquanto que áreas suficientes em iodo apresentam incidência muito maior de 

carcinomas papilíferos (WELKER & ORLOV, 2003; SCHLUMBERGER, 2000; BOONE 

et al 2003; CHOW et al, 2003; FIGGE, 1999; MACK et al, 2003; RON, 1996;  

PRESTON-MARTIN et al, 2003). O papel do iodo na etiopatogenia do câncer da tiróide 

pode estar relacionado com a sua influência sobre a expressão de fatores de crescimento, 

oncogenes ou genes supressores tumorais sensíveis ao iodo, ou ainda atuando na 

manutenção da estabilidade genética das células foliculares (ESZLINGER et al, 2001; 

ESZLINGER et al, 2004; VAISH et al, 2004). 

Ao contrário de grande parte dos tumores no ser humano, o cigarro não é fator 

de risco para o câncer da tiróide (MACK et al, 2003). 
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História de bócio ou de nódulos benignos (em particular, o diagnóstico de 

adenoma prévio), principalmente em mulheres, ao contrário, parece ser fator de risco 

importante em grandes séries (CHOW et al, 2003; FIGGE, 1999; MELLEMGAARD et al, 

1998; FROM et al, 2000; MACK et al, 2003; PRESTON-MARTIN et al, 2003).  

Relatos de casos e pequenas casuísticas sugeriam que a presença de  

auto-anticorpos poderia representar fator de risco para câncer diferenciado da tiróide 

(STOCKER et al, 2002; ZARDO et al, 1999; SINGH et al, 1999). Entretanto, não existe 

evidencia de associação entre anticorpos destruidores ou estimuladores de tiróide e câncer, 

em nenhuma grande série. Ao contrário, nossos dados sugerem que anticorpos possam 

proteger os portadores de carcinomas diferenciados da tiróide, proporcionando-lhes melhor 

evolução clínica (SOUZA et al, 2003). História de hipertiroidismo prévio não eleva 

significantemente o risco para CDT e tampouco existem evidências de aumento de risco em 

mulheres usando terapia de reposição hormonal para menopausa (CHOW et al, 2003; 

FIGGE, 1999; MACK et al, 2003; RON, 1996; PRESTON-MARTIN et al, 2003).  

São suspeitos todos os nódulos que crescem rapidamente ou que continuam 

crescendo mesmo sob terapia supressiva com levotiroxina, os nódulos muito duros e 

aderidos, os que são acompanhados de gânglios cervicais ou de sintomas de compressão 

(como dispnéia) ou infiltração de outros órgãos (como rouquidão ou tosse) (WELKER & 

ORLOV, 2003; SCHLUMBERGER, 2000; BOONE et al, 2003; CHOW et al, 2003; 

FIGGE, 1999; MACK et al, 2003; RON, 1996; PRESTON-MARTIN et al, 2003). 

 

Agentes carcinogênicos e sistemas de defesa 

Câncer é um processo evolutivo causado pela interação gene-meio ambiente 

(VINEIS, 2003). Somos constantemente expostos a uma crescente lista de compostos 

químicos carcinogênicos, vírus transformadores de células, UV e a radiação ionizante, entre 

outros agentes tóxicos encontrados no meio ambiente (SCHOTTENFELD &  

BEEBE-DIMMER, 2005). Além disso, compostos eletrofílicos, radicais livres e uma série 

de produtos de nosso próprio metabolismo podem causar danos a nossas células quando 
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inapropriadamente metabolizados, inadequadamente eliminados ou produzidos em excesso 

(VINEIS, 2004; CARBONE et al, 2004).   

Presume-se que influências ambientais contribuam com mais de 80% dos 

fatores envolvidos no surgimento do câncer esporádico, podendo-se incluir nestas 

influências ambientais comportamentos sociais como tabagismo, consumo de alimentos e 

bebidas, ambiente de trabalho (poluição), agentes químicos industriais, exposição a raios 

UV, entre outros (PALLI et al, 2000). Acredita-se que seres humanos chegam a consumir 

1,5 g de pesticidas naturais por dia, na forma de fenóis provenientes de plantas e 

flavonóides de alimentos, entre outras substâncias tóxicas. Esses compostos são 

reconhecidos como potentes carcinógenos em murinos (AMES et al, 1990; AMES & 

GOLD, 1990; GOLDMAN & SHIELDS, 2003; THILLY, 2003). O contato com esses 

agentes carcinogênicos é provavelmente responsável por uma elevada freqüência de 

mutações no DNA (NIELSEN et al, 1996; BODIWALA et al, 2003; GOLDMAN & 

SHIELDS, 2003; THILLY, 2003). Indivíduos expostos a poluentes do ar, como oficiais de 

polícia, motoristas de ônibus, vendedores de rua e residentes em áreas urbanizadas 

altamente poluídas tendem a apresentar elevada freqüência de modificações no DNA 

(NIELSEN et al, 1996). Alterações cromossômicas foram encontradas em tecidos de 

mucosa do cólon, bexiga, nariz, pulmão e em mama destes indivíduos, sugerindo que estes 

altos níveis de anormalidades possam ser preditivos para o aparecimento de câncer 

(PELUSO et al, 1997; PERERA et al, 1995; TANG et al, 1995). 

Agentes químicos carcinogênicos são, geralmente, substâncias pouco solúveis 

em água sendo, portanto, dificilmente eliminadas pelos rins, fezes ou perspiração 

(AUTRUP, 2000). Para garantir a sobrevida das células forçadas a constante exposição a 

carcinógenos ambientais, muitos mecanismos de defesa foram evolutivamente selecionados 

pelos seres vivos. Uma série de sistemas enzimáticos estão encarregadas de metabolizar e 

eliminar estas substâncias, reconhecendo-se duas fases diferentes neste processo. Uma 

primeira fase, denominada de fase I, envolve oxidação inicial de compostos tóxicos pelo 

citocromo P450. Segue-se a chamada fase II, em que geralmente acontece uma reação de 

conjugação catalisada por uma série de enzimas, entre as quais, a família das glutationa  

S-transferase (GST) (MANNERVIK & DANIELSON, 1988). 
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A probabilidade de desenvolvimento do câncer depende da resposta natural de 

cada organismo às diferentes exposições a agentes agressores diversos. Os seres humanos 

possuem diferentes susceptibilidades a diferentes carcinógenos (LICHTENSTEIN et al, 

2000; VINEIS et al 2003). A base bioquímica para tal variação de susceptibilidade aos 

diversos agressores ambientais está relacionada a polimorfismos genéticos que 

normalmente ocorrem na população, em especial nos genes envolvidos na predisposição 

específica para câncer, ativação metabólica ou detoxificação de agentes tóxicos ambientais, 

controle do reparo de DNA ou dano celular (VINEIS, 2003; LICHTENSTEIN et al 2000; 

VINEIS et al 2001; AUTRUP, 2000; CLAPPER, 2000). 

Muitos polimorfismos de genes que codificam enzimas envolvidas na 

biotransformação de carcinógenos vêm sendo bem estudados em busca de uma possível 

associação com o risco para o desenvolvimento de câncer. 

 

O sistema Glutationa S-Transferase 

O sistema Glutationa S-Transferase (GST) consiste em um grande grupo 

multigênico de enzimas de detoxificação essenciais para a proteção celular e que agem 

através da conjugação dos compostos tóxicos com a glutationa (MANNERVIK, 1985). Seis 

classes das isoenzimas vem sendo consideradas como de grande importância em humanos: 

alpha (GSTA), mu (GSTM), pi (GSTP), sigma (GSTS) e theta (GSTT). Indivíduos que 

possuem a deleção em homozigose das enzimas GSTT1 e GSTM1 não possuem as enzimas 

de detoxificação respectivas, mu e theta, o que os torna mais susceptíveis à ação deletéria 

de agentes ambientais carcinogênicos (CLAPPER, 2000; MANNERVIK, 1985; 

KNUDSEN et al, 2001). Nós demonstramos que a ausência de GSTT1 e GSTM1 aumentam 

o risco para o desenvolvimento de câncer de tiróide em 2,6 vezes (MORARI et al, 2002).  

No entanto, a enzima considerada mais importante na detoxificação de 

carcinógenos em tecidos de cabeça e pescoço é a GSTP (MULDER et al, 1995). Os níveis 

de expressão de GSTP1 são extensivamente estudados em relação à  malignidade associada 

ao tabaco, tendo-se encontrado uma expressão aumentada de GSTP em várias lesões 
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neoplásicas e pré-neoplásicas, incluindo tumores de cabeça e pescoço, mama, próstata e 

pulmão (OUDE OPHUIS et al, 2003; GUDMUNDSDOTTIR et al, 2001; GSUR et al, 

2001; STUCKER et al, 2002). Uma troca de bases, em que uma adenosina (A) é substituída 

por uma guanina (G) no éxon 5 do gene GSTP1, resulta na troca do aminoácido isoleucina 

por uma valina na posição 105 da seqüência gênica (Ile105 Val). Esta substituição 

seqüencial produz uma isoforma do gene GSTP denominada isoforma Val, a qual causa 

uma alteração da estabilidade e da especificidade da atividade enzimática  

(JOHANSSON et al, 1998). Assim, esta variante enzimática possui menor atividade e 

menor capacidades de detoxificação dos carcinógenos quando comparada com a enzima 

codificada pelo gene tipo selvagem, denominado GSTP1AA (JOHANSSON et al, 1998;  

HU et al, 1997). 

Mais recentemente, uma nova classe de enzima dentre a família das GSTs 

humanas, nomeada de GST ômega (GSTO), foi identificada por análise de ESTs (Expressed 

Sequence Tag) a partir de um banco de dados e alinhamento de sequências (BOARD et al, 

2000; YIN et al, 2001). A importância da GSTO ainda não está completamente elucidada. 

No entanto, Dulhunty e colaboradores demonstraram que a enzima GSTO1 modula os 

receptores de rianodina (RyR) que são os canais de cálcio no retículo endoplasmático de 

várias células, sugerindo que ela desempenharia um papel importante na proteção das 

células contendo RyR2 da indução a apoptose pela mobilização de Ca+2  

(DULHUNTY et al, 2001). A enzima GSTO1 poderia, portanto, a exemplo de outras 

GSTs, proteger células cancerígenas contra a apoptose causada por mobilização de Ca2+ de 

reservas RyR-sensíveis (Xie et al, 2005). 

Um polimorfismo genético na seqüência codificadora de GSTO1 foi descrito na 

base 419. Este polimorfismo causa uma troca do aminoácido alanina pelo aspartato 

(A140D) na porção 140 do exon 4 (Ala 140 Asp) (WHITBREAD et al, 2003,  

TANAKA-KAGAWA et al, 2003). Esta variação cria uma troca de aminoácido hidrofóbico 

para um hidrofílico, resultando em uma menor atividade da enzima variante substrato 

dependente que deve estar implicada na variação entre indivíduos na susceptibilidade ao 

estresse oxidativo e ao metabolismo do arsênico inorgânico (WHITBREAD et al, 2003; 

TANAKA-KAGAWA et al, 2003). O arsênico é um reconhecido carcinógeno ambiental, 
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relacionado com o câncer de bexiga (CHEN et al, 2005), câncer de pulmão (AHSAN & 

THOMAS, 2004), câncer de pele (GAWKRODGER , 2004) e outros.  

Se, por um lado, as GSTs são responsáveis por prover ao organismo uma 

proteção contra agentes tóxicos ambientais, por outro elas também conferem uma 

resistência celular a medicamentos e outros compostos químicos que eventualmente são 

utilizados no tratamento do câncer. Assim, a expressão maior das GSTs também pode 

contribuir à resistência a drogas anti-neoplásicas, como por exemplo o clorambucil, um 

quimioterápico empregado no tratamento de vários cânceres (HAYES et al, 1995). 

Portanto, o perfil das GSTs também pode ter um valor prognóstico, estando associado com 

a resposta terapêutica em muitas doenças humanas (REAVEY-CANTWELL et al, 2001; 

FERRUZZI et al, 2003; BUSER et al, 1997).  

 

O Gene p53  

Carcinógenos que não são eliminados pelos nossos sistemas de detoxificação 

podem danificar nosso material genético. A característica destes danos genéticos é que eles 

conferem uma vantagem de crescimento à célula danificada e lhe permitem transmitir às 

suas células filhas esta vantagem, originando um clone de células que escapa dos controles 

normais de crescimento e diferenciação (WARD, 1998). No entanto, como regra geral, um 

único gene alterado geralmente não é capaz de conferir um fenótipo tumoral. São 

necessários vários danos genéticos que se adicionam e sobrepõem até levar a célula 

danificada a tornar-se independente dos controles do ciclo celular e capaz de escapar dos 

vários mecanismos de controle que detectam e reparam ou eliminam células danificadas, 

impedindo-as de passar para as células filhas tais danos (WARD, 1998). No ser humano, 

medidas indiretas baseadas na prevalência de tumores em diferentes faixas etárias permite 

inferir que são necessárias cerca de cinco a seis mutações sucessivas para que uma célula se 

torne maligna e agressiva (WEINBERG, 1989). 

No entanto, possuímos uma série de mecanismos de detecção e defesa contra 

estes danos a nível celular. Uma extensa e ativa rede de genes é capaz de detectar mínimas 

anormalidades, como mutações em uma única base na seqüência de DNA, corrigi-las ou, na 

impossibilidade de tal correção, impedir o prosseguimento do ciclo celular. 



Introdução 

46

De modo geral, considera-se que as anomalias genéticas ocorrem, ou são 

fixadas, durante a replicação do DNA ou a mitose (O'NEILL, 2000). Todos os dias, 

milhões de células do organismo adulto normal se dividem. Uma mutação não detectada 

e/ou reparada adequadamente pode ser transmitida na divisão celular, iniciando a formação 

de um clone de células com vantagens sobre as demais. As barreiras mais primárias ao 

desenvolvimento do clone de células tumorais são os próprios pontos de controle do ciclo 

de divisão celular. Na Figura 1, esquematizamos alguns destes pontos de controle. 

Pontos de controle do ciclo celular. O ciclo celular é composto de uma 

seqüência ordenada de fases. A célula diferenciada se encontra em G0, onde ela atingiu sua 

diferenciação terminal e está quiescente. Se a célula está destinada a proliferar, ela entra em 

G1, período em que aumenta de tamanho e prepara as proteínas de que necessita para a 

síntese de DNA. Durante esta fase, a célula é sensível às condições ambientais. Se elas não 

forem favoráveis, a divisão celular pára em G1. No entanto, se ultrapassar o ponto R (ponto 

de restrição), a divisão celular ocorrerá independente de condições ambientais. Na fase S 

sintetiza-se o DNA que será replicado durante a fase G2. No início de G2 existe outro 

ponto de controle importante, onde se verificará a qualidade do DNA replicado. 

Finalmente, na fase mitótica (M), o DNA duplicado será eqüitativamente dividido entre as 

duas células filhas. A mitose será impedida se, na checagem da mitose, forem constatadas 

anormalidades na divisão dos cromossomas.  
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A divisão celular normal é positivamente regulada ou estimulada através de 

vias sinalizadoras. Estas vias respondem a fatores extra-celulares os quais agem através de 

uma seqüência de sinais. Por exemplo: receptores → proteína G → proteíno-quinases → 

fatores de transcrição. A progressão pelo ciclo celular a seguir é, em parte, controlada, por 

uma série de proteínas chamadas ”quinases dependentes de ciclinas” (CDKs), 

particularmente nas transições de fases, tanto de G1 para S quanto de G2 para M 

(ARNOLD et al, 1989). Os níveis de ciclinas oscilam durante as fases do ciclo, 

determinando o momento apropriado de sua ligação com as CDKs. Este grupo de enzimas, 

por sua vez, fosforila uma série de substratos chave que permitirão a progressão de uma 

fase à outra do ciclo celular (O'NEILL, 2000).  

 Mecanismo de controle do avanço do ciclo celular. A associação das ciclinas 

D ou E com suas respectiva quinases foram um complexo ativo que, por sua vez, promove 

a fosforilação da proteína Rb. Uma vez fosforilada, Rb libera um complexo fator de 

transcrição chamado E2F-DP1. Ao ser ativado, este fator, por sua vez, promove a 

transcrição de genes que serão importantes na fase de síntese (S) para produzir nucleotídeos 

e enzimas necessárias para a replicação do material genético. Isso permite o avanço do 

ciclo celular. 
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À semelhança dos fatores estimuladores que levam à produção de 

ciclinas/CDKs, os reguladores negativos ativarão inibidores das CDKs: as CDKIs. 

Podemos distinguir duas grandes famílias de CDKIs, de acordo com seu mecanismo de 

ação, homologia e CDK alvo: 1) o grupo do p21, p27 e p57 e 2) o grupo do p16, p15, p18 e 

p19 (O'NEILL, 2000).    

Fatores de estímulo e bloqueio do ciclo celular. As ciclinas são reguladoras 

das subunidades das CDKs. Diferentes ciclinas se associam a diferentes CDKs, podendo 

associar-se a mais de uma CDK nas diferentes fases do ciclo celular. A atividade 

ciclina/CDK é bloqueada por uma série de inibidores específicos. Eles podem ser 

agrupados em famílias como a do p21/p27/p57 que bloqueia múltiplos complexos 

ciclina/CDKs e na família p16/p15/p18/p19 que inibe os complexos CDK4/CDK6. Alguns 

fatores podem parar o ciclo em G1, como os danos causados ao DNA que, ativando o p53, 

induzem a produção de p21. Outros fatores podem atuar através de diferentes grupos de 

inibidores do ciclo, como TGF-β que induz produção tanto de p15 como de p27. Assim, o 

ciclo celular é bloqueado para permitir o reparo dos danos detectados e impedir que eles se 

propaguem para as células filhas e dêem origem a um clone de células tumorais. 

O gene p53 é um dos atores principais no controle da correta divisão celular, 

funcionando, em parte, como regulador da transcrição celular (MENDOZA-RODRIGUEZ 

& CERBON, 2001). Existem evidencias de que p53 pode interferir na diferenciação da 

célula tiroidiana. A introdução de um gene p53 mutado dificulta de forma importante a 

expressão de genes de diferenciação nas células CPC13 de tiróide (BATTISTA et al, 1995). 

Ao contrário, a reintrodução do gene p53 normal em um carcinoma indiferenciado leva à 

re-expressão de marcadores característicos de diferenciação tiroidiana (FAGIN et al, 1996).  

O gene p53 também é muito importante na destruição de células que não podem 

ser reparadas. O próprio gene induz uma cascata de sinais que levam estas células a 

apoptose (ATTARDI, 2005; BROWN & ATTARDI, 2005). 

Mutações no gene p53 ou inadequado funcionamento da proteína p53 vêm 

sendo observados em pacientes com vários tipos de malignidades, incluindo a glândula 

tiróide (LEVINE, 1997; FARID, 2001). Muitos estudos com imunohistoquímica e análises 
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genéticas tem demonstrado que mutações em p53 são altamente prevalentes em carcinomas 

de tiróide pouco diferenciados e indiferenciados, assim como em linhagens celulares de 

câncer de tiróide (FAGIN et al, 1993; JOSSART et al, 1996). Estas mesmas mutações não 

são encontradas em tumores benignos e não são freqüentes nos tumores bem diferenciados, 

sugerindo que a mutação inativadora de p53 ocorre em um estágio mais tardio da 

progressão dos tumores tiroidianos (DOBASHI et al, 1994; ASAKAWA & KOBAYASHI, 

2002; HORIE et al, 2001).  

As características estruturais de p53 (codons 61-94) tem sido bem preservados 

durante a evolução exceto no exon 4 onde um polimorfismo comum resulta em uma troca 

do aminoácido prolina pelo arginina na posição 72 (ARA et al, 1990). Este polimorfismo 

tem sido demonstrado em associação com vários tumores, mas o seu papel ainda é muito 

controverso. Como muitos polimorfismos, o do codon 72 possui distribuição geográfica e 

variabilidade étnica, sendo demonstrado como um fator genético de risco para o câncer 

cervico- uterino (SIFUENTES ALVAREZ & REYES ROMERO, 2003), câncer de mama 

(BUYRU et al, 2003), pulmão (PAPADAKIS et al, 2002), câncer de cabeça e pescoço 

(SHEN et al, 2002), entre outros. Entretanto, nem todas as investigações têm sido 

consistentes e sua influência na predisposição a tumores tem permanecido controversa 

(OREN, 2003; DRUMMOND et al, 2002). A variante arginina do codon 72 de p53 (CGC) 

induz a apoptose de forma mais rápida, suprimindo assim a transformação maligna de 

maneira mais eficiente que a variante prolina (CCC) (DUMONT et al, 2003). A presença 

da variante Arg em homozigoze é considerada um fator de risco para câncer cervical  

(QIE et al, 2002), enquanto os homozigotos prolina são relacionados ao aumento do risco 

de carcinomas nasofaringeais (TSAI et al, 2002), pulmonares (WANG et al, 1999) e 

carcinomas hepatocelulares (YU et al, 1999). O genótipo Arg/Pro está associado ao 

aumento da susceptibilidade em adenocarcinomas de pulmão induzidos pelo cigarro  

(FAN et al, 2000).  

Boltze examinou pacientes caucasianos com carcinomas tiroidianos e concluiu 

que o genótipo Pro do códon 72 era um fator potencial no risco de desenvolvimento de 

tumores indiferenciados (BOLTZE et al,2002). Entretanto, por ter enfocado o papel do 
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genótipo em tumores agressivos, não incluiu em seu estudo pacientes com patologias 

benignas nem comparou a influência do genótipo em CP e CF (BOLTZE et al, 2002). 

 

Hipóteses 

Com base nas considerações acima, formulamos as seguintes hipóteses: 

a) indivíduos que herdaram o gene GSTP1 em uma de suas formas variantes 

(GSTP1 AB e GSTP1 BB) poderiam apresentar um risco aumentado para o 

câncer de tiróide em comparação com os indivíduos que possuem o gene de 

tipo selvagem GSTP1AA.  

b) indivíduos que herdaram o gene GSTO1 em uma de suas formas variantes 

(GSTO) poderiam apresentar um risco aumentado para o câncer de tiróide 

em comparação com os indivíduos que possuem o gene de tipo selvagem 

GSTO1. 

c) indivíduos que herdaram o gene p53 em uma de suas formas variantes para o 

codon 72 poderiam apresentar um risco aumentado para o câncer de tiróide 

em comparação com os indivíduos que possuem o gene p53 de tipo 

selvagem. 

d) estes polimorfismos poderiam estar associados de forma a atuar 

aditivamente, aumentando o risco para câncer de tiróide quando presentes 

em conjunto. 

e) estes polimorfismos poderiam influir, em separado ou aditivamente, na 

resposta à terapia com radioiodo dos pacientes com carcinoma de tiróide. 
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Relacionamos a influência de polimorfismos dos genes envolvidos na proteção 

contra agentes carcinogênicos externos e contra anormalidades produzidas por estes agentes 

no ciclo celular sobre o desencadeamento do câncer da tiróide. 

1. Analisar a influência de polimorfismos dos genes envolvidos na proteção 

contra agentes carcinogênicos externos e contra anormalidades produzidas 

por estes agentes no ciclo celular sobre a resposta dos pacientes com câncer 

da tiróide à terapia.  

2. Avaliar o uso do padrão de herança para estes genes na predição de risco 

para câncer da tiróide em portadores de nódulos tiroidianos de qualquer 

etiologia. 

3. Avaliar o uso do padrão de herança para estes genes na predição de evolução 

dos diferentes tipos de câncer da tiróide. 
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Conduzimos um estudo prospectivo caso-controle para compararmos a 

proporção dos genótipos de GSTP1, GSTO1 e os polimorfismos do códon 72 de p53 em 

pacientes com nódulos tiroidianos benignos e malignos. 

Casuística 

Pacientes 

Os pacientes selecionados para este estudo foram consecutivamente atendidos 

na Disciplina de Endocrinologia do Hospital das Clínicas da UNICAMP durante os anos de 

2001 a 2003, no Ambulatório de Câncer da Tiróide, sob coordenação da profa Dra. Ligia 

Vera Montalli da Assumpção. Os pacientes foram inscritos no estudo após concordarem em 

participar do mesmo e assinarem o Termo de Consentimento Informado, conforme as 

normas do Comitê de Ética em Pesquisa da FCM/ UNICAMP.  

Utilizamos material coletado de 44 pacientes com diagnóstico de nódulos 

tiroidianos benignos (30 bócio e 14 adenomas foliculares) e de 98 pacientes com nódulos 

malignos (77 carcinomas papilíferos e 21 carcinomas foliculares). Patologistas experientes 

da UNICAMP, capitaneados pela Profa Dra Patrícia Sabino Matos, especialista em 

Patologia Endócrina do Departamento de Anatomia Patológica da FCM/UNICAMP, 

confirmaram todos os diagnósticos. 

Todos os pacientes seguem um protocolo padrão implantado há mais de 25 

anos no Ambulatório de Câncer da Tiróide, do qual constam, além dos dados de 

identificação, a idade ao diagnóstico, sexo, cor, dados clínicos pré-cirúrgicos, exames 

realizados (ultra–som, cintilografia da tiróide, biópsia aspirativa), dados referentes à 

cirurgia e dados do exame anátomo-patológico (medida do tumor, tipo histológico, grau de 

diferenciação, presença de linfonodos metastáticos). Nenhum dos pacientes possuía história 

de exposição acidental ou médica a radiação ionizante. Todos os dados, incluindo os 

diagnósticos de outras patologias concomitantes, foram confirmados nos prontuários dos 

pacientes. 

Todos os indivíduos que procuram o Ambulatório de Câncer da Tiróide com 

diagnóstico de carcinoma da tiróide ou a suspeita do mesmo na citologia da punção 

aspirativa realizada com agulha fina são tratados de acordo com um protocolo padrão. 
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Todos os pacientes são submetidos a tiroidectomia total ou quase total. Os pacientes com 

diagnóstico pré-operatório de nódulos mestastáticos no pescoço ou nos quais gânglios 

suspeitos são visualmente identificados no intra-operatório são submetidos a dissecção 

regional do pescoço.  

Seguimento 

O tempo de seguimento dos pacientes incluídos neste estudo foi de 12 - 342 

meses (31 - 67 meses). Todos os pacientes com câncer são seguidos com exames periódicos 

para a detecção precoce de metástases, TSH sérico e tireoglobulina medidos de acordo com 

a rotina do protocolo de seguimento que inclui raios-X, ultra-sonografia, tomografia 

computadorizada e outros eventuais procedimentos para a detecção de metástases à 

distância. 

Depois de 4 a 6 semanas da cirurgia, os pacientes são submetidos ao 

rastreamento de corpo inteiro com I 131 (PCI). Todos os pacientes  recebem  cerca de  

100 mCi de radiodo após o que se realiza nova PCI. Em seguida, são prescritas doses 

supressivas de levotiroxina para manter os níveis de hormônio tirotrófico (TSH) suprimido. 

Cerca de 6 meses após a cirurgia, estes pacientes são revistos e pede-se dosagem de 

Tiroglobulina sérica (Tg).  Cerca de 1 ano após a cirurgia, todos os pacientes são 

submetidos a uma nova PCI, desta vez após suspensão da levotiroxina, acompanhada de 

nova dosagem de Tg. Na suspeita de qualquer lesão recidivante ou na presença de níveis de 

Tg sérica elevados (>2mg/dl), os pacientes são amplamente investigados através de 

métodos de imagem que incluem ultra-sonografias, RX, tomografias computadorizadas, 

cintilografia com tálio, PET scan ou o que for mais apropriado de acordo com a suspeita 

clínica. Nós definimos a evolução como "livre de doença" em indivíduos que mantém 

níveis de Tg abaixo de 1ng/dL e não possuem qualquer evidência de recorrência, enquanto 

que os pacientes com recorrência são divididos naqueles com "recorrência local", quando 

se detectam restos tiroidianos ou recidivas no leito tiroidiano ou gânglios cervicais, e 

naqueles com "metástases" na presença de metástases à distância. 
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Estadio 

O estadio e o grau de diferenciação dos tumores foram obtidos pelos dados 

patológicos obtidos do material cirúrgico. O estadiamento tumoral foi baseado no 

estadiamento clínico de De Groot (DeGROOT, 1995). Esta classificação se baseia no 

clássico método do TNM, isto é, no tamanho do tumor (T), acometimento de nódulos 

cervicais (N) e metástases a distancia (M), mas leva em conta a idade, classificando de 

forma diferente os pacientes abaixo e acima dos 45 anos. Esta classificação considera no 

estadio 1 os pacientes em que o tumor é de foco único ou múltiplo mas restrito à tiróide; 

estadio 2 aqueles em que o tumor apresenta acometimento restrito a gânglios cervicais; no 

estadio 3 o tumor apresenta metástases restritas à região cervical; no estadio 4 o tumor 

apresenta metástases à distância. A Tabela 1 mostra como esta classificação qualifica os 

pacientes com câncer da tiróide. 

Tabela 1- Critérios clinicopatológicos utilizados no estadiamento dos Carcinomas 

Diferenciados da Tiróide pelo sistema do Estadio. 

Idade < 45 anos Idade > 45 anos 

Estadio I Qualquer T, qualquer N, M0 T1, N0, M0 

Estádio II T2, N0, M0 

T3, N0, M0 

Estádio III T4, N0, M0 

Qualquer T, N1, M0 

Estádio IV 

Qualquer T, qualquer N, M1 

Qualquer T, qualquer N, M1 

  

Coletamos sangue periférico de todos os pacientes. Adicionalmente, amostras 

de tecido tiroidiano foram obtidas de 83 portadores de neoplasia operados. O tecido foi 

obtido no momento cirúrgico e instantaneamente congelado em nitrogênio líquido para 

posterior armazenamento em freezer – 80°C até o seu processamento. Amostras de tecidos 

e de sangue periférico dos mesmos pacientes foram comparadas em 35 casos de tumores 

malignos para observar se havia concordância entre os dados. Além disso, obtivemos tecido 

tiroidiano contra-lateral ou de local não acometido por neoplasia em 27 casos. 
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Controles 

Obtivemos um grupo controle composto por 157 indivíduos saudáveis  

(115 mulheres e 42 homens) com idade de 16 a 81 anos (47± 18 anos) selecionados da 

população da região de Campinas, doadores de sangue do Hemocentro e voluntários. Para 

obtermos um grupo controle comparável com o dos portadores de neoplasia tiroidiana, 

selecionamos 3 mulheres para cada 2 homens já que o câncer de tiróide é mais freqüente 

em mulheres que em homens.  

Todos os controles, assim como os pacientes com patologias tiroidianas 

benignas e malignas, foram classificados em brancos e não-brancos. Dados das condições 

de saúde e história médica com ênfase em patologias tiroidianas anteriores ou correntes 

foram obtidos por entrevista usando um questionário padrão. O uso de determinados 

alimentos foi cuidadosamente avaliado, em particular o uso dos alimentos bociogênicos 

como os vegetais contendo glucosídeos cianogênicos (muitas formas de repolho,  

couve-flor, brócolis e outros membros da família dos crucíferas). Também se questionou o 

uso de drogas que podem interferir na função tiroidiana, assim como o uso de outras 

medicações para doenças concomitantes, consumo de álcool e hábitos tabagistas, incluindo 

a duração do tabagismo, o início do hábito, a quantidade de cigarros e a data de abandono 

do hábito. Os pacientes foram agrupados em não fumantes e fumantes pra fins estatísticos 

já que estes dados foram considerados pouco confiáveis.  

Indivíduos com história prévia de doença tiroidiana, exposição à radiação ou 

outros antecedentes de malignidade foram excluídos.  

 

Métodos 

Análise dos polimorfismos das GSTs 

As amostras de sangue coletadas dos 142 pacientes e 157 indivíduos saudáveis 

foram processadas e seu DNA genômico extraído após a lise de hemácias. Para obter a 

separação dos leucócitos, usamos o protocolo padrão fenol-clorofórmio-proteinase K. As 

amostras de tecido foram processadas de acordo com um protocolo padrão para extração de 

DNA também baseado no método do fenol-clorofórmio – proteinase K. Visualizamos os 
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polimorfismos do gene GSTP1 e GSTO1 usando uma PCR (polymerase chain reaction) 

seguido de SSCP (single strand conformation polymorphism analysis). As mutações assim 

rastreadas foram confirmadas pelo seqüenciamento de algumas amostras. 

Os primers usados na reação de PCR idealizada para detectar o polimorfismo 

de GSTP1 foram desenhados a partir de sua seqüência gênica - 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=0

2204206&dopt=GenBank (GRANJA et al, 2004-B). Para a análise dos polimorfismos de 

GSTO1 utilizamos primers previamente descritos (WHITBREAD et al, 2003). 

Tabela 2- Seqüências dos primers usados nas reações de PCR para GSTs 

GSTP1 

 

sense          5’ – TCTATGGGAAGGACCAGCAGG – 3’ 

anti sense   5’ –GCCCAACCTGGTGCAGATG – 3’ 

GSTO1 

 

sense          5’ –TCTAGGTGCCATCCTTG  – 3’ 

anti sense   5’ – TGATAGCTAGGAGAAATAATTACCTC– 3’ 

   

Em ambas as reações de PCR foram usados 100ng de DNA genômico, 50 nM 

de cada primer, 100mM Tris-HCL (ph8, 0), 100uM de dNTP (dATP, dTTP, dCTP, dGTP), 

2,0 mM MgCl2 e 0,5 U Taq DNA polimerase para um volume final de 25µl. A 

amplificação foi feita em termociclador programado para realizar desnaturação a 92°C por 

2 minutos, seguida por 35 ciclos. As temperaturas de anelamento utilizadas foram 63°C 

para os primers de GSTP1 e 56°C para os primers de GSTO1 por 50 segundos com 

extensão de 72 °C por 1 minuto e uma extensão final de 72°C por 7 min. Usamos o 

termociclador MJ PTC-200. Os produtos obtidos na reação de amplificação por PCR foram 

submetidos à eletroforese em gel de agarose a 2%, corados com brometo de etídeo e 

visualizados no transiluminador por um sistema Kodak de visualização e fotografia. 

A seguir, submetemos os produtos de PCR a uma eletroforese em gel de 

poliacrilamida a 6%, misturamos uma solução de 95% de formamida, 0,05% de azul de 

bromofenol, 0,05% de xileno cianol e 50 mM de NaOH. Após uma desnaturação prévia a 

94°C por 10 minutos, a eletroforese foi conduzida entre 2 a 5 Watts em temperatura 
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ambiente, "overnight". Os géis foram posteriormente corados com nitrato de prata e 

fotografados para catalogação. Dezessete amostras que apresentaram migrações suspeitas 

foram seqüenciadas usando o Kit ABI prism big dye sequencing (Perkin Elmer, 

Warrington, Cheshire UK) e os primers sense, em um seqüenciador ABI 377 Prism DNA 

sequencer (Perkin Elmer). Controles positivos e negativos foram incluídos em todas as 

reações de PCR e todas as corridas de SSCP para detectarmos possíveis problemas de 

contaminação. 

Análise dos polimorfismos do códon 72 de p53 

Para a determinação do polimorfismo do códon 72 do gene p53 utilizamos  

2 pares de primers: um amplifica o alelo da arginina (Arg) e o outro o alelo da prolina 

(Pro), de acordo com o descrito por Storey (STOREY et al, 1998). 

Tabela 3- Seqüências dos primers usados nas reações de PCR para o códon 72 de p53 

p53Arg 

 

sense          5’ – TCCCCCTTGCCGTCCCAA – 3’ 

anti sense   5’ –CTGGCCAGGGGCCACGC – 3’ 

p53Pro 

 

sense          5’ – GCCAGAGGCTGCTCCCCC – 3’ 

anti sense   5’ –CGTGCAAGTCACAGACTT – 3’ 

 

A detecção dos polimorfismos é feita em duas reações de PCR diferentes. Em 

ambas as reações utilizamos 100ng de DNA genômico, 50 nM de cada primer, 100mM 

Tris-HCL (ph8, 0), 100uM de dNTP (dATP, dTTP, dCTP,dGTP), 2,0 mM MgCl2 e 0,5 U 

Taq DNA polimerase para um volume final de 25µl. Para amplificação, utilizamos uma 

desnaturação  de 94°C por 3 minutos, 35 ciclos de 94°C por 45 segundos. As temperaturas 

de anelamento utilizadas foram 68°C para os primers de Arg e 53°C para os primers de Pro 

por 45 segundos e 72°C por 1 minuto com uma extensão final de 72°C por 10 min em um 

termociclador MJ PTC-200. Os produtos obtidos na reação de amplificação por PCR foram 

submetidos à eletroforese em gel de agarose a 2%, corados com brometo de etídeo e 

visualizados no transiluminador por um sistema Kodak de visualização e fotografia. 
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O produto de PCR do alelo Arg possui 141pb e o produto do alelo Pro possui 

177pb. Os indivíduos heterozigotos possuem a amplificação dos dois produtos de PCR 

enquanto que as amostras homozigotas apresentam somente um dos dois produtos  

(figura 2). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3- Gel de agarose a 2%, representando os resultados da PCR com os primers do 

alelo arginina (Arg) e um gel com os primers do alelo prolina (Pro). As amostras 

são pertencentes aos mesmos indivíduos. Observamos que nas amostras 1,3 e 6 

há somente a amplificação do alelo arginina, já as amostras 2 e 5 os 

heterozigotos com a amplificação dos dois fragmentos e  a amostra 4 só 

amplificou prolina, sendo portanto o paciente homozigoto para prolina;  

M marcador de peso molecular 100pb (Invitrogen- Brasil Ltda).  

Pro 
177pb 

M 1 2 3 4 5 6 C-

Arg 
141pb 

M 1 2 3 4 5 6 C-
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Selecionamos 4 amostras homozigotas Pro,  4 amostras homozigotas Arg e 10 

amostras heterozigotas Arg/Pro para serem seqüenciadas e assim confirmamos os 

correspondentes genótipos. O seqüênciamento das amostras foi realizado utilizando-se um 

produto de PCR amplificado com os primers sense da arginina (5’ – 

TCCCCCTTGCCGTCCCAA – 3’) e o antisense da prolina (5’ –

CGTGCAAGTCACAGACTT – 3’), através dos quais amplificamos um fragmento de 279 

pares de bases que abriga a região do polimorfismo. Todas as condições para a PCR foram 

semelhantes, assim como o ciclo, fazendo-se apenas uma modificação na temperatura de 

anelamento (60,8°C) (Figura 3).  

                                                

Figura 4- Gel de agarose 2% das amostras amplificadas do códon 72 de p53 para posterior 

seqüênciamento das amostras. A PCR foi realizada com o primer p53Arg sense 

e o primer p53Pro anti sense. 

 

Análise estatística 

A análise estatística foi realizada utilizando o software SAS (Statistical 

Analyses System), versão 8.1, Cary, NC, USA, 1999-2000. Testes exatos de qui-quadrado 

(χ2) e o teste de Fisher (F) foram usados para examinar a homogeneidade entre os casos e 

os controles com relação à raça, cor, doenças tiroidianas prévias, uso de medicações e 

fumo. A comparação entre o estadiamento dos carcinomas papilíferos e foliculares foi 

realizada usando-se o teste de Fisher. O teste de Kruskal-Wallis (KW) foi usado para 

comparar a idade entre os grupos. Os testes de Mann-Whitney ou Wilcoxon foram usados 

para comparar a idade entre diferentes grupos genotípicos. O odds ratio (OR) e o 

coeficiente de intervalo de 95% (confidence interval -CI) permitiram estimar a força de 

associação entre cada variável e o comportamento benigno ou maligno. Utilizamos uma 

  L  1    2    3   4   5    6   C 
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análise de regressão logística para avaliar os efeitos dos genótipos, depois de ajustados para 

idade, sexo, cor, fumo, consumo de álcool ou medicamentos na determinação de risco para 

malignidade e na determinação da resposta terapêutica e evolução á longo prazo. As 

interações entre as variáveis ambientais e os genótipos também foram avaliados. Todos os 

testes foram realizados com p=0,05 como nível de significância.  
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Não encontramos diferenças entre o grupo controle e os pacientes com doenças 

tiroidianas em relação à idade (47±21 anos vs  49±14 anos), sexo (42 homens  e  

115 mulheres vs  37 homens e 61 mulheres), cor (72 brancos e 60 não brancos vs  

54 brancos e 44 não brancos), ingestão de medicamentos (39 controles vs 29 pacientes), 

fumo (61 controles vs 46 pacientes), consumo de álcool (61 controles vs 46 pacientes) e os 

diferentes tipos de dietas. 

Na tabela 4 resumimos as características clínicas, os parâmetros de 

agressividade, o diagnóstico e o tempo de seguimento dos pacientes com câncer de tiróide.  

Pacientes com carcinoma folicular (CF) são mais velhos que os pacientes com 

carcinoma papilífero (CP) (KW; p=0,0012) embora os grupos não sejam diferentes quanto 

à cor, raça, hábitos de fumo, uso de medicamentos ou doença benigna da tiróide 

preexistente. 

A ocorrência de linfonodos cervicais acometidos já no momento do diagnóstico 

é mais freqüente em CP (40%), do que em CF (14%), (F; p<0,05). No entanto, pacientes 

com CF apresentam mais metástase à distância no momento do diagnóstico (48%) do que 

os CP (10%), (F; p<0,001). Os dados do seguimento dos pacientes não mostraram 

diferenças entre CP e CF no aparecimento de metástase à distância e/ou recorrência e 

tumor, embora pacientes com CF apresentem recorrência ou metástase em 48% dos casos e 

os pacientes com CP em apenas 26% dos casos (F; P= 0,11). Dois pacientes morreram 

durante o período de observação por condição relacionada diretamente ao câncer da tiróide. 

 



Tabela 4-  Distribuição dos pacientes com carcinoma de tiróide de acordo com a histologia, características clínicas incluindo idade  

(em anos), sexo (F, feminino; , masculino), cor (B, branco; NB, não branco), história prévia de doença benigna tiroidiana, 

tabagismo, uso de medicações, presença de linfonodo comprometido e metástase à distância no diagnóstico ou recorrência 

e/ou metástase durante o seguimento. 

 

Características Clínicas Presença de 

Metástase ao 

Diagnóstico 

Seguimento 

Sexo Cor Doença 

tiroidiana prévia

Tabagismo Uso de 

medicamento 

Linfonodo Distância Recorrência ou metástase à 

distância 

Idade 

M F B NB   

CP 

44±15 

28 66 61 16 18 37 21 30 08 20 

CF 

56±12 

09 14 15 06 09 09 08 03 10 10 



Tabela 5- Comparação estatística dos grupos e proporções dos genótipos de GSTP1 na população controle e nos pacientes com 

doenças tiroidianas malignas e benignas. 

N.º  de 
Casos 

N (%)  
OR ( 95% CI) 

 
Valor de P 

 

 AA AB BB   

Controles 
 
 

Bócio 
 
 
 
 

Adenoma 
folicular 

 
 
 

Carcinoma 
 papilífero 

 
 
 

Carcinoma 
folicular 

157 
 
 

30 
 
 
 
 

14 
 
 
 
 

77 
 
 
 
 

21 

        148 
    (94.2%) 

 
26 

     (86.6%) 
 
 

 
11 

     (78.5%) 
 
 
 

57 
      (74%) 

 
 
 

14 
     (66.6%) 

4 
(2.5%) 

 
1 

(3.3%) 
 
 
 

1 
(7.1%) 

 
 
 

13 
(16.8%) 

 
 
 

6 
(28.5%) 

5 
(3.1%) 

 
3 

(10%) 
 
 
 

2 
(14.2%) 

 
 
 

7 
(9%) 

 
 
 

1 
(4.7%) 

 
 
 

AA vs AB   1.423 ( 0.1528 - 13.250) 
AA vs BB   3.415 (0.7688 – 15.172) 
AB vs BB   2.400 (0.1751 – 32.900)  
Na vs AB       2.530  (0.7251 – 8.827) 

 
AA vs AB   3.364 (0.3455 – 32.750) 
AA vs BB   5.382 (0.9344 – 30.999) 
AB vs BB   1.600 (0.1036 – 24.720) 
Na vs AB       4.485 (1.059 – 18.994 ) 

 
AA vs AB    8.439 (2.641 – 26.968) 
AA vs BB    3.635 (1.108 – 11.924) 
AB vs BB    0.430 (0.086 – 2.143) 
Na vs AB         7.092 (2.307 – 21.802) 

 
AA vs AB  15.85 (3.993 – 62.973) 

AA vs BB   2.114 (0.2305 – 19.397) 
AB vs BB   0.133 (0.01103 – 1.612) 
Na vs AB       9.625 (2.484 – 37.291) 

 
 
 

0.56 
0.12 
1.00 
0.23 

 
0.32 
0.09 
1.00 
0.06 

 
<0.0001 
0.0444 
0.4223 

<0.0001 
 

0.0002 
0.4345 
0.1451 

<0.0001 

 aN, Normal 
 bVA, Variantes alélicas 
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O gráfico 1 representa a comparação estatística da prevalência de GSTP1 

normal e de suas variantes alélicas entre os grupos. A presença das variantes alélicas de 

GSTP1 não foi diferente entre os adenomas foliculares (21.3%) e os carcinomas foliculares 

(33.2%) (p=0.704).  

O perfil genotípico de GSTP1 demonstrou ser absolutamente idêntico nas 

amostras de tecidos normais e nos tumores, assim como nas amostras de sangue periférico.  

Pacientes com nódulos benignos, e, sobretudo, pacientes com CP e CF 

demonstram uma presença significativamente maior das variantes alélicas de GSTP1 

quando comparados com a população controle (χ2, p<0.0001). No grupo de pacientes com 

nódulos malignos da tiróide predominam os indivíduos heterozigotos para GSTP1AB (21%) 

sobre os homozigotos GSTP1BB (9%), enquanto que na população controle a prevalência 

de hetero e homozigotos é de 2,5 e 3%, respectivamente (χ2, p<0.0001). O risco para 

desenvolver câncer de tiróide em indivíduos com as variantes de GSTP1, depois de 

ajustados para a raça, a idade, o fumo e o uso de drogas, aumenta 7 vezes (OR=7.092; CI 

2.307 – 21.802) para carcinoma papilífero e mais de 9 vezes (OR=9.625; CI 2.484 – 

37.291) para carcinoma folicular.  

Não encontramos associação entre genótipo e as características clínicas dos 

pacientes, parâmetros tumorais, agressividade ao diagnóstico ou o comportamento durante 

o seguimento. 
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Tabela 6- Perfil dos genótipos de GSTO1 dos nódulos benignos e dos carcinomas 

tiroidianos, quando comparados com a população controle. 

 

Em relação ao gene GSTO1, não observamos diferenças entre a incidência de 

heterozigotos e homozigotos em nódulos benignos, malignos e na população controle.  

 A140/A140 A140/D140 D140/D140 

Nódulos benignos 

N=52 

41 

(78.8%) 

8 

(15.4%) 

3 

(5.8%) 

Carcinomas tiroidianos 

N=93 

74 

(79.6%) 

17 

(18.3%) 

2 

(2.1%) 

Controles 

N=173 

146 

(84.4%) 

19 

(11%) 

8 

(4.6%) 
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A freqüência das variantes de GSTO1 encontrada em nossa população foi 

similar, a de outros estudos (ƒ = 0.156) e à freqüência descrita em australianos (ƒ= 0.335), 

japoneses (ƒ= 0.118), chineses (ƒ= 0.165), mexicanos (ƒ= 0.118) e africanos (ƒ= 0.081) 

(WHITBREAD et al, 2003; CERDA-FLORES et al, 2002). 

 

0

20

40

60

80

100

PC FC 

N    173                 52                   76                 17 

%% 

C B
Normais

Variantes 
alélicas 

Gráfico 2- Proporções dos genótipos de GSTO1 selvagem e variantes na população controle e nos 

pacientes com doenças tiroidianas benignas e malignas. 
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Tabela 7- Perfil dos genótipos do códon 72 de p53 na população controle e em pacientes 

com doenças tiroidianas benignas e malignas. 

 

Em relação ao codon 72 do gene p53, apresentamos os dados resumidos de 

todas as proporções dos genótipos encontrados na tabela 7. Os pacientes com nódulos 

benignos e, em particular, os pacientes com CP e CF, demonstraram uma maior prevalência 

do genótipo Pro/Pro (χ2, p=0.0015). O risco para o câncer de tiróide, depois do ajuste dos 

dados para raça, idade, fumo, consumo de álcool e medicamentos aumentou mais de  

7 vezes (OR=7,023; CI 1,928 – 25.588) em indivíduos com o genótipo Pro/Pro quando 

comparado com os outros genótipos. O risco para carcinoma do tipo papilífero aumentou 

mais de 5 vezes (OR=5,299; CI 2,3344 – 40.436)(p=0.0074) e o risco para carcinoma do 

tipo folicular aumentou quase 10 vezes (OR=9,714; CI 2,334 – 39.425)(p=0.0043) em 

indivíduos que apresentam o genótipo Pro/Pro quando comparados com os outros 

genótipos. 

O gráfico 3 representa a distribuição dos grupos estudados em relação à 

prevalência percentual do genótipo Pro/Pro.  O genótipo Pro/Pro não apareceu em nenhum 

dos 14 casos de adenomas foliculares, mas ocorreu em 19% dos carcinomas foliculares. O 

genótipo Arg/Pro incide de maneira similar em todos os grupos. 

 

Controles Nódulos Benignos Nódulos Malignos  

N 

(%) 

Bócio Adenoma 

folicular 

Carcinoma 

papilífero 

Carcinoma 

folicular 

Arg/Arg 51 

(33.3%) 

18 

(60%) 

5 

(35.7%) 

28 

(36.3%) 

9 

(42.9%) 

Arg/Pro 99 

(64.7%) 

11 

(36.6%) 

9 

(64.2%) 

41 

(53.2%) 

8 

(38%) 

Pro/Pro 3 

(1.9%) 

1 

(3.3%) 

0 8 

(10.3%) 

4 

(19%) 

Total de casos 153 30 14 77 21 
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Gráfico 3- Análise estatística da prevalência do genótipo Pro/Pro do códon 72 de p53 

(colunas da frente) em comparação com os outros genótipos (coluna de trás) 

na população controle (C) e nos pacientes com nódulos benignos (NB), 

carcinoma papilífero (CP) e carcinomas foliculares (CF). 
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Nossos dados, tanto de GSTP quanto de GSTO e p53 não estão de acordo com o 

equilíbrio de Hardy-Weinberg, nem em pacientes com câncer nem na população controle.  

Para que um a população esteja no equilíbrio de Hardy-Weinberg deve 

obedecer a algumas regras: os acasalamentos entre os indivíduos dessa população devem 

ser aleatórios e não seletivos; a população não deve estar sujeita a migrações nem a 

mutações constantes. Assim as freqüências e razões genotípicas nessa população serão 

constantes de geração para geração. Notemos que as suposições para a validade da lei são 

muito restritas, e que na maioria dos casos ela só pode ser aplicada a populações teóricas. 

(UZUANI & BINER,1997) No caso da população brasileira, com suas múltiplas e 

sucessivas ondas de imigração das mais variadas origens, o equilíbrio de Hardy-Weinberg 

deve levar ainda algum tempo para ser atingido. 
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Identificar os indivíduos que possuem um risco aumentado para o câncer é 

importante para planejar e implementar políticas de prevenção e estratégias de conduta não 

apenas em nível de saúde pública, mas também para cada paciente em particular. Assim 

como em outros países, temos verificado um grande aumento no número de indivíduos 

identificados como portadores de nódulos de tiróide graças ao maior acesso da população 

ao sistema de saúde e, sobretudo, a métodos diagnósticos não-invasivos, simples, rápidos e 

de custo relativamente baixo em nosso meio, como é a ultra-sonografia (CHOW et al, 

2003; HEGEDUS, 2003; TAN & GHARIB, 1997). Esta crescente população faz prever que 

devamos ter, nos próximos anos, uma imensa massa de indivíduos buscando 

aconselhamento médico para seus nódulos de tiróide. O que faremos com estes pacientes?  

O uso de marcadores moleculares de risco, identificados através de um simples 

exame em sangue periférico, poderia auxiliar no rastreamento de malignidade. Poderíamos, 

por exemplo, programar ultra-sonografias periódicas e/ou obter citologia de nódulos de 

maior risco. Ao contrário, pacientes com nódulos de baixo risco de malignidade poderiam 

ser acompanhados apenas clinicamente ou de forma menos intensa, poupando grandes 

somas de dinheiro ao sistema de saúde e diminuindo consideravelmente o impacto 

psicológico do risco de malignidade que pesa sobre os portadores de nódulos e seus 

médicos.  

Uma série de fatores clínicos e epidemiológicos vem sendo utilizada na seleção 

dos pacientes de risco para câncer da tiróide entre os portadores de nódulos tiroidianos 

(WELKER & ORLOV, 2003; LIVOLSI, 1990; CHOW et al, 2003; FIGGE, 1999; MACK 

et al, 2003). Infelizmente, nenhum destes fatores é suficientemente confiável para afastar o 

risco de câncer ou predizê-lo com certeza. 

Marcadores moleculares podem ser aplicados a um grande número de 

indivíduos em qualquer fase de sua vida. Poderiam assim, se tornar uma importante arma 

de rastreamento, identificando indivíduos com risco maior para o câncer dentre a vasta 

maioria de nódulos benignos. Tal rastreamento poderia baratear sensivelmente o custo do 

diagnóstico do câncer da tiróide e ser de grande impacto social. Mais ainda, poderia 

identificar indivíduos com maior risco de desenvolver câncer em situações médicas como o 

uso de radiação ionizante, além de prover aconselhamento adequado em relação a fatores 

de risco reconhecidos epidemiologicamente como a injestão de iodo.  
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Os estudos de marcadores de polimorfismos pontuais ou de uma única base 

(single nucleotide polymorphysms - SNPs) vêm se tornando populares graças às suas 

propriedades que os transformam em instrumentos simples e baratos para a análise genética 

de diferentes doenças (KIRK et al, 2002). A esmagadora quantidade de dados advindos de 

estudos com polimorfismos gênicos vem indicando a sua importância na compreensão dos 

principais fatores implicados no desenvolvimento do câncer (VINEIS et al, 2003). Os 

polimorfismos que existem nas enzimas responsáveis pelo metabolismo de drogas e de 

substâncias tóxicas ajudam a compreender a susceptibilidade individual aos carcinógenos 

químicos e ajudam a explicar as variações da incidência do câncer de tiróide em todo o 

mundo (STRANGE & FRYER, 1999).  

Para podermos estudar a base genética para a susceptibilidade ao câncer da 

tiróide, deveríamos conhecer os fatores que podem desencadear a doença. Infelizmente, 

pouco se sabe sobre os fatores de susceptibilidade ao câncer de tiróide. A exposição à 

radiação ionizante, principalmente em crianças, é o único fator ambiental reconhecido 

como capaz de levar à formação de tumores benignos e malignos da tiróide, embora 

deficiência de iodo também tenha sido ligada ao desencadeamento de tumores por este 

mecanismo (SCHLUMBERGER et al, 1999; RONCKERS et al, 2005). Radicais livres 

produzidos pela irradiação ionizante aumentam o estresse oxidativo, formando produtos 

que reagem com o DNA e podem induzir mutações (SARASIN, 1999). Além disso, a 

exposição à radiação ionizante induz instabilidade genética que aumenta consideravelmente 

o risco de novas e sucessivas mutações poderem se acumular e levar a célula atingida a 

progredir em direção à formação de um clone de células tumorais (NIKIFOROV et al, 

1998; BOUNACER et al, 2000; TALINI 2002).  A exposição à radiação ionizante sem 

dúvida pode causar câncer. No entanto, não explica a maior parte dos casos de tumores 

esporádicos. Por outro lado, em populações expostas à mesma quantidade de radiação na 

mesma faixa etária, alguns indivíduos desenvolvem câncer enquanto que outros não.  

Seguramente outros fatores genético-ambientais influenciam a etiopatogenia dos tumores 

tiroidianos. 

Infelizmente, os dados disponíveis sobre produtos carcinogênicos e a glândula 

da tiróide são relativamente escassos e bastante conflitantes. Muitos produtos são capazes 

de induzir neoplasia tiroidiana em roedores, alguns especificamente relacionados ao sexo 
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dos animais (MIYAWAKI et al, 2003). Especula-se que a ação destes produtos se deva ao 

estímulo prolongado da célula folicular pelo TSH, provavelmente envolvendo inativação da 

peroxidase tiroidiana por espécies reativas resultantes do metabolismo destes produtos 

(MIYAWAKI, 2003; TAMURA et al, 1999; O'BRIEN, 2000). Assim, estes produtos 

tóxicos formariam compostos intermediários reativos que se ligariam a aminoácidos 

críticos para a atividade da peroxidase (O'BRIEN, 2000). A inativação da ação da 

tireoperoxidase leva a queda na produção de hormônios tiroidianos e daí, a um aumento do 

TSH hipofisário, o qual causa aumento da tireoperoxidase e também da síntese de NADPH 

oxidase (O'BRIEN, 2000). Mais ainda é possível que estas espécies intermediárias reativas 

possam reagir com outras moléculas levando a produtos de peroxidação lipídica que 

reagem com o DNA (O'BRIEN, 2000). Com isso, a célula folicular recebe um estímulo de 

crescimento prolongado que pode selecionar células que já apresentam vantagens 

proliferativas, por exemplo, por apresentarem variantes gênicas que dificultam o 

reconhecimento de anormalidades no DNA ou impedem a adequada apoptose das células 

defeituosas.  

Um amplo rastreamento com mais de 200 drogas revelou que apenas duas, a 

griseofulvina e a senna, estavam associadas com o aumento do risco de carcinomas 

tiroidianos em humanos (FRIEDMAN & URY, 1983). A ingestão de alimentos 

bociogênicos não está associada com o aumento do risco de carcinomas tiroidianos de 

acordo com um estudo caso–controle de Ron et al, 1987. No entanto, um estudo baseado no 

aumento da incidência de câncer de tiróide nas mulheres do sudeste da Ásia que vivem nos 

Estados Unidos, comparados com norte americanas de outras ascendências, concluiu que o 

consumo de carotenóides e isoflavonas na alimentação baseada em soja das primeiras 

contribui para a maior incidência de câncer da tiróide (HASELKORN et al, 2003;  

MACK et al, 2002). 

Um dos mais importantes mecanismos de defesa contra os carcinógenos 

ambientais é uma família de genes que codificam enzimas diméricas que são 

provavelmente expressas em todas as formas de vida, as enzimas do sistema glutationa  

S-transferase (MANNERVIK, 1985). Indivíduos com as formas variantes do gene GSTP1 

produzem uma enzima com uma capacidade de detoxificação diminuída para uma extensa 

lista de carcinógenos ambientais. Indivíduos com ausência dos genes GSTM1 e GSTT1 
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também são mais susceptíveis aos efeitos de uma grande série de carcinógenos. 

Infelizmente, dados da literatura a respeito do papel das enzimas do sistema GST em câncer 

de tiróide são bastante escassos. Um estudo recente não foi capaz de correlacionar 

polimorfismos dos genes GSTM1, GSTT1 e GSTP1 com o risco de câncer de tiróide 

(HERNANDEZ et al, 2003). Os autores usaram restrição enzimática para a análise dos 

polimorfismos mas, infelizmente, não parearam casos e controles em relação à idade e ao 

sexo (HERNANDEZ et al, 2003).  Ao contrário, com o auxílio de uma grande população 

controle e de bom número de casos, todos eles bem controlados, pareados para idade e 

sexo, nós demonstramos anteriormente que o genótipo nulo combinado de GSTT1 e 

GSTM1 aumenta o risco de lesões malignas da tiróide em (MORARI et al, 2002). Em 

adição, o presente estudo mostrou que a prevalência das variantes de GSTP1 em lesões 

malignas, carcinomas foliculares 33% e em carcinomas papilíferos 26%, são 

significativamente mais alta que na população controle 5% (х2 ;p<0,001). Deste modo, as 

variantes de GSTP1 aumentam o risco estimado para carcinoma papilífero 5,7 vezes e para 

carcinoma folicular 8,2 vezes (GRANJA et al, 2004-B). Mais recentemente, Gaspar et al, 

2004, corroborando nossos achados, mostrou que uma combinação destes 3 alelos de risco: 

a ausência de GSTM e de GSTT, combinada com a variante Ile/Ile de GSTP1, aumenta o 

risco de câncer  diferenciado da tiróide quase 3 vezes (OR=2.91). Este aumento ocorre às 

custas de aumento de risco para o CP mas não para o CF nos dados de Gaspar, contrariando 

nossos achados que sugerem uma importância maior do perfil genotípico de GSTP1 para o 

desenvolvimento de carcinomas foliculares (GASPAR et al, 2004; GRANJA et al,  

2004-B).   

Estudos de polimorfismos freqüentemente apresentam diferentes resultados 

relacionados ao sexo, à idade e à etnia das populações estudadas (GARTE et al, 2001). Em 

contraste com a população espanhola estudada por Hernandez et al, e a população 

portuguesa estudada por Gaspar et al, a população brasileira possui alta heterogeneidade já 

que é composta por imigrantes da Europa, África e Ásia mesclados com indígenas da 

população nativa. Nossos hábitos alimentares, baseado em arroz e feijão, também diferem 

dos europeus. Além disso, muitas condições sociais e culturais contribuem para a exposição 

a diferentes fatores ambientais que podem ser muito importantes e que podem explicar as 
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diferenças entre nossos resultados e os de Herandez e de Gaspar (HERNANDEZ et al, 

2003; GASPAR et al, 2004).  

É interessante notar que entre os portadores de câncer de tiróide, quando 

comparamos com a população controle, indivíduos com o genótipo heterozigoto AB são 

mais freqüentes que homozigotos BB do gene GSTP1. Os dois genótipos variantes de 

GSTP1 (AB e BB) produzem enzimas com uma diminuída atividade específica e afinidade 

aos componentes eletrofílicos (ALI-OSMAN et al, 1997). No entanto “experimentos in 

vitro” demonstraram que esta afinidade e atividade diferem em muitos substratos 

eletrofílicos (ALI-OSMAN et al, 1997). Uma série de dados obtidos em amostras de 

tecidos e experimentos com cultura de células usando um considerável número de 

compostos diferentes mostra que realmente a ação tóxica é tecido e/ou célula específico 

(PAL et al, 2000; WATSON et al, 1998; VAN LIESHOUT et al, 1999). Assim, é possível 

que os heterozigotos AB de GSTP1 sejam mais propensos a sofrer a ação de determinados 

produtos tóxicos que lesam particularmente a célula folicular tiroidiana. 

Portanto, nós sugerimos que o polimorfismo de GSTP1 é um importante fator 

de susceptibilidade dos indivíduos aos efeitos tóxicos de fatores ambientais relacionados ao 

processo de carcinogênese tiroidiana (GRANJA et al, 2004-B). Infelizmente, não 

encontramos nenhuma associação entre os fatores clínicos, histológicos ou os parâmetros 

de agressividade medidos por qualquer tipo de estadiamento ou sistema de classificação de 

agressividade ao diagnóstico ou durante o seguimento com os genótipos de GSTP1. Assim, 

presumimos que o perfil genotípico de GSTP1 não deva ser útil como um indicador de 

prognóstico para carcinomas diferenciados da tiróide. Por outro lado, estes dados sugerem 

que uma genotipagem relativamente simples, como é a de GSTP1, pode ser utilizada para o 

rastreamento de malignidade dos nódulos tiroidianos. 

Também não encontramos correlação entre os genótipos anteriormente já 

estudados por nós nestes pacientes (GSTM e GSTT) com o de GSTP, contrariamente aos 

dados Gaspar et al, o qual demonstrou que a combinação dos genótipos para GSTM1, 

GSTT1 e GSTP1 AA leva a um significante aumento do risco para tumores papilíferos 

(MORARI et al, 2002; GASPAR et al, 2004). Novamente, a explicação desta discrepância 

pode residir nas diferentes populações estudadas. Também não podemos excluir a 
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influência de outros polimorfismos de GSTP1 ainda não estudados, ou a existência de 

“linkage” de GSTP com outros genes envolvidos em estágios mais tardios da carcinogênese 

tiroidiana.  

A recente caracterização de uma nova classe de genes, a GSTO, também atraiu 

nossa atenção (BOARD et al,2000). As variantes gênicas da GSTO1 codificam enzimas que 

apresentam reduzida atividade enzimática e baixa capacidade de detoxificação do arsênico 

inorgânico (WHITBREAD et al, 2003). O arsênico é um carcinógeno ambiental bem 

conhecido e a contaminação da água potável com o arsênico inorgânico é um problema de 

saúde mundial (WHITBREAD et al, 2003). A detoxificação do arsênico inorgânico é feita 

principalmente através do processo de metilação (WHITBREAD et al, 2003). Variações na 

capacidade individual de metilação são bem correlacionadas com a intolerância ou a maior 

susceptibilidade aos efeitos tóxicos do arsênico (HIRAKAWA et al, 2002). Infelizmente, 

nossos dados, mostram que o gene GSTO e as suas variantes não apresentam correlação 

com o risco de malignidade em nódulos tiroidianos ou com as características clínicas e 

patológicas do câncer da tiróide (GRANJA et al, 2005). Por outro lado, nosso estudo do 

GSTO mostrou que a população brasileira possui uma freqüência das variantes do gene 

similar (ƒ=0.156) àquelas freqüências descritas em australianos (ƒ= 0.335), Japoneses  

(ƒ= 0.118), chineses (ƒ= 0.165), mexicanos (ƒ= 0.118) a africanos (ƒ= 0.081) 

(WHITBREAD et al, 2003; CERDA-FLORES et al, 2002). Estes dados de distribuição 

genotípica em nossa população vêm ajudando a traçar um perfil que poderá ser útil para o 

cálculo do risco para diferentes condições médicas e para propor ações preventivas em 

indivíduos expostos aos agentes tóxicos ambientais. 

Finalmente, estudamos o polimorfismo do códon 72 de p53. Esse polimorfismo 

é particularmente interessante desde que se vem demonstrando que a variante Pro 72 possui 

uma habilidade marcadamente reduzida de induzir a apoptose em comparação com a 

variante Arg 72. Uma das causas desta redução na capacidade apoptótica advém do fato de 

que a variante Pro não é capaz de se localizar na mitocôndria, ao contrário da variante Arg. 

Com isso, a variante Pro não deve ser capaz de promover uma liberação eficiente de 

citocromo c oxidase para o citosol (DUMONT et al, 2003). Esta liberação, essencial para o 

processo da apoptose, protegeria da destruição células que podem apresentar uma vantagem 

de crescimento sobre as demais (DUMONT et al, 2003). A associação do polimorfismo do 
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códon 72 de p53 com maior susceptibilidade a muitos tipos de câncer vem sendo bem 

documentada na literatura (BUYRU et al, 2003; PAPADAKIS et al, 2002; SHEN et al, 

2002; DRUMMOND et al, 2002; DONG et al, 2003; WU et al, 1995; WANG et al, 1999; 

QIE et al, 2002; TSAI et al, 2002; FAN et al, 2000; YU et al, 1999). No entanto, existe um 

único estudo da relação entre o polimorfismo do códon 72 de p53 e o câncer de tiróide 

(BOLTZE et al, 2002). Boltze conseguiu reunir 22 carcinomas anaplásicos que foram 

comparados com 21 carcinomas papilíferos.  Os seus dados, de forma similar aos nossos, 

mostram que o homozigoto prolina é um potente fator de risco para câncer de tiróide. No 

entanto, em contraste com o trabalho de Boltze, nós encontramos a variante Pro 72 também 

em carcinomas tiroidianos bem diferenciados e mesmo em um caso de hiperplasia benigna. 

Além disso, estudamos um número consideravelmente maior de pacientes com carcinomas 

diferenciados da tiróide, o que nos permitiu avaliar o diferente impacto da variante Pro  

72 em carcinomas papilíferos e foliculares. Mostramos que o genótipo Pro/Pro confere um 

risco bem maior para o desenvolvimento de carcinoma folicular (OR=9,714) do que para 

carcinoma papilífero (OR=5,299) (GRANJA et al, 2004-A).  

Infelizmente, novamente não fomos capazes de identificar qualquer associação 

entre o perfil genotípico destas variantes com qualquer característica clínica ou histológica 

de agressividade do tumor nem tampouco com sua evolução ou sua resposta ao tratamento 

(GRANJA et al, 2004-A).  

Nossos dados, tanto de GSTP quanto de GSTO e p53 não estão em equilíbrio 

alélico na população, ou seja, não estão de acordo com o princípio de equilíbrio de  

Hardy-Weinberg, nem em pacientes com câncer nem na população controle. 

Evidentemente, este desequilíbrio pode indicar a existência de relação entre estes genes e o 

desenvolvimento do câncer da tiróide, apoiando nossas hipóteses. Entretanto, outros  

2 fatores importantes podem concorrer para este fato: o tamanho relativamente pequeno do 

grupo estudado e a alta heterogenidade da população brasileira, composta de imigrantes 

europeus, africanos, asiáticos e a população indígena. Temos uma população relativamente 

jovem, em que sucessivas migrações e imigrações influenciam o perfil genético. O fato de 

não haver equilíbrio alélico nem na população controle favorece esta última possibilidade. 
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Conduzimos um estudo prospectivo de tipo caso-controle para comparar a 

proporção de variantes conhecidas dos genótipos de GSTP1, GSTO1 e o polimorfismo do 

códon 72 de p53 entre pacientes com nódulos tiroidianos benignos, malignos e um grupo 

controle pareado para idade, sexo, raça, hábitos, uso de medicamentos e proveniência. 

Nossos dados sugerem que o perfil genotípico de p53 e de GSTP1, mas não o de GSTO1, 

pode ser usado para o rastreamento de malignidade em pacientes com nódulos tiroidianos. 

Grandes estudos e/ou meta-análises de dados provenientes de outras populações 

deverão confirmar nossos dados e possibilitar uma compreensão melhor dos fatores 

envolvidos na etiopatogenia do câncer da tiróide.  

Estudos populacionais são necessários para avaliar o custo-benefício dos 

métodos que utilizam o sangue periférico, empregando estes SNPs como marcadores de 

malignidade para nódulos tiroidianos. 

Concluímos a partir dos dados obtidos neste trabalho: 

• Sugerimos que o polimorfismo (I105V) de GSTP1 está associado com uma 

susceptibilidade aumentada ao desenvolvimento do câncer de tiróide.  

• Sugerimos que o polimorfismo (Ala140Asp) de GSTO1 não está relacionado 

com o aumento da susceptibilidade ao desenvolvimento do câncer de tiróide. 

Nossos dados são semelhantes aos de outros estudos deste polimorfismo 

realizados na população Australiana, Japonesa, Chinesa, Mexicana e 

Africanos estudado por Whitbread e colaboradores,2003. 

• Sugerimos que o genótipo Pro/ Pro do codon 72 de p53 está associado com 

uma susceptibilidade aumentada ao desenvolvimento do câncer de tiróide. 

• Quando relacionamos e associamos os diferentes genótipos do sistema GST 

e genótipo Pro/ Pro de p53 entre si, não observamos associação entre os 

genótipos com a susceptibilidade aumentada ao desenvolvimento do câncer 

de tiróide. Quando relacionamos e associamos os diferentes genótipos do 

sistema GST e genótipo Pro/ Pro de p53 não observamos associação com os 

fatores prognósticos, o grau de agressividade e nem com a resposta 

terapêutica destes pacientes.  
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Em conclusão, nós sugerimos que uma combinação desses SNP´s com as 

características clínico-epidemiológicas pode ser muito interessante para identificar risco de 

malignidade para câncer da tiróide. Esta pode ser uma arma interessante para rastrear a 

presença de câncer entre os indivíduos portadores de nódulos tiroidianos, diagnosticando o 

câncer mais precocemente, definindo grupos de maior e de menor risco que poderão ser 

acompanhado de mais perto ou com maior frequência, com ultra-sonografias periódicas ou 

mais punções aspirativas. 
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bHeliópolis Hospital, São Paulo, Brazil

Received 6 October 2003; received in revised form 14 December 2003; accepted 16 December 2003

Abstract

Screening tools are of utmost necessity in order to identify individuals at risk for thyroid nodule cancer. The polymorphic

inheritance of human drug-metabolizing enzymes, such as those encoded by the Glutathione-S-Transferase (GST) system,

plays an important role in the development of most human cancers. GSTP1 enzyme is the most important detoxification enzyme

in human head and neck tissues. An aminoacid substitution (1105V) in the GSTP1 gene result in two genotypes, GSTP1AB and

GSTP1BB. Those produce a variant enzyme with lower activity and less capability of effective detoxification of carcinogens

than the wild type GSTP1AA. In order to look for the influence of GSTP1 enzymes inheritance pattern on thyroid cancer risk we

used a PCR-SSCP-sequencing approach to compare the genotypes of 98 malignant nodules, including 77 papillary carcinomas

(PC) and 21 follicular carcinomas (FC), to 44 benign nodules and to 157 healthy control individuals. Individuals with history of

previous thyroid disease, exposure to radiation and antecedents of malignancy were excluded. Patients with PC and FC showed

a significant over-representation of the variants of GSTP1 allele compared to the control population ðp , 0:0001Þ: The risk for

thyroid cancer in individuals with the variant GSTP1 enzymes, after adjusting for gender, age, tobacco and drugs use, increased

7,092 (CI: 2,307-21,802) and 9,625 (CI: 2.484-37.291) times for PC and FC, respectively. We suggest that GST genotype may

be associated with an increased susceptibility to thyroid cancer. GSTP1 profiling from peripheral blood may be a simple and

useful tool in the screening for thyroid nodule malignancy. Glutathione-S-Transferase system; GSTP; Thyroid cancer;

Screening.

q 2004 Elsevier Ltd. All rights reserved.

Keywords: GST, glutathione S-transferase; GSTP1, glutathione S-transferase pi 1; GSTP1, glutathione S-transferase pi 1 locus; PCR,

polymerase chain reaction; SSCP, single strand conformation polymorphism analysis; PC, papillary carcinomas; FC, follicular carcinomas; CI,

confidence interval; M, mu; T, theta; TSH, thyrotropin stimulating hormone; ECM, Elaine Cristina Morari; LVMA, Ligia Vera Montalli
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1. Introduction

Thyroid nodules are found in 5–7% of the

population by palpation and are almost tenfold more
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frequent at ultrasonographic screening, mainly in

iodine-deficient communities. Malignant nodules,

however, are a small minority among them, making

the choice to address all nodules to fine-needle biopsy

impractical and cost ineffective [1,2]. On the other

hand, despite the low incidence and favorable

prognosis, thyroid cancer can be a mortal disease:

mortality ranges from 10% of well-differentiated

tumors, to 50% of poorly differentiated and medullary

and to 100% of anaplastic tumors, respectively [3].

Although clinical and epidemiological features are

helpful, there are still no accepted serological markers

that can guide the identification of patients at risk for

malignancy among individuals with thyroid nodules.

Cancer is an evolutionary process caused by a

gene-environment interaction [4]. We are constantly

exposed to an increasing list of chemical carcinogens,

cell-transforming viruses, UV and ionizing radiation,

among many other environmental mutagens. How-

ever, the likelihood of developing cancer in response

to natural hazards varies considerably. Individual

differences in the susceptibility to carcinogens play an

essential role in the development of sporadic cancer

[5,6]. The biochemical basis for this susceptibility is

related to genetic polymorphisms that normally occur

in the general population, regarding genes involved in

predisposition to a specific cancer, in the metabolic

activation or detoxification of environmental geno-

toxins, and in controlling DNA repair or cellular

damage [4–8].

Several polymorphic genes, encoding for enzymes

involved in the biotransformation of carcinogens,

have been studied as possible cancer risk modifiers.

The Glutathione-S-Transferase (GST) system consists

of a large multigenic group of detoxifying enzymes

whose activity, catalyzing the conjugation of toxic

and mutagenic compounds with glutathione, is

essential for cell protection [9]. Five classes of

isoenzymes have been considered important in

humans: alpha, mu (GSTM1), pi (GSTP1), sigma

and theta (GSTT1). At present, genetic polymorph-

isms have been demonstrated forGSTM1,GSTT1, and

GSTP1 genes. Individuals who are deletion homo-

zygotes, classified as GSTM1 null or GSTT1 null,

exhibit absence of enzymatic activity and are

hypothesized to be at increased risk for the carcino-

genic effects of a wide variety of environmental

exposures [8–10]. In a recent publication, we

demonstrated that the combined null GSTM1 and

GSTT1 genotypes increase the risk for thyroid cancer

2.6 times [11].

The most important detoxification enzyme in head

and neck tissues, in a quantitative sense, is GSTP1

[12]. GSTP1 enzyme level has been extensively

studied in relation to tobacco-associated malignancies

and found overexpressed in many preneoplastic and

neoplastic lesions, including head and neck, breast,

prostate and lung tumors [13–16]. Regarding the

gene, a functional significance has been demonstrated

for an exon 5 A–G transition resulting in a codon

Ile105Val amino acid substitution, which modifies

heat stability and specific activity of the Val contain-

ing isoform [17]. The resulting enzyme variants

present lower activity and less capability of effective

detoxification of carcinogens than the wild type

GSTP1 AA [17,18]. In addition, GST profile may

have a prognostic value since it is associated with the

response to therapy in many human malignancies

[19–21].

The primary objective of this study was to test the

hypothesis that individuals with an inherited GSTP1

variant (GSTP1AB and GSTP1BB) are at increased

risk of thyroid cancer in comparison to the wild-type

GSTP profile. We also aimed to evaluate a possible

utility of GST profiling in the outcome prediction for

thyroid cancer patients. For these purposes, we

conducted a prospective case control study in which

we compared the proportion of GSTP1 genotypes

between a group of patients with benign and

malignant thyroid nodules and a control group.

Heterogeneity of risk according to clinical and

morphological subtypes of thyroid tumors and their

correspondent genotype was also explored.

2. Material and methods

2.1. Subjects

The study was approved by the Ethics Committee

of the University Hospital-School of Medicine of the

State University of Campinas, and informed written

consent was obtained from all individuals. A control

group of 157 healthy individuals (42 males and 115

females, 16–81 years old, 47 ^ 18 years old) was

selected from the general population of our region.

F. Granja et al. / Cancer Letters 209 (2004) 129–137130



There were 115 blood donors and 42 volunteers

recruited among co-workers and volunteers from the

State University of Campinas. In order to obtain a

comparable control group with respect to gender

proportion and age range, we selected 2–3 women for

every man presenting to donate blood, because

thyroid cancer occurs more frequently in women

than in men. Data on lifetime occupational history,

smoking history, general health conditions, previous

diseases and other anamnestic data were obtained

through interviews. Individuals with history of

previous thyroid disease, radiation exposure and

antecedents of malignancy were excluded.

One hundred forty-two patients that consecutively

sought medical attention for thyroid disease evalu-

ation at the outpatient clinic of the University

Hospital, during the years 2001–2003, were enrolled

in the study after they agreed to participate. The study

population included 44 benign thyroid nodules-30

goiters and 14 follicular adenomas-and 98 malignant

nodules, including 77 papillary carcinomas and 21

follicular carcinomas. Stage and grade of differen-

tiation of the tumors were obtained from surgical and

pathological records. Experienced pathologists of the

University Hospital confirmed all diagnoses. All cases

were managed according to a standard protocol. The

diagnosis of thyroid carcinoma was either established

or suspected by fine-needle aspiration cytological

study and/or by the histological analysis of thyroid

tissues from patients that were referred to surgery

because of thyroid nodules presenting clinical or

epidemiological suspicion of cancer. All patients were

submitted to total or near-total thyroidectomy.

Patients with preoperatively or intraoperatively palp-

able neck node metastases underwent regional neck

dissection. Four to six weeks after the operations,

whole body 131I scans were performed. All patients

received 30–100 mCi 131I. Long-term levothyroxine

suppressive doses were given following a whole body

scan, in order to keep serum thyrotropin (TSH) levels

at low normal.

Patients were classified into whites and non-

whites. Data on general health conditions and medical

history with emphasis on previous and/or current

thyroid diseases were obtained through interviews,

using a structured questionnaire administered by the

same interviewers (ECM, LVMA, LSW). The use of

drugs and certain foods was also carefully assessed, in

particular nutritional goitrogens like vegetables con-

taining cyanogenic glucosides (most forms of

cabbage, cauliflower, broccoli, and other members

of the cruciferous family) and drugs that could

interfere with thyroid function, as well as medication

for other concomitant diseases. Cigarette smoking

habit was recorded but, because of the few reliable

data obtained on the duration of smoking, age started

smoking, quantity smoked and years since stopped

smoking, the patients were grouped in never-smokers

and ever-smokers categories. This last group included

individuals who consumed at least 20 packages (20

cigarettes each pack) for 1 year during the previous 5

years. None of the patients had a history of accidental

or medical radiation exposure. All data, including

pathological diagnoses, were confirmed in the

patients’ records. A peripheral blood sample was

collected from all 142 patients. Also, thyroid tissue

samples were obtained at surgery from 83 out of these

patients, snap frozen in liquid N2 immediately after

surgery and kept at 2808 C until processed. We were

able to obtain cancer tissue samples and autologous

blood specimens and/or normal thyroid tissue from

the contralateral lobe in 35 cases of malignant tumors.

2.2. Follow-up

Cancer patients were followed with periodic whole

body scans, serum TSH and thyroglobulin (Tg)

measurements according to a routine follow-up

protocol that included X-ray, ultrasonography, com-

puter tomography scan and other eventual procedures

to detect distant metastasis for a period of 12–342

months (31 ^ 67 months). Patients with high serum

Tg levels (.2 mg/dl) and/or suspicious whole body

scans were submitted to a thorough image search. We

defined tumors as recurrent and/or presenting long

distance metastasis according to the above

parameters.

2.3. Polymorphism analysis

A peripheral blood sample was collected from all

142 patients Genomic DNA was extracted from

leukocytes separated from whole blood using a

standard proteinase K-phenol-chloroform protocol.

GSTP1 variants were studied using a PCR-SSCP-

sequencing approach. The primers used were forward
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50- TCTATGGGAAGGACCAGCAGG-30 and

reverse 50-GCCCAACCTGGTGCAGATG -30. PCR

was performed in 25 ml volumes of a mixture

containing 100 ng DNA, 50 nM of each primer,

10 mM Tris–HCl (pH 8.0), 100 uM of each dinucleo-

tide triphosphate, 2.0 mMMgCl2 and 0.5 U Taq DNA

polymerase. Amplifications were carried out for 35

cycles of 94 8C for 45 s, annealing temperatures 63 8C

for 50 s and 72 8C for 1 min, with an initial

denaturation step of 94 8C for 2 min and a final

extension step of 72 8C for 7 min using a MJ PTC-200

PCR system. The PCR products were mixed with 95%

formamide, 0.05% bromophenol blue, 0.05% xylene

cyanol and 50 mM NaOH, denatured at 94 8C for

10 min, and loaded onto 0.4 mm/30/45 cm polyacryl-

amide gels. The electrophoresis was conducted at

2–5 W at room temperature overnight. The gels were

then stained with silver nitrate. Forty-five samples

suspected of presenting aberrant migrating bands, as

exemplified in Fig. 1, were directly sequenced using

the ABI prism big dye sequencing kit (Perkin Elmer,

Warrington, Cheshire, UK) using the ABI 377 Prism

DNA Sequencer (Perkin Elmer). Also 10 samples,

four from the control group and six samples from

patients with a normal banding pattern, were directly

sequenced. Forty three out of the 45 suspicious

samples confirmed to be variants of the wild type

GSTP sequence that was present in all 10 control

sequenced samples. Positive and negative control

samples were included in all PCRs and SSCPs runs to

detect possible contamination problems, gel loading

and typing inconsistencies.

2.4. Statistical analysis

Statistical analysis was conducted using SAS

statistical software (Statistical Analysis System,

version 8.1, Cary, NC, USA, 1999–2000) Chi-

square (x2) or Fisher’s (F) exact tests were used to

examine homogeneity between cases and controls

regarding gender, color, previous thyroid disease,

use of medication and cigarette smoking. Also,

extent of disease was compared between papillary

and follicular carcinomas using Fisher’s test.

Kruskal–Wallis (KW) test was used to compare

age among groups. Mann–Whitney or Wilcoxon

tests were used to compare age among different

genotype groups. The odds ratio (OR) and 95% CI

provide a measure of the strength of association, e.g.

indicating the increase in odds of a given benign or

malignant thyroid nodule demonstrating a particular

genotype compared to the control population.

Logistic regression was used to evaluate the effect

of genotypes, after adjusting for other potential

confounders like age, sex, color, tobacco, alcohol

and medication consumption. Interactions between

environmental variables and genotypes were also

assessed. All tests were conducted at the P ¼ 0:05

level of significance.

Fig. 1. Polyacrylamide gel electrophoresis for single-strand conformation polymorphysm (SSCP) analysis, representative of our results for

GSTP1 gene screening for polymorphisms. The gel was loaded with 6 samples from PC - lanes 1–6, and 7 samples from FC patients—lanes 7–

13. The arrows indicate samples that display an aberrant eletrophoretic run in lanes 1, 9 and 12. All samples were sequenced directly and lanes 1

and 9 confirmed to be heterozygous GSTP1 variants while lane 12 was an homozygous GSTP1 variant.
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3. Results

There were no differences between the control and

the thyroid disease patients regarding age (47 ^ 21

years vs. 49 ^ 14 years); gender (42 males and 115

females vs. 37 males and 61 females); color (72 white

and 60 non-white vs. 54 white and 44 non-white

individuals); drug ingestion (39 control individuals vs.

29 patients); smoking (61 control individuals vs. 46

patients); alcohol consumption (61 control individuals

vs. 46 patients) and dietary patterns.

Table 1 summarizes clinical characteristics and

parameters of aggressiveness at diagnosis and during

follow-up of the thyroid cancer patients. Patients with

FC were older than the patients with PC (KW;

P ¼ 0:0012). Nevertheless, there were no differences

among the patients regarding color, gender distri-

bution, smoking habit, the use of drugs or preexisting

benign thyroid diseases. The occurrence of lymph

node involvement at the time of diagnosis was more

frequent among PC (40%) than FC (14%)

(F; P , 0:05). However, these last tumors already

presented long distance metastasis at the time of

diagnosis (48%) more frequently than papillary

carcinomas (10%) (F; P , 0:001). Follow-up data

did not evidence differences between PC and FC

concerning distant metastasis and/or recurrence of the

tumor although FC patients presented evidence of

recurrence and/or metastasis in 48% of the cases

against 26% of the PC ones (F; P ¼ 0:11). Two

patients died during the period of observation. Table 2

summarizes data of the overall proportions of the

GSTP1 genotypes in the control population and in

the benign and malignant thyroid disease patients.

Fig. 2 represents the statistic comparison among

groups regarding the prevalence ofGSTP1 normal and

variant alleles. The presence of GSTP1 variant alleles

did not differ in FA (21.3%) and in FC (33.2%)

ðP ¼ 0:704Þ: GSTP1 gene profile proved to be exactly

the same in the tumor and normal tissue samples, as

well as in the corresponding peripheral blood samples

in all tested samples.

Patients with benign nodules and, in particular, PC

and FC patients, showed a significant over-represen-

tation of the variants of GSTP1 genotype compared to

the control population (x2
; P , 0:0001). The inci-

dence of heterozygous GSTP1AB individuals (21%)

was higher than that of homozygous GSTP1BB

patients (9%) in the group of patients with malignant

thyroid nodules than in the control population (2.5 and

3%, respectively) (x2
; P , 0:0001). The risk for

thyroid cancer in individuals with the variant GSTP1

enzymes, after adjusting for gender, age, tobacco and

drugs, was increased 7,092 (OR; CI: 2,307–21,802)

and 9,625 (OR; CI: 2.484–37.291) times for PC and

FC, respectively. There was no association between

genotype and the patients’ clinical features, tumor

parameters of aggressiveness at diagnosis or behavior

during follow-up.

4. Discussion

Most of the nodules diagnosed by ultrasonography

or palpation will prove to be benign since thyroid

cancer is responsible for only 0.6–1.6%, respectively,

of all kinds of cancers that occur in men and women in

the USA [1,2]. However, variations of thyroid cancer

Table 1

Distribution of thyroid carcinoma patients according to their histology, clinical features including age (X ^ SD in years), gender (F, female; M,

male), color (W, white, NW, non-white), history of previous thyroid benign diseases, smoking habits, use of medication, presence of lymph

node involvement and distant metastasis at the time of diagnosis and diagnosis of recurrence and/or distant metastasis during follow-up

Clinical characteristics Diagnosis (Presence of

metastasis)

Follow-up

Age (X ^ SD) Sex Color Previous

thyroid disease

Smokers Use of

medication

Lymph node Distant Recurrence

and/or distant metastasis

M F W NW

PC 44 ^ 15 28 49 42 35 18 37 21 30 8 20

FC 56 ^ 12 9 12 12 9 9 9 8 3 10 10
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Table 2

Comparison of GSTP1 genotype distribution in the normal population and in benign (goiter and follicular adenoma) and malignant (papillary

and follicular) thyroid patients

No. of. cases N (%) OR (95%CI) P-value

AA AB BB

Controls 157 148 (94.2%) 4 (2.5%) 5 (3.1%)

Benign nodules

Goiter 30 26 (86.6%) 1 (3.3%) 3 (10%) AA vs. AB 1.423 (0.1528–13.250) 0.56

AA vs. BB 3.415 (0.7688–15.172) 0.12

AB vs. BB 2.400 (0.1751–32.900) 1.00

Na vs. Ab 2.530 (0.7251–8.827) 0.23

Follicular adenoma 14 11 (78.5%) 1 (7.1%) 2 (14.2%) AA vs. AB 3.364 (0.3455–32.750) 0.32

AA vs. BB 5.382 (0.9344–30.999) 0.09

AB vs. BB 1.600 (0.1036–24.720) 1.00

Na vs. VAb 4.485 (1.059–18.994) 0.06

Malignant nodules

Papillar carcinoma 77 57 (74%) 13 (16.8%) 7 (9%) AA vs. AB 8.439 (2.641–26.968) ,0.0001

AA vs. BB 3.635 (1.108–11.924) 0.0444

AB vs. BB 0.430 (0.086–2.143) 0.4223

Na vs. VAb 7.092 (2.307–21.802) ,0.0001

Follicular carcinoma 21 14 (66.6%) 6 (28.5%) 1 (4.7%) AA vs. AB 15.85 (3.993–62.973) 0.0002

AA vs. BB 2.114 (0.2305–19.397) 0.4345

AB vs. BB 0.133 (0.01103–1.612) 0.1451

Na vs. VAb 9.625 (2.484–37.291) ,0.0001

a N, Normal.
b VA, Variant alleles.

Fig. 2. Graphic representation of the statistic analysis of the prevalence of the wild type (lighter columns) and the variant alleles (darker columns)

of GSTP1 gene in the control population, in the patients with goiter, follicular adenomas (FA), papillary (PC) and follicular (FC) carcinomas.
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incidence in different geographic and ethnic groups

suggest that environmental factors may influence the

thyroid tumorigenesis process. For instance, thyroid

cancer is the second most common neoplasm among

women in several countries in the Middle West,

accounting for more than 8% of all cancers in Kuwait

[22]. Indeed, the environment has the principal role in

causing human sporadic cancer [4–6]. Numerous

specific rearrangements are being discovered in

thyroid cancer suggesting activation of DNA repair

programs after environmentally induced genetic

alterations [23]. Unfortunately, available data regard-

ing carcinogenic products and the thyroid gland are

conflicting. Several chemicals produce thyroid neo-

plasia in rodents, but a broad screening of more than

200 drugs revealed that just two, griseofulvin and

senna, were associated with increased risk of thyroid

carcinoma in humans [24]. Nutritional goitrogens

intake was not associated with increased risk of

thyroid carcinoma in humans in a population-based

case-control study published earlier [25]. However, a

recent study designed to understand why thyroid

cancer incidence rates are higher among Southeast

Asian women living in the United States than among

other United States women concluded that consump-

tion of carotenoids and of isoflavones from soy-based

foods may contribute to the rate differences, corro-

borating other data that suggest a role for dietary

variables in thyroid carcinogenesis [26,27]. There is

no epidemiological evidence of increased risk of

thyroid cancer in smokers. On the contrary, recent

data suggest a protective effect of smoking and

alcohol consumption, perhaps involving an effect on

thyroid stimulating hormone, estrogen metabolism, or

other mechanisms. [25,28].

Individuals with GSTP1 variant genes produce

enzymes with diminished ability to detoxify a wide

range of environmental carcinogens. Also, individuals

lacking GSTM1 or GSTT1 genes are more susceptible

to the effects of a large series of carcinogens.

However, literature data regarding the role of

detoxifying enzymes in thyroid tumors are scarce.

A recent study was not able to relate polymorphisms

of GSTM1, GSTT1 and GSTP1 genes to cancer risk

using restriction length polymorphism analysis [29].

In contrast, we demonstrated earlier a high prevalence

of the combined null genotype for GSTT1 and GSTM1

in malignant lesions compared to benign nodules

and a large control population [11]. In addition, the

present study demonstrates that GSTP1 variants also

play a determinant independent role in the suscepti-

bility to thyroid cancer since an estimated 7.0 fold

greater risk of PC and 9.6 fold risk of FC was

observed in individuals with GSTP1 variants. The

different results we obtained may be due, in part, to

our genotyping protocol since we used a different

methodological approach, PCR-SSCP-sequencing.

Also, there are major differences in the ethnic

populations studied. In contrast to the Spanish popu-

lation studied by Hernandez et al, Brazilian popu-

lation is of high heterogeneity, composed of

immigrants from Europe, Africa, Asia, and indi-

genous populations. Our alimentary habits, based on

rice and beans, also differ from European ones.

Likewise, many social and cultural conditions may

contribute to different exposition to distinct environ-

mental factors that may be important, since very little

is known concerning the susceptibility factors for

thyroid cancer.

Interestingly, in the group of patients with thyroid

cancer, among patients presenting variants of the

GSTP1 gene, individuals with heterozygous AB

genotype were more frequent than BB genotype,

compared to the control population. Both GSTP1

variants produce enzymes with decreased specific

activity and affinity for eletrophilic compounds [30].

However, ‘in vitro experiments’ demonstrated their

activity and affinity to differ from several electrophilic

substrates [30]. These data were corroborated by

many studies in tissue samples and cell culture

experiments using a considerable number of different

toxic compounds [31–33]. Therefore, we may

hypothesize that GSTP1 polymorphism is an impor-

tant factor in differential susceptibility of individuals

to the toxic effects of some environmental pollutant

related to the process of thyroid carcinogenesis.

Our data indicate a prevalence of GSTP1 variants

in malignant lesions, FC (33%) and PC (26%),

significantly higher than in the control population

(5%) (x2
; P , 0:001). Since we were not able to find

any association between clinical features, histology,

and parameters of aggressiveness at diagnosis or

during follow-up and the GSTP1 genotype, we

presume that GSTP1 profiling may not be useful as

a prognostic factor for nodules that are already

diagnosed as carcinomas. On the other hand, these
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data suggest that a relatively simple GSTP1 profile

may be useful in the screening for thyroid nodule

malignancy. Larger ongoing studies may confirm

these preliminary data and are necessary to ascertain

the cost-effectiveness of this serological screening

method.
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Abstract

A common germline polymorphism of p53 gene produces an Arginine to Proline change at aminoacid position 72. The

resulting codon 72 variants have been reported associated with tumor susceptibility since they reduce p53 ability to activate

apoptosis. Codon 72 polymorphism may play a role in subside vulnerability to different carcinogens and might account for

ethnic variations in cancer frequency. Using an allele-specific polymerase chain reaction (PCR), we tested peripheral blood

samples from 98 patients with thyroid cancer, including 21 follicular (FC) and 77 papillary carcinomas (PC), 44 patients with

benign nodules, including 14 follicular adenomas and 30 goiters and 153 healthy individuals from the same geographical

region. Data on lifetime occupational history, smoking history, general health conditions, previous diseases and other

anamnestic data were obtained through interviews. Patients with FC (Pro/Pro ¼ 19.0%, Arg/Arg ¼ 42.9%, Arg/Pro ¼ 38%)

and with PC (Pro/Pro ¼ 10.3%, Arg/Arg ¼ 36.36%, Arg/Pro ¼ 53.24%) showed a significant overrepresentation of codon 72

variants compared to the control population (Pro/Pro ¼ 1.9%, Arg/Arg ¼ 33.3%, Arg/Pro ¼ 64.7%) ðP ¼ 0:0015Þ: The

Pro/Pro genotype, after adjusting for gender, age, tobacco and drugs, was associated with a markedly higher risk of FC

(OR ¼ 9.714; CI: 2.334–40.436) and of PC (OR ¼ 5.299; CI: 2.334–40.436). These results provide evidence that p53

polymorphism is implicated in thyroid carcinogenesis and that individuals harboring the Pro/Pro genotype have an increased

risk of developing thyroid cancer.

q 2004 Elsevier Ireland Ltd. All rights reserved.

Keywords: p53 codon 72; Polymorphism; Thyroid cancer

1. Introduction

A mutated p53 gene or a malfunctioning p53

protein has been observed in patients with most types

of malignancies, including the thyroid gland [1,2].

The structural features of p53 (codons 61–94) have

been well preserved throughout evolution except at
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exon 4, where a common polymorphism results in

either proline or arginine at amino-acid position 72

[3]. This polymorphism occurs in the proline-rich

domain of exon 4, which is necessary for the protein

to fully induce apoptosis [4].

Many studies, both with immunocytochemical and

genetic analyses, have shown that p53 mutations are

highly prevalent in poorly differentiated and undiffer-

entiated thyroid carcinomas, as well as thyroid cancer

cell lines [5,6]. However, they are not found in benign

tumors and are infrequent in well-differentiated

cancers, suggesting that mutational inactivation of

p53 occurs at a late stage of thyroid tumor progression

[7–9]. These data suggest that mutational inactivation

of the p53 gene may be a key event in the progression

from differentiated to anaplastic carcinoma [4,8,9].

There is also evidence that p53 may interfere with

thyroid cell differentiation. Introduction of a mutated

p53 markedly impairs the differentiated gene

expression of PCC13 thyroid cells [10]. By contrast,

wild-type p53 reintroduction into poorly differen-

tiated thyroid carcinoma cell line leads to cell growth

arrest and re-expression of the characteristic differ-

entiated markers of the thyroid cell [11,12].

The role of p53 polymorphism in various tumors is

still controversial. This polymorphism has been shown

to have varying ethnic and geographical distribution.

It has been reported to be a potential genetic risk factor

for some types of cancer, like cervico-uterine [13],

breast cancer [14], lung [15], head and neck cancer

[16], among others. However, not all investigations

have been consistent and this hypothesized association

remains controversial [17,18]. The role of this single

nucleotide polymorphism (SNP) in the prognosis of

these patients is even more conflicting. Dong et al.

studying pancreatic cancer, concluded that the poly-

morphism at codon 72 did not show any significant

effect on the pathology, prognosis, and efficacy of

adjuvant chemotherapy of the pancreatic cancers [19].

Wu et al. also did not find any particular correlation

between codon 72 polymorphism and testicular or

prostate cancer grade or stage of each type of tumor

[20]. However, Wang et al. demonstrated p53

polymorphism to be related to the prognosis of lung

cancer [21]. Also, he found different p53 genotypes to

be associated with increased susceptibility for differ-

ent subgroups of lung cancer [21]. In fact, p53 Arg

homozygosity is considered a risk factor for cervical

cancer [22], while proline homozygotes were related

to a higher risk of nasopharyngeal carcinomas [23],

lung [21], and hepatocellular carcinomas [25], and the

Arg/Pro genotype was associated to an increased

susceptibility for smoke-induced lung adenocarci-

noma [24].

In the unique report on codon 72 polymorphism we

were able to find regarding thyroid tumors, Botze et al.

examined Caucasian thyroid carcinoma patients and

concluded that Pro72 genotype was a potential risk

factor favoring the development of undifferentiated

thyroid carcinomas [26]. In order to further investi-

gate the role of codon 72 of p53 polymorphism in

thyroid tumorigenesis, especially in the well-differ-

entiated types, we conducted a prospective case-

control study in Brazilian patients with thyroid

nodules including 98 cases of well-differentiated

tumors and 44 benign thyroid nodules. We also

aimed to evaluate a possible utility of p53 poly-

morphism genotyping in the prediction of thyroid

cancer patient’s outcome.

2. Material and methods

2.1. Subjects

The study was approved by the Ethics Committee

of the University Hospital, School of Medicine of

the State University of Campinas (HC-FCM/UNI-

CAMP), and informed written consent was obtained

from all individuals. Because of the highly hetero-

geneous ethnic composition of the Brazilian popu-

lation we included a control group of 153 healthy

individuals (52 males and 101 females, 16–81 years

old, 47 ^ 21 years old) selected from the general

population of our region, considered to have a

normal iodine intake. There were 115 blood donors

and 42 volunteers recruited among co-workers and

volunteers from the State University of Campinas

(UNICAMP). All individuals were classified into

white and non-white. In order to obtain a compar-

able control group with respect to gender proportion

and the range of ages, we selected 2 to 3 women for

every man that presented himself to donate blood,

because thyroid cancer occurs more frequently in

women than in men. Also, we selected some more

individuals classified as white. Data on lifetime
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occupational history, smoking history, general

health conditions, previous diseases and other

anamnestic data were obtained through interviews.

Individuals with history of previous thyroid disease,

exposure to radiation and antecedents of malignancy

were excluded.

One hundred forty two patients consecutively

referred to the outpatient clinic of the University

Hospital (HC-FCM/UNICAMP) for thyroid disease

evaluation, during the years of 2001–2003, that

agreed to participate, were enrolled in the study.

The study population was composed of 44 benign

thyroid nodules including 30 goiters and 14 follicular

adenomas (FA) and 98 malignant nodules, including

77 papillary carcinomas (PC) and 21 follicular

carcinomas (FC). Experienced pathologists of the

University Hospital confirmed all diagnoses. All cases

were managed according to a standard protocol. The

diagnosis of thyroid carcinoma was established or

suspected by fine-needle aspiration cytological study

and/or by the histological analysis of thyroid tissues

from patients that were sent to surgery because of

thyroid nodules that presented clinical or epidemio-

logical suspicion of cancer. All patients were

submitted to total or near-total thyroidectomy.

Patients with neck node metastases palpable pre-

operatively or intraoperatively underwent regional

neck dissection. Four to six weeks after the oper-

ations, whole body 131I scans were performed. All

patients received 30–100 mCi 131I. Long-term

levothyroxine suppressive doses were given after the

whole body scans in order to keep serum thyrotropin

(TSH) levels at low normal.

Hospital records were reviewed and clinical data

like age, gender, fine-needle aspiration cytological

results, thyroid function tests, primary tumor size

and operative findings were compiled. Tumor stage

and degree of differentiation were obtained from

surgical and pathological records. Tumor staging

was based on clinical staging of DeGroot (1995).

Stage 1 is a tumor with single or multiple

intrathyroidal foci. Stage 2 is a tumor with limited

cervical metastasis only. Histopathologically

proven cervical lymph node metastases were

identified in all the patients. Stage 3 is a thyroid

tumor with local cervical metastasis or fixed

cervical metastasis. Stage 4 is a lesion metastasis

outside the neck. Clinical and pathological features

of the patients with thyroid carcinomas are detailed

in Table 1.

Data on general health conditions and medical

history with emphasis on previous and/or current

thyroid diseases were obtained through interviews.

The use of drugs was also carefully assessed, in

particular nutritional goitrogens, drugs that could

interfere with thyroid function, as well as medi-

cines for other concomitant diseases. Cigarette

smoking habit was recorded but, because of the

few reliable data obtained on the duration of

smoking, age started smoking, quantity smoked

and years since stopped smoking, the patients were

grouped in never-smokers and ever-smokers cat-

egories. None of the patients had a history of

accidental or medical radiation exposure. All data,

including pathological diagnoses, were confirmed in

the patients’ records.

Table 1

Distribution of thyroid carcinoma patients according to their histology, clinical features including age (X ^ SD in years), gender (F, female;

M, male), color (W, white; NW, non-white), the history of previous thyroid benign diseases, smoke habits, use of medicines, the presence of

lymph node involvement and distant metastasis by the time of the diagnosis and the diagnosis of recurrence and/or distant metastasis during

the follow-up

Clinical characteristics Diagnosis (Presence of

metastasis)

Follow-up

Age (X ^ SD) Sex Color Previous

thyroid

disease

Smokers Use of

medicines

Lymph node Distant Recurrence and/or

distant metastasis

M F W NW

PC 44 ^ 15 11 66 61 16 18 37 21 30 8 20

FC 56 ^ 12 5 14 15 6 9 9 8 3 10 10
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2.2. Follow-up

Cancer patients were followed with periodic whole

body scans, serum TSH and Tg measurements

according to a routine follow-up protocol that

includes X-ray, ultrasonography, computer tomogra-

phy scan and other eventual procedures to detect

distant metastasis for a period of 12–382 months

(28 ^ 57 months). Patients with high serum thyro-

globulin levels .2 mg/dL) and/or suspicious whole

body scans were submitted to a thorough image

search. We defined tumors as recurrent and/or

presenting long distance metastasis according to the

above parameters.

2.3. Polymorphism analysis

A peripheral blood sample was collected from all

patients Genomic DNA was extracted from leuko-

cytes separated from whole blood using a standard

proteinase K-phenol–chloroform protocol. For the

determination of the polymorphism at codon 72 of the

p53 gene two sets of primers were used, one to

amplify the Arg allele and the other to amplify the Pro

allele, according to the procedure described by Storey

et al. [27] (Fig. 1). The detection of the two

polymorphic variants was done in two different

tubes. PCR was performed in 25 ml volumes of a

mixture containing 100 ng DNA, 50 nM of each

primer, 10 mM Tris–HCl (pH 8.0), 100 uM of each

dinucleotide triphosphate, 2.0 mM MgCl2 and 0.5 U

Platinumw Taq DNA polymerase. Amplifications

were carried out for 35 cycles of 94 8C for 45 s,

annealing temperatures 68 8C for the Arg allele and

53 8C for the Pro allele for 45 s and 72 8C for 1 min,

with an initial denaturation step of 94 8C for 3 min and

a final extension step of 72 8C for 10 min using a MJ

PTC-200 PCR system. The PCR fragments were

analyzed by electrophoresis in a 2% agarose gel

stained with ethidium bromide and visualized on a UV

light transilluminator. The PCR product of the Arg

allele was 141 bp, while the product of the Pro allele

was 177 bp. Heterozygous specimens had both PCR

products, while homozygous samples exhibited only

one of the two products. Positive and negative control

samples were included in all PCRs to detect possible

contamination problems. PCR procedures were

repeated at least two times in all doubtful or unclear

bands. Four samples that presented pattern runs of

homozygozity for Arg, four samples Pro homozygous

and five Arg/Pro heterozygous were directly

sequenced employing the ABI prism big dye sequen-

cing kit (Perkin Elmer, Warrington, Cheshire, UK)

using the ABI 377 Prism DNA Sequencer (Perkin

Elmer) in order to confirm the corresponding

genotype. Sequencing controls were run on PCR

products obtained with primers forward 50-

TCCCCCTTGCCGTCCCAA-30 (ArgF) and reverse

50-CGTGCAAGTCACAGACTT-30 (ProR) that

amplified a 279 bp fragment harboring the region of

the polymorphism at 60.8 8C (figure not showed).

2.4. Statistical analysis

Statistical analysis was conducted using SAS

statistical software (Statistical Analysis System,

version 8.1 (SAS Institute Inc, Cary, NC, USA,

1999–2000) Chi-square ðx2Þ or Fisher’s (F) exact

tests were used to examine homogeneity between

cases and controls regarding gender, color, previous

thyroid disease, use of medicines and cigarette

smoking. Also, extent of disease was compared

Fig. 1. 2% agarose gel electrophoresis representative of our results

for the p53 gene screening for polymorphisms. The gel was loaded

with two samples from FC—lanes 1 and 2, and 4 samples from PC

patients—lanes 3–6. Lane 1 (L) was loaded with a molecular size

marker. Lane 7 (C) was loaded with a PCR mixture that did not

include DNA (negative control). The arrows indicate samples that

display an eletrophoretic run suggestive of Pro/Pro homozygosis in

lane 2, Arg/Arg homozygosis in lanes 1 and 3 and Arg/Pro

heterozygosis in lanes 4, 5 and 6. The six samples were sequenced

directly and confirmed to be the predicted p53 variants for codon 72.
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between papillary and follicular carcinomas using

Fisher’s test. Kruskal–Wallis (KW) test was used to

compare age among groups. Mann–Whitney or

Wilcoxon tests were used to compare age among

different genotype groups. The odds ratio (OR) and

95% confidence interval (CI) provide a measure of the

strength of association, e.g. indicating the increase in

odds of a given benign or malignant thyroid nodule

demonstrating a particular genotype compared to the

control population. All tests were conducted at the

P ¼ 0:05 level of significance.

3. Results

There were no differences between the control and

the thyroid disease patients regarding age (47 ^ 21

years versus 49 ^ 14 years); gender (52 males and

101 females versus 37 males and 61 females); color

(72 white and 60 non-white versus 54 white and 44

non-white individuals); drug ingestion (39 control

individuals versus 29 patients); smoking (61 control

individuals versus 46 patients); alcohol consumption

(61 control individuals versus 46 patients) and dietary

patterns.

Table 1 summarizes clinical characteristics and

parameters of aggressiveness at diagnosis and during

follow-up of the thyroid cancer patients. Patients with

FC were older than the patients with PC (KW;

P ¼ 0:0012Þ: Nevertheless, there were no differences

among the patients regarding color, gender distri-

bution, smoking habit, the use of drugs or preexisting

benign thyroid diseases. The occurrence of lymph

node involvement at the time of the diagnosis was

more frequent among PC (40%) than FC (14%)

patients (F; P , 0:05Þ: However, these last tumors

already presented long distance metastasis at the time

of the diagnosis (48%) more frequently than papillary

carcinomas (10%) (F; P , 0:001Þ: Follow-up data did

not evidence differences between PC and FC

concerning distant metastasis and/or recurrence of

the tumor although FC patients presented evidence of

recurrence and/or metastasis in 48% of the cases

against 26% of the PC ones (F; P ¼ 0:11Þ: Two

patients died during the period of observation.

Table 2 summarizes data of the overall proportions

of the p53 codon 72 genotypes in the control

population and in the benign and malignant thyroid

disease patients.

Patients with benign nodules and, in particular, PC

and FC patients, showed a significant over-represen-

tation of the Pro/Pro genotypes ðx2
; P ¼ 0:0015Þ:

The risk for thyroid cancer, after adjusting for gender,

age, tobacco, alcohol and medicines, was more than

seven times higher (Odds ratio ¼ 7.023, 95% CI:

1.928–25.588) in individuals with the Pro/Pro

genotype compared to the other genotypes.

Table 2

Camparison among the different p53 codon 72 genotypes in the control population and in the benign and malignant thyroid disease patients

Controls Benign nodules Malignant nodules

N (%) Goiter FA PC FC

Arg/Arg 51 (33.3%) 18 (60%) 5 (35.7%) 28 (36.3%) 9 (42.9%)

Arg/Pro 99 (64.7%) 11 (36.6%) 9 (64.2%) 41 (53.2%) 8 (38%)

Pro/Pro 3 (1.9%) 1 (3.3%) 0 8 (10.3%) 4 (19%)

Total of cases 153 30 14 77 21

Fig. 2. Graphic representation of the statistic analysis of the

prevalence of the Pro homozygous (front columns) and the other

alleles (columns in the back) of codon 72 of the p53 gene in the

control population, in patients with benign nodules, papillary (PC)

and follicular (FC) carcinomas.
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An estimated 5.299 fold greater risk of PC (OR; CI:

2.334–40.436) ðP ¼ 0:0074Þ and 9.714 fold of FC

(OR; CI: 2.334–40.436) ðP ¼ 0:0043Þ was observed

in individuals that presented the Pro/Pro genotypes

compared to the other genotypes. Fig. 2 represents the

percentage of Pro/Pro cases in the groups studied.

Pro/Pro genotype was never demonstrated among the

14 FA cases examined, but occurred in 19% of the FC.

The incidence of individuals with the Arg/Pro

genotype did not differ among groups.

We were not able to find any correlation between

genotype and other possible risk factors, like age,

gender, smoke habits, use of medicine or antecedents.

Also, there was no association between genotype and

the patients’ clinical features, tumor parameters of

aggressiveness at diagnosis or behavior during

follow-up.

4. Discussion

Single nucleotide polymorphisms are the most

abundant types of DNA sequence variation in the

human genome, and as heritable variable landmarks

they are useful markers for genome mapping [28].

The SNP marker has gained increasing popularity for

its quick, accurate, and inexpensive properties for

genetic analysis of different diseases [29]. Indeed, a

overwhelming amount of data have been indicating

the importance of hosts factors in cancer development

[30]. The polymorphism of p53 at codon 72 is very

interesting since it has been demonstrated that Pro72

variants have an ability to induce apoptosis markedly

poorer than does the Arg 72 variant. One source of

this inferior apoptotic potential is the greater ability of

the Arg variant to localize to themitocondria; this

localization is accompanied by release of cytochrome

c into cytosol [4].

An association of the p53 codon 72 polymorphism

with several cancers susceptibilities has been reported

[13–16,18–25]. However, there is only one report

about the relationship between the p53 codon 72

polymorphism and thyroid cancer [26]. In this paper,

Boltze et al. focused on the undifferentiated carci-

nomas studying just 21 papillary carcinomas, the most

frequent type of differentiated thyroid tumors. Our

data confirm that homozygous proline, but not

heterozygous proline/arginine at codon 72 of p53, is

a potential risk factor for thyroid cancer. In contrast to

Boltze et al. we also found Pro72 variants in well-

differentiated thyroid carcinomas and even in one

benign goiter. In addition, Boltze et al. did not present

data on patients follow-up, preventing any conclusion

on eventual correlations between genotype, the effect

on pathology and prognostic of the thyroid well-

differentiated carcinomas. Our data suggest that there

correlations do not exist.

Thyroid cancer is responsible for only 0.6–1.6%,

respectively, of all kinds of cancers that occur in men

and women in the USA; in contrast, thyroid nodules

occur in more than 5% of the population [31].

Although clinical and epidemiological features are

helpful, there are still no accepted serological markers

that can guide the identification of patients at risk

for malignancy among individuals with thyroid

nodules [31,32].

Acting in concert with individual susceptibility,

environmental factors such as smoking, diet, and

pollutants play the principal role in causing sporadic

role in most human cancers [30,33]. The etiology of

thyroid cancer is markedly uncertain. Exposure to

ionizing radiation, especially in childhood, remains

the only factor clearly associated with benign and

malignant thyroid tumors in humans [33]. However,

there is strong epidemiological evidence pointing

toward the involvement of geographic, ethnic and

dietary factors in the risk of sporadic thyroid cancer

[33]. We demonstrated previously that GSTT1 and

GSTM1 combined null inheritance was associated

with a 2.6 fold increase in the susceptibility to thyroid

cancer [34]. The homozygous Pro 72 variant of p53

increased the risk of PC more than five times and of

FC more than nine times. We suggest that p53

genotype profiling, together with other susceptibility

factors, may be useful in the screening for thyroid

nodule malignancy.
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Orginal article 1

GSTO polymorphism analysis in thyroid nodules suggest that
GSTO1 variants do not influence the risk for malignancy
F Granja, E C Morari, L V M Assumpção and L S Ward

A new class of glutathione S-transferase enzymes named

omega (GSTO) has been recently identified and shown to

be expressed in a wide range of human tissues. A genetic

polymorphism of the GSTO1 gene causing an alanine-to-

aspartate (A140D) substitution in amino acid 140 produces

a variant with lowered enzyme activities in the biotrans-

formation of inorganic arsenic, a common contaminant of

drinking water in many regions of the world and a well-

known carcinogen. In order to investigate the role of

GSTO1 inheritance pattern on thyroid cancer risk we used a

polymerase chain reaction–single strand conformation

polymorphism (PCR-SSCP)-sequencing approach to com-

pare the genotypes of 173 (87 women, 86 men; 18–81

years old; 47±18 years old) healthy control individuals with

those of 145 patients with thyroid nodules (84 women, 61

men; 17–81 years old; 49±14 years old) including 17

follicular carcinomas, 76 papillary carcinomas, 21 follicular

adenomas and 31 multinodular goiters. The incidence of

GSTO1 variants was similar in the control population and

population with the benign and malignant nodules. There

was no association between genotype and the patients’

clinical features, tumour parameters of aggressiveness at

diagnosis or behaviour during follow-up. We conclude that

GSTO1 variants do not influence the risk for thyroid

nodules or their pathologic and clinical characteristic-
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Introduction
The aetiology of thyroid cancer is mostly uncertain. The

only factor clearly associated with benign and malignant

thyroid tumours in humans is the exposure to ionizing

radiation (Schlumberger, 2000). However, variations of

thyroid cancer incidence in different geographic and

ethnic groups suggest that environmental factors may

influence the risk of sporadic thyroid cancer (Friedman

and Ury, 1983; Ron et al., 1987; Mack et al., 2002;

Haselkorn et al., 2003). Although no increase in the risk of

human thyroid cancer has ever been consistently

observed with any chemical or drug, a wide variety of

drugs, pesticides, goitrogenic xenobiotics and chemicals

have been shown to increase the incidence of thyroid

tumours in rodents (McClain, 1992; Hayes and Strange,

1995). Genetic polymorphisms of genes encoding for

enzymes involved in the biotransformation of carcinogens

form the biochemical basis for cancer susceptibility.

One of the most important mechanisms of defence

against environmental carcinogens is a supergene family

of dimeric enzymes that are expressed in probably all life

forms (Mannervik, 1985). These enzymes catalyse the

conjugation of glutathione to a variety of electophiles,

including arene oxides, unsaturated carbonyls, organic

hialides and other substrates (Strange and Fryer, 1999).

Three classes of isoenzymes have been studied in the

Brazilian population with thyroid nodules: GSTM1,

GSTT1 and GSTP1. We demonstrated previously that

GSTT1 and GSTM1 null inheritance was associated with a

2.6-fold increase in the susceptibility to thyroid cancer

(Morari et al., 2002). More recently, we found a relatively

large odds ratio for GSTP1 variants association with

thyroid cancer, implying that the allelic variants of GSTP1

may exert a substantial biological effect (Granja et al.,

2004).

Recently, a new class of human GST, named GST omega

(GSTO) was identified by analysis of the expressed

sequence tag (EST) database and by sequence align-

ments (Board et al., 2000; Yin et al., 2001). The

physiological importance of GSTO has not yet been fully

elucidated. However, Dulhunty et al. (2001) report that

GSTO1 enzyme modulates ryanodine receptors (RyR)

which are calcium channels in the endoplasmic reticulum

of various cells, and suggest a novel role in protecting

cells containing RyR2 from apoptosis induced by Ca2+

mobilization. A genetic polymorphism of the GSTO1 gene

was described at base 419 causing an alanine-to-aspartate

(A140D) substitution in amino acid 140 of exon 4

(Ala140Asp) (Tanaka-Kagawa et al., 2003; Whitbread et

al., 2003). This variation creates a non-conservative amino

acid change from a hydrophobic to a hydrophilic residue

that results in a lower activity of the variant enzyme in a
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substrate-dependent manner that may help explain the

variation between individuals in their susceptibility to

oxidative stress and inorganic arsenic (Tanaka-Kagawa et

al., 2003; Whitbread et al., 2003).

The primary objective of this study was to verify a

possible role of the GSTO gene and its variants in the

susceptibility to thyroid cancer, its clinical and patholo-

gical characteristics and its response to therapy. For these

purposes, we conducted a prospective case control study

in which we compared the proportion of GSTO1

genotypes in patients with benign and malignant thyroid

nodules with a control population group. Heterogeneity

of risk according to clinical and morphological subtypes of

thyroid tumours and their correspondent genotype was

also explored.

Materials and methods
Subjects

The study was approved by the Ethics Committee of the

University Hospital, School of Medicine of the State

University of Campinas, and informed written consent

was obtained from all individuals. A control group of 173

healthy individuals (86 men and 87 women, 18–81 years

old, 47±18 years old) was selected from the general

population of our region. There were 131 blood donors

and 42 volunteers recruited among co-workers and

volunteers from the State University of Campinas. Data

on lifetime occupational history, smoking history, general

health conditions, previous diseases, alcohol and medica-

tion consumption and other anamnestic data were

obtained through interviews. Individuals with history of

previous thyroid disease, radiation exposure and ante-

cedents of malignancy were excluded.

The study population included 52 benign thyroid nodules

(31 multinodular goitres and 21 follicular adenomas) and

93 malignant nodules, including 76 papillary carcinomas

and 17 follicular carcinomas. Stage and grade of

differentiation of the tumours were obtained from

surgical and pathological records. Experienced patholo-

gists of the University Hospital confirmed all diagnoses.

All cases were managed according to a standard protocol.

The diagnosis of thyroid carcinoma was either established

or suspected by fine-needle aspiration cytological study

and/or by the histological analysis of thyroid tissues from

patients that were referred to surgery because of thyroid

nodules presenting clinical or epidemiological suspicion

of cancer. All patients were submitted to total or near-

total thyroidectomy. Patients with preoperatively or

intraoperatively palpable neck node metastases under-

went regional neck dissection. Four to six weeks after the

operations, whole body 131I scans were performed. All

patients received 30–100mCi iodine-131. Long-term

levothyroxine suppressive doses were given following a

whole body scan, in order to keep serum thyrotropin

(TSH) levels at low normal.

Patients were classified into white and non-white groups.

Data on general health conditions and medical history

with emphasis on previous and/or current thyroid diseases

were obtained through interviews, using a structured

questionnaire. Cigarette smoking habit was recorded and

the patients were grouped in never-smokers and ever-

smokers categories. None of the patients had a history of

accidental or medical radiation exposure. All data,

including pathological diagnoses, were confirmed in the

patients’ records. A peripheral blood sample was collected

from all 142 patients. Also, thyroid tissue samples were

obtained at surgery from 83 out of these patients, snap

frozen in liquid N2 immediately after surgery and kept at

– 801C until processed. We were able to obtain cancer

tissue samples and autologous blood specimens and/or

normal thyroid tissue from the contralateral lobe in 35

cases of malignant tumours.

Follow-up

Cancer patients were followed with periodic whole body

scans, serum TSH and thyroglobulin (Tg) measurements

according to a routine follow-up protocol that included X-

ray, ultrasonography, computer tomography scan and other

eventual procedures to detect distant metastasis for a

period of 12–342 months (31±67 months). Patients with

high serum Tg levels (> 2mg/dl) and/or suspicious whole

body scans were submitted to a thorough image search.

We defined tumours as recurrent and/or presenting long

distance metastasis according to the above parameters.

Polymorphism analysis

Genomic DNA was extracted using a standard proteinase

K and phenol-chloroform protocol. GSTO1 variants were

studied using a polymerase chain reaction–single strand

conformation polymorphism (PCR-SSCP)-sequencing

approach. The corresponding primers used were pre-

viously described (Whitbread et al., 2003). PCR was

performed in 25 ml volumes of a mixture containing

100 ng DNA, 50 nmol/l of each primer, 10mmol/l Tris–

HCl (pH 8.0), 100 mmol/l of each dinucleotide tripho-

sphate, 2.0mmol/l MgCl2 and 0.5U Taq DNA polymer-

ase. Amplifications were carried out for 35 cycles of 941C

for 30 s, annealing temperature was 561C seconds and

721C for 1min, with an initial denaturation step of 941C

for 2min and a final extension step of 721C for 7min

using an MJ PTC–200 PCR system. The PCR products

were mixed with 95% formamide, 0.05% bromophenol

blue, 0.05% xylene cyanol and 50mmol/l NaOH, dena-

tured at 941C for 101min, and loaded onto 0.4mm/30 cm/

45 cm polyacrylamide gels. The electrophoresis was

conducted at 2–5W at room temperature overnight.

The gels were then stained with silver nitrate. Forty-five

samples suspected of presenting aberrant migrating
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bands were directly sequenced using the ABI prism big

dye sequencing kit (Perkin Elmer, Warrington, Cheshire,

UK) using the ABI 377 Prism DNA Sequencer (Perkin

Elmer). Also 10 samples, four from the control group and

six from patients with a normal banding pattern, were

directly sequenced. Positive and negative control samples

were included in all PCR and SSCP runs to detect

possible contamination problems, gel loading and typing

inconsistencies.

Statistical analysis

Statistical analysis was conducted using SAS statistical

software (Statistical Analysis System, version 8.1, Cary,

NC, USA, 1999–2000). Based on the allele frequency of

GSTO1 previously described, we estimated a size sample

of 95 cases to be enough to retain high statistical power.

Chi-squared or Fisher’s exact tests were used to examine

homogeneity between cases and controls regarding

gender, colour, previous thyroid disease, use of medica-

tion and cigarette smoking. Also, extent of disease was

compared between papillary and follicular carcinomas

using Fisher’s test. Kruskal–Wallis test was used to

compare age among groups. Mann–Whitney or Wilcoxon

tests were used to compare age among different genotype

groups. The odds ratio (OR) and 95% confidence interval

(95% CI) provide a measure of the strength of associa-

tion, e.g. indicating the increase in odds of a given benign

or malignant thyroid nodule demonstrating a particular

genotype compared with the control population. Logistic

regression was used to evaluate the effect of genotypes,

after adjusting for other potential confounders like age,

sex, colour, tobacco, and alcohol and medication con-

sumption. Interactions between environmental variables

and genotypes were also assessed. All tests were

conducted at the P=0.05 level of significance.

Results
There were no differences between the control and the

thyroid disease patients regarding age (47±18 years

versus 49±14 years), gender (86 men and 87 women

versus 61 men and 84 women and colour (113 white and

60 non-white versus 98 white and 47 non-white

individuals). Patients with benign nodules (A140/

D140=15.4%, A140/A140=78.8%, D140/D140=5.8%),

thyroid carcinomas (A140/D140=18.3%, A140/

A140=79.6%, D140/D140=2.1%) did not show a

significant over-representation of the variants of GSTO1

genotype compared with the control population (A140/

D140=11%, A140/A140=84.4%, D140/D140=4.6%).

There were no differences between the incidences of

heterozygous GSTO1 or homozygous GSTO1 genotypes in

the benign, the malignant nodules and the control

population. Figure 1 represents data on the overall

proportions of the GSTO1 genotypes in the control

population and in the benign and malignant thyroid

disease patients. There was no association between

genotype and the patients’ clinical features, tumour

parameters of aggressiveness at diagnosis or behaviour

during follow-up.

Discussion
Thyroid nodules are very frequent among the general

population, in contrast to thyroid cancer (Schlumberger,

2000). Identification of those individuals who are at an

increased risk for cancer is important for planning and

implementing proper prevention and management stra-

tegies. Although diagnostic tools such as fine-needle

aspiration cytology are available for identifying malig-

nancy, this procedure is not appropriate to large popula-

tions. Conversely, molecular markers could be applied to

large number of individuals and conceivably recognize

individuals at risk for cancer among the vast majority of

benign nodules.

Very little is known concerning the susceptibility factors

for thyroid cancer. However, variations of thyroid cancer

incidence in different geographic and ethnic groups

suggest that exposition to distinct environmental factors

may be very important in thyroid tumorigenesis process

(Mack et al., 2002; Memon et al., 2002). For example,

thyroid cancer is the second most common neoplasm

among women in several countries in the Middle West,

accounting for more than 8% of all cancers in Kuwait (Yu

et al., 2000). Polymorphisms of human drug-metabolizing

enzymes influence individual susceptibility to chemical

carcinogens and may help explain the variations of thyroid

cancer incidence around the world (Strange and Fryer,

1999). The recent characterization of the GSTO class of

genes allowed us to study their possible role in thyroid

tumorigenesis. Since GSTO1 variants present reduced

enzyme activities and lower capacity to biotransform

inorganic arsenic, genetic polymorphisms of the GSTO

gene could have a role in thyroid tumorigenesis. Arsenic is

Fig. 1
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a notorious environmental carcinogen and contamination

of drinking water with inorganic arsenic is a world-wide

health problem. Methylation is considered as a principal

pathway for detoxification of inorganic arsenic and a

marked variation in methylation capacity, and, therefore,

susceptibility to arsenic has been demonstrated among

individuals (Hirakawa et al., 2002). Unfortunately, our

data do not support an important role for the GSTO gene

or its variants in the risk for thyroid nodules or their

pathologic and clinical characteristics.

We demonstrated that Brazilian population has a similar

frequency of GSTO1 variants (f=0.156) as the one

described in Australian (f=0.335), Japanese (f=0.118),

Chinese (f=0.165), Mexican (f=0.118) and African

(f=0.081) populations (Cerda-Flores et al., 2002; Whit-

bread et al., 2003). Although we did not demonstrate the

GSTO1 genotype to have a role in thyroid tumours, it may

influence susceptibility to other tumours. Data on the

genotype distribution of GST genes in the Brazilian

population may help to outline risk assessment and

preventive actions in individuals exposed to environ-

mental carcinogens.
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Abstract
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. To look
for the influence of the inheritance pattern of these
enzymes on thyroid cancer risk, we used a triplex PCR
that included �-globin gene as a DNA quality control to
compare 300 normal individuals of our population to 116
goiter patients. There were 49 cases of benign and 67
cases of malignant nodules: 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 < 0.05). We found a 2.6
increased risk of thyroid cancer in individuals with the
GSTT1 and GSTM1 combined null inheritance, suggesting
that this genotype may be associated with an increased
susceptibility to thyroid cancer.

Introduction
The majority of human tumors is considered to be a result of the
interaction between environmental factors and personal genetic
susceptibility (1, 2). However, people vary greatly in their

likelihood of developing cancer in response to natural hazards.
Individual differences in susceptibility to carcinogens play
an essential role in the development of sporadic cancer. The
biochemical basis for this susceptibility is related to genetic
polymorphisms that normally occur in the general population
regarding genes involved in predisposition to a specific cancer,
in the metabolic activation or detoxification of environmental
genotoxins, and in controlling DNA repair or cellular dam-
age (3–5).

The etiology of thyroid cancer is markedly uncertain.
Exposure to ionizing radiation, especially in childhood, remains
the only factor clearly associated with benign and malignant
thyroid tumors in humans (6). However, there is strong epide-
miological evidence pointing toward the involvement of geo-
graphic, ethnic, and dietary factors in the risk of sporadic
thyroid cancer (7). A variety of drugs, pesticides, goitrogenic
xenobiotics, and chemicals have been shown to increase the
incidence of thyroid tumors in rodents (8–10). However, chem-
icals have seldom been associated with human thyroid cancer,
in contrast to lung, bladder, and many other cancers. No in-
crease in the risk of human thyroid cancer has ever been
consistently observed with any drug (6, 7, 11). On the contrary,
a number of studies have reported a reduced risk of thyroid
cancer in women who smoke cigarettes (12, 13).

The GST3 system consists of a large multigenic group of
detoxifying enzymes, the activity of which, catalyzing the con-
jugation of toxic and mutagenic compounds with glutathione, is
essential for cell protection (14). Conversely, this important
service may be disadvantageous during chemotherapy where
GSTs have been associated with multidrug resistance of tumor
cells (15, 16). At present, five classes of isoenzymes have been
identified: alpha, mu, pi, sigma, and theta. The genes that
encode the GST enzyme system are polymorphic in the general
population (14–17). Both the GSTM1 and GSTT1 genes have a
null variant allele in which the entire gene is absent. Persons
with homozygous deletions of either the GSTM1 or the GSTT1
locus have no functional activity of the respective enzyme.
Epidemiological studies suggest that individuals who are ho-
mozygous null have an increased risk of developing cancer at
a number of sites like lung, bladder, colon, and breast (18).

The primary objective of this study was to test the hypoth-
esis that individuals with an inherited homozygous deletion of
the GSTT1 and/or the GSTM1 genes are at an increased risk of
thyroid cancer. We conducted a prospective case control study
in which we compared the proportion of GSTT1 and GSTM1
null genotypes between a group of patients with benign and
malignant thyroid tumors and a control group. Heterogeneity
of risk according to clinical and morphological subtypes ofReceived 11/30/01; revised 6/3/02; accepted 6/14/02.
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thyroid tumors and their correspondent genotype was also
explored.

Materials and Methods
Subjects. The study was approved by the Ethics Committee of
the HC-FCM/UNICAMP, and informed written consent was
obtained from a total of 416 individuals from our region,
considered to have a normal iodine intake. Because of the
highly heterogeneous ethnic composition of the Brazilian pop-
ulation, we included a large control group of 300 individuals
(99 males and 201 females, 16–78 years old, 35 � 23 years old)
selected from the general population. To obtain a comparable
control group with respect to gender proportion and the range
of ages, we selected two to three women for every man who
presented himself to donate blood, because thyroid cancer oc-
curs more frequently in women than in men. Data on lifetime
occupational history, smoking history, general health condi-
tions, previous diseases, and other anamnestic data were ob-
tained through interviews. Individuals with history of previous
thyroid disease, exposure to radiation, and antecedents of ma-
lignancy were excluded. There were 252 healthy blood donors
(78 males and 174 females, 18–60 years old, 31 � 21 years
old), who provided a representative group of the general pop-
ulation that seeks medical assistance in this region, and 48
volunteers (21 males and 27 females, 16–78 years old, 36 � 25
years old) recruited among students and co-workers from the
State University of Campinas. One hundred sixteen patients
consecutively referred to the outpatient clinic of the University
Hospital (HC-FCM/UNICAMP) for thyroid disease evaluation,
who agreed to participate, were enrolled in the study. The study
population included 49 cases of benign thyroid lesions [multi-
nodular goiter (38 cases, 3 males and 35 females, 12–71 years
old, 45 � 15 years old) and follicular adenomas (11 cases, 2
males and 9 females, 22–77 years old, 43 � 17 years old)] and
67 cases of thyroid tumors [50 papillary carcinomas (16–72
years old) and 17 follicular carcinomas (45–79 years old)].
Stage and grade of differentiation of the tumors were obtained
from surgical and pathological records. Diagnoses were con-
firmed by experienced pathologists of the University Hospital
(HC-FCM/UNICAMP). Patients were classified into whites
and nonwhites. Clinical features of the patients with thyroid
carcinomas are detailed in Table 1.

Data on general health conditions and medical history with
emphasis on previous and/or current thyroid diseases were
obtained through interviews. The use of drugs was also care-
fully assessed, in particular nutritional goitrogens, drugs that
could interfere with thyroid function, as well as medicines for
other concomitant diseases. Cigarette smoking habit was re-
corded but—because of the few reliable data obtained on the
duration of smoking, age started smoking, quantity smoked,
and years since stopped smoking—the patients were grouped in

never-smokers and ever-smokers categories. This last group
included individuals who consumed at least 20 packages (20
cigarettes each pack) for 1 year in the last 5 years. None of the
patients had a history of accidental or medical radiation expo-
sure. All data, including pathological diagnoses, were con-
firmed in the patients’ records. A peripheral blood sample was
collected from all 116 patients. Also, thyroid tissue samples
were obtained at surgery from 83 of these patients, snap frozen
in liquid nitrogen immediately after surgery, and kept at –80°C
until processed. We were able to obtain both cancer tissue
samples and autologous blood specimens and/or normal thyroid
tissue from the contralateral lobe in 35 cases of malignant
tumors.

Patients were followed with periodic whole body scans,
serum thyrotropin and thyroglobulin measurements according
to a routine follow-up protocol that includes X-ray, ultrasonog-
raphy, computer tomography scan, and other eventual proce-
dures to detect distant metastasis for a period of 12–214 months
(23 � 58 months). Patients with high serum thyroglobulin
levels (�2 mg/dl) and/or suspicious whole body scans were
submitted to a thorough image search. We defined tumors as
recurrent and/or presenting long distance metastasis according
to the above parameters.
Methods. Genomic DNA was extracted from frozen speci-
mens and from leukocytes separated from whole blood using a
standard proteinase K-phenol-chloroform protocol. A tissue
sample was collected from the central portion of the tumor to
minimize the possibility of contamination of normal tissue.

A multiplex-PCR assay was used to simultaneously am-
plify the GSTT1 and GSTM1 genes. �-Globin gene coamplified
as an internal positive control in a total volume of 50 �l
containing 25 mM KCl; 10 mM Tris-HCl (pH 8.4); 1.5 mM

MgCl2; 0.1 mM each of dATP, dCTP, dGTP and dTTP; 500 ng
of genomic DNA; and 2 units of Taq DNA polymerase recom-
binant (Life Technologies, Inc.). A fragment of 273 bp was
obtained using 120 ng of each primer (sense and antisense) for
GSTM1 gene amplification, 150 ng of each primer for the
GSTT1 gene that amplified a fragment of 480 bp, and 95 ng of
each primer for the �-globin gene that amplified a fragment of
630 bp (19). The reaction involved 35 cycles of incubation with
denaturing at 94°C for 1 min, primer annealing at 62°C for 1
min, and extension at 72°C for 1 min. The PCR fragments were
visualized into an ethidium bromide-stained 2% agarose gel as
273-bp and 480-bp products, corresponding to the normal pres-
ence of the allele of GSTM1 and GSTT1 genes, respectively. A
630-bp PCR fragment was obtained from the �-globin gene as
shown in Fig. 1.
Statistical Analysis. The analysis was conducted using statis-
tical software (Statistical Analysis System, version 8.1, 1999–
2000; SAS Institute, Inc., Cary, NC). �2 or Fisher’s exact tests
were used to examine homogeneity between cases and controls

Table 1 Distribution of thyroid carcinoma patients according to their histology, clinical features including age (X � SD in years), gender (F, female; M, male), color
(W, white; NW, non-white), the history of previous thyroid benign diseases, smoke habits, use of medicines, the presence of lymph node involvement and

distant metastasis by the time of the diagnosis, and the diagnosis of recurrence and/or distant metastasis during the follow-up

Histology

Clinical characteristics Diagnosis (presence
of metastasis)

Follow-up

Age

Sex Color
Previous

thyroid disease
Smokers

Use of
medicinesM F W NW

Lymph
node

Distant
Recurrence and/or
distant metastasis

PCs 42 � 13 12 38 34 16 4 13 11 23 8 15
FCs 57 � 17 7 10 10 7 1 3 4 3 9 9
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regarding gender, color, previous thyroid disease, use of med-
icines, and cigarette smoking. Also, extent of disease was
compared between PCs and FCs using Fisher’s exact test. The
Kruskal-Wallis test was used to compare age among groups.
The Mann-Whitney or Wilcoxon tests were used to compare
age among different genotype groups. The odds ratio and 95%
confidence interval provide a measure of the strength of asso-
ciation (e.g., indicating the increase in odds of a given benign
or malignant thyroid tumor demonstrating a particular genotype
compared with the control population). All tests were con-
ducted at the P � 0.05 level of significance.

Results
Table 1 summarizes clinical characteristics and parameters of
aggressiveness at diagnosis and during follow-up of the thyroid
cancer patients. Patients with FCs were older than the patients
with PCs (Kruskal-Wallis, P � 0.0012). Nevertheless, there
were no differences among the patients regarding color, gender
distribution, smoking habit, the use of drugs, or preexisting
benign thyroid diseases. The occurrence of lymph node in-
volvement at the time of the diagnosis was more frequent
among PC (39%) than FC (6%; �2, P � 0.05). However, these
last tumors already presented long distance metastasis at the
time of the diagnosis (53%) more frequently than PCs (16%;
�2, P � 0.02). Follow-up data did not evidence differences
between PC and FC concerning distant metastasis and/or re-
currence of the tumor, although FC patients presented evidence
of recurrence and/or metastasis in 50% of the cases against 30%
of the PC cases (�2, P � 0.13). No patients died during the
period of observation. Table 2 summarizes data of the overall
proportions of the GSTT1 and GSTM1 genotypes in the control
population and in the benign and malignant thyroid disease
patients.

GSMT1 and GSTT1 gene profiles proved to be exactly the
same in the tumor and normal tissue samples, as well as in the
corresponding peripheral blood samples in all tested samples.

The combined absence of both the GSTT1 and GSTM1 genes
was more frequent in thyroid carcinomas (12%) than in the control
population (5%; Fisher’s exact test, P � 0.05) but did not distin-
guish benign from malignant tumors (Fisher’s exact test, P � 0.55)
or patients with benign thyroid tumors from the control population
(Fisher’s exact test, P � 0.32). There was no association between
genotype and the patients’ clinical features, tumor parameters of
aggressiveness at diagnosis, or behavior during follow-up. Also,
no relationship was found between the GSTM1 and the GSTT1
allele null genotypes and benign or malignant thyroid tumors. The
combined GSTT1 and GSTM1 null genotype presented an odds
ratio of 2.576 (95% confidence interval, 1.044–6.355) in thyroid
cancer patients.

Discussion
The recognition of factors designed to identify people at risk of
developing cancer is essential for good medical practice. Five to
10% of the population presents detectable nodules during their life
span, mainly in iodine-deficient communities (6, 7, 20). However,
most of these nodules will prove to be benign because thyroid
cancer is responsible for only 0.6% to 1.6%, respectively, of all
kinds of cancers that occur in men and women in the United States
(6, 7). The environment has the principal role in causing sporadic
cancer (2). Acting in concert with individual susceptibility, envi-
ronmental factors such as smoking, diet, and pollutants play a role
in most human cancers (1).

Variations of thyroid cancer incidence in different geo-
graphic and ethnic groups suggest that environmental factors
may influence the thyroid tumorigenesis process, but available
data regarding carcinogenic products are conflicting. Several
chemicals produce thyroid neoplasia in rodents, generally act-
ing through two basic mechanisms. The first involves a direct
carcinogenic effect activating oncogenes, inactivating tumor
suppressor genes, and producing specific alterations in the
expression and function of genes involved in cell growth,
differentiation, and life span. The second involves chemicals

Fig. 1. Ethidium bromide-stained 2% agarose gel illus-
trating the multiplex PCR used for detection of null alleles
of GSTM1 and GSTT1. The products of 273 and 480 bp
correspond to the normal presence of the allele for the
GSTM1 and GSTT1 genes, respectively. The 630-bp PCR
fragment corresponds to a �-globin gene fragment, in-
cluding exon 3 and introns 2 and 3, that was used as a
control for the DNA sample. Lane 1, DNA size marker
ladder of 100 bp; Lanes 2–4, results from the amplifica-
tion of DNA extracted from peripheral blood of PCs;
Lanes 5 and 6, FCs.

Table 2 Comparison among the distribution of the different GSTT1 and GSTM1 genotypes in the normal population and the thyroid benign and malignant
(papillary and follicular) patients

Genotype Population Benign goiter Papillary Follicular

n % n % n % n %

GSTT1� GSTM1� 15 5 4 8 5 10 3 18
GSTT1� GSTM1� 52 17 6 12 5 10 4 24
GSTT1� GSTM1� 111 37 20 41 20 40 5 29
GSTT1� GSTM1� 122 41 19 39 20 40 5 29
Total 300 49 50 17
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that, through a variety of mechanisms, disrupt thyroid function
and produce neoplasia secondary to hormone imbalance (21).
However, there are important species-specific differences in
thyroid gland physiology between humans and rodents. Broad
screening of more than 200 drugs for carcinogenicity revealed
that just two, griseofulvin and senna, were associated with
increased risk of thyroid carcinoma in humans (22). Spirono-
lactone and vitamin D, but not calcium supplements, were
found to be significantly associated with thyroid cancer, mostly
medullary carcinoma (23). Nutritional goitrogens intake, like
vegetables containing cyanogenic glucosides (most forms of
cabbage, cauliflower, broccoli, and other members of the cru-
ciferous family), was not associated with increased risk of
thyroid carcinoma in humans and may even exert a protective
effect (23). There is no epidemiological evidence of increased
risk of thyroid cancer in smokers. On the contrary, recent data
suggest a protective effect of smoking, perhaps involving an
effect on thyroid-stimulating hormone and estrogen metabolism
(12, 13).

Individuals with a homozygous deletion of the GSTT1 and
GSTM1 genes lack enzymatic conjugation of foreign com-
pounds with glutathione. This results in diminished ability to
detoxify many environmental carcinogens, including 1.3-buta-
diene, ethylene oxide, epoxybutanes, and monohalomethanes.
Absence of GSTT1 and of GSTM1 activity in blood, corre-
sponding to the GSTT1 and GSTM1 null genotypes, have been
associated with carcinogen-induced and background chromo-
somal changes in some case-control studies in lung, bladder,
and colon cancers, particularly mediating the risk of smoke-
related cancers (24–26). We were not able to find any literature
data regarding the role of detoxifying enzymes in thyroid tu-
mors. Therefore, we carried out a study of benign and malig-
nant thyroid lesions involving the GSTT1 and GSTM1 genes.
We studied a large control group that presented a genotype
profile similar to that previously described in our population,
confirming its high heterogeneity (27, 28). Our data on thyroid
nodules indicate a high prevalence of the combined null gen-
otype in malignant lesions in FC (17%) and PC (10%), signif-
icantly higher than in the control population (P � 0.05). We
were not able to find any association between clinical features,
histology, parameters of aggressiveness at diagnosis or during
follow-up, and the genotype. Moreover, genotypes of tumor
and normal autologous cells were always identical, indicating
that GST gene inheritance does not play any role in the follic-
ular cell transformation process. However, an estimated 2.6-
fold greater risk of malignant thyroid nodules was observed in
individuals with combined null genotypes. These data suggest
that individuals with GSTT1 and GSTM1 combined null inher-
itance may be genetically predisposed for an increased risk of
developing thyroid cancer.
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Lack of mutation in exon 10 of p53
gene in thyroid tumors
Patricia Lia Santarosaa, Fabiana Granjaa,
Elaine Cristina Moraria, Janaína Luisa Leitea,
Ligia Vera Montalli da Assumpção, Laura S Ward.

Ausencia de mutaciones del exón 10
del gen p53 en tumores tiroideos

Antecedentes: p53 es una  proteína  nuclea r que tiene un rol impor-

ta nte en la  regula ción de la  prolifera ción celula r y coma nda  ca sca da s de seña liza ción pa ra  la

repa ra ción de ADN y a poptosis. En muchos tipos de cá ncer, ha y una  a lta  frecuencia  de muta -
ciones de p53. Esta s muta ciones ta mbién son muy preva lentes en el cá ncer indiferencia do de

tiroides, pero no se encuentra n en tumores benignos y son infrecuentes en el cá ncer bien diferen-

cia do. La  ma yor pa rte de la s muta ciones se loca liza n en los exones 5 a  8 del gen. Recientemente
se ha  descrito una  muta ción de la  línea  germina l del exón 10 en el codón 337 del p53, en niños

bra sileños con tumores supra rrena les. Objetivo: Busca r muta ciones del codón 337, del exón 10

de p53 en tumores tiroideos. Material y métodos: Se estudia ron 74 tumores tiroideos (5 ca rci-
noma s folicula res incluyendo 3 a lta mente inva sivos, 22 ca rcinoma s pa pila res incluyendo 6 va ri-

a ntes con célula s a lta s, 11 a denoma s folicula res, 1 ca rcinoma  medula r y 35 bocios benignos). El

ADN se extra jo de una  sección centra l de los tumores y desde tejidos tiroideo norma l contra la tera l
o sa ngre en 38 pa cientes. Los productos de PCR pa ra  el exón 10 de p53 fueron exa mina dos por

a ná lisis de conforma ción de polimorfismos de hebra  simple. Se secuencia ron 2 muestra s en que se

sospechó la  presencia  de ba nda s con migra ción a berra nte y 3 productos de PCR a diciona les pro-
venientes de muestra s de tumor con pa trones norma les de polimorfismo, pero no se detecta ron

muta ciones. Resultados: En toda s la s muestra s estudia da s, no se detecta ron muta ciones. Con-
clusiones: El exón de p53 no presenta  muta ciones en los tumores tiroideos. Esto sugiere que esta
muta ción es específica  pa ra  tumores supra rrena les. (Rev Méd Chile 2004; 132: 1513-6)
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The tumor suppressor gene p53 is a transcrip-
tion factor that acts in cell cycle regulation,

inducing cell cycle arrest or cell death in response
to DNA-damaging agents, such as viral infection,
radiation and chemotherapeutics1. The p53 protein
resides primarily in the nucleus, binds to specific
DNA sequences, and functions at least in part as a
transcriptional regulator2. Inactivated p53 muta-
tions have been described in some 50% of human
cancers and are believed to be a major determinant
of the phenotype of many forms of cancer1-3.

Several studies, both with immunocytochemical
and genetic analyses, have shown that p53 mutatio-
ns are highly prevalent in poorly differentiated and
undifferentiated thyroid carcinomas, as well as
thyroid cancer cell lines4-6. However, they are not
found in benign tumors and are infrequent in well-
differentiated cancers, suggesting that mutational
inactivation of p53 occurs at a late stage of thyroid
tumor progression7. These data suggest that mutatio-
nal inactivation of the p53 gene may be a key event
in the progression from differentiated to anaplastic
carcinoma4,7. There is also evidence that p53 may
interfere with thyroid cell differentiation. Introduc-
tion of a mutated p53 markedly impairs the differen-
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tiated gene expression of PCC13 thyroid cells8. By
contrast, wild-type p53 reintroduction into an undi-
fferentiated thyroid carcinoma cell line leads to
reexpression of thyroid peroxidase, a characteristic
differentiated marker of the thyroid cell9.

Typically, mutations in p53 gene are located in
exons 5-8, a highly conserved DNA binding domain
of p53. Recently, a distinct nucleotide substitution in
the exon 10 of p53 was identified at a high frequency,
77 to 97% of children with benign and malignant
adrenocortical sporadic tumors investigated by 2
distinct groups10,11. This germline mutation leading to
an Arg337His mutation of exon 10 was also identified
in asymptomatic relatives of the patients but in none
of the unrelated controls, suggesting that the mutation
is a risk factor associated with adrenocortical tumors
rather than a benign polymorphism commonly found
in southern Brazil10,11.

Sporadic tumors often appear to have the same
gene mutations as their familial counterparts. Many
germline mutations have been demonstrated to be
associated with sporadic tumors, including thyroid
cancer12-16. We recently showed that a polymor-
phism at codon 72 of exon 4 of p53 was associated
with sporadic thyroid carcinomas17.

Because of the high prevalence of the codon 337
of exon 10 of p53 mutation in southern Brazilian
population and the possibility that this polymor-
phism could be also associated to other cancers, we
designed this study to screen a large amount of
samples for this p53 mutation in thyroid tumors.

MATERIAL AND METHODS

Subjects. The Ethics Committee of the University
Hospital - School of Medicine of the State Universi-
ty of Campinas (HC-FCM/UNICAMP) approved the
study and informed written consent was obtained
from a total of 74 subjects (55 females, 19 males, 16
to 81 years old, 49±21 years old) that were
consecutively referred to thyroid surgery because
of thyroid nodules that presented clinical or epide-
miological suspicion of cancer. The diagnosis of
thyroid carcinoma was established by fine-needle
aspiration cytological study and confirmed by the
histological analysis of thyroid tissues. There were
28 thyroid malignant tumors: 5 follicular carcino-
mas (3 widely invasive and 2 minimally invasive);
22 papillary carcinomas (14 of the classic variant, 2
follicular variants, 6 tall cell variants) and 1 medu-

llary carcinoma. Other 46 cases (35 females, 11
males, 21 to 75 years old, 47±19 years old) of
benign goitres included 19 follicular adenomas, 22
multinodular goitres and 5 Basedow-Graves disea-
se. Thyroid tissue samples were obtained at the
time of surgery at the University Hospital and
immediately frozen in liquid N2. Besides collecting
a central portion of all tumors, we obtained
samples from the contra lateral normal thyroid lobe
of 26 patients with thyroid cancer. In addition,
peripheral blood samples were collected from 18
different patients with benign goitres. Tumor stage
and degree of differentiation were obtained from
surgical and pathological records. Experienced pa-
thologists of the University Hospital of the Faculty
of Medical Sciences of the State University of
Campinas (UNICAMP) confirmed all diagnoses.

Methods. Genomic DNA was extracted from frozen
tumors using a standard phenol-chloroform method.
We used the same primers described by Latronico et
al10. PCR was performed in 25 µl volumes of a
mixture containing 100 ng DNA, 50 nM of each
primer (5'-CTGAGGCACAAGAATCAC-3' and 5'-TCC-
TATGGCTTTCCAACC-3'), 10 mM Tris- HCl (pH 8.0),
1.5 mM MgCl2, 100 uM of each dinucleotide triphos-
phate and 0.5 U Taq DNA polymerase. Amplifications
were carried out for 35 cycles of 94°C for 45 seconds,
62°C for 45 seconds and 72°C for 1 min, with an initial
denaturation step of 94°C for 2 min and a final
extension step of 72°C for 7 min using a Perkin-Elmer
9600 GeneAMp PCR system. The amplified 447 bp
DNA fragments were examined on a 2% agarose gel,
containing ethidium bromide. After confirming ampli-
fication, the samples were mixed with 95% formami-
de, 0.05% bromophenol blue, 0.05% xylene cyanol
and 50 mM NaOH, denatured at 94°C for 10 min, and
loaded on to 6% polyacrylamide gels. The electropho-
resis was conducted at 2-5 W at room temperature
overnight. The gel was then stained with silver nitrate.
DNA samples homo and heterozygous for the
Arg337His mutation, obtained from adrenocortical
tumors, were used as positive controls of the gels.

RESULTS

Figure 1 depicts an example of our results. All
samples showed the same pattern of running, with
no significant differences. Two samples suspected
of presenting aberrant migrating bands were exci-
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sed from the gel and purified using a commercial
kit according to the manufacturer’s instructions
(Life Technologies, Paisley, UK). PCR products
were sequenced with the ABI prism big dye
sequencing kit (Perkin Elmer, Warrington, Cheshi-
re, UK) using an ABI 377 Prism DNA Sequencer
(Perkin Elmer). In all cases a wild-type sequence
was found. In addition, we directly sequenced 3
additional PCR products from tumor samples with
normal SSCP patterns, and all were wild type.

DISCUSSION

The p53 gene is one of the best studied tumor
suppressor genes, located on chromosome
17p13.1. Its mutation has been reported mainly in
aggressive forms of tumors, especially anaplastic
carcinomas18. It has been found in up to 40% of
dedifferentiated and undifferentiated thyroid carci-
nomas and in less than 10% of the differentiated
thyroid tumors19. However, mutant p53 protein has
also been detected in follicular and papillary
carcinomas20. More recently, p53 mutant protein
was also demonstrated in 11 out of 66 nodular
hyperplasia cases (16.7%) and in 7 out of 50 (14%)
cases of follicular adenomas21.

Although somatic mutations of p53 are the most
common genetic changes observed to date, the
frequency of germline p53 mutations is found to be
very low in sporadic malignant tumors4. It has been
postulated that de novo germline p53 mutations may
occur in a substantial population of patients in the
pediatric age group, who die of their disease and do
not propagate the mutation22,23. On the other hand,

recent reports suggest that germline p53 splicing
mutations have been described infrequently in the
literature because the method of mutation detection,
in many studies, does not include all splice junctio-
ns24. The low figures reported in the literature might
also reflect the use of less-sensitive mutation detec-
tion methods and, certainly, the fact that most
researches focused on exons 5-8, within the DNA-
binding domain of p53, instead of screening all 11
exons of TP5324. Indeed, because 85% of p53
mutations are expected to occur in exons 5 through
8, thyroid tumor screening efforts, in almost all
reports, were restricted to these regions of the gene
(http://www.iarc.fr/p53/; http://cancergenetics.org/
p53.htm).

The spectrum and frequency of cancers asso-
ciated with germline p53 mutations are uncertain.
Some cancers like breast carcinoma, soft tissue
sarcomas, osteosarcoma, brain tumors, adrenocor-
tical carcinoma, Wilms’ tumor and phyllodes tu-
mor are strongly associated with germline p53
mutations while carcinoma of pancreas is modera-
tely associated and leukaemia and neuroblastoma
are weakly associated25.

Screening exon 10 by PCR-SSCP and by direct
sequencing, we did not find mutations in a large
number of thyroid samples. These results support
the concept that germline TP53  mutations do not
simply increase general cancer risk. Instead, they
promote tissue-specific effects. Although our re-
sults are constrained by the fact that we did not
screen poorly differentiated or undifferentiated
tumors, they suggest that the Arg337His germline
mutation described in Brazilian children is restric-
ted to adrenocortical tumors.

FIGURE 1. Gel of single-stranded conformation polymorphism analysis of PCR products (PCR-SSCP) representative
of our results for exon 10 of p53 gene screening for mutations. Lanes 1 and 2 were loaded with the positive
controls for the homo- and the heterozygous Arg337His mutation of exon 10 of the p53 gene, respectively. Lanes
3-7 and 8-12 were loaded with PCR products from follicular and papillary carcinomas, respectively.
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