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RESUMO

INTRODUCAO: As doencas da tireoide sdo bastante frequentes na populagio. O
carcinoma diferenciado da tireoide tem aumentado significantemente nos ultimos
anos, além de ser o tipo mais comum na regido da cabeca e pesco¢o, acometendo
cerca de um a 13 individuos para cada mil habitantes com importantes diferencas
geograficas de prevaléncia. Embora haja atualmente um melhor acesso ao sistema de
saide, bem como amplo uso de metodologias cada vez melhores e mais sensiveis na
deteccdo das doengas tireoidianas (responsdvel por parte do aumento de sua
incidéncia), ha sabidamente a influéncia de fatores ambientais e outras
comorbidades consideradas fatores de risco, como radiagdo ionizante, substincias
quimicas, alteracoes dietéticas especificas (como a deficiéncia endémica de iodo) e
também inespecificas (como doengas decorrentes do estilo de vida atual,
potencializadas pelo sedentarismo e ingestdo inadequada de nutrientes) agregando
doencas que influem no estado imunoldgico, aumentando a suscetibilidade a
doencgas, dentre elas o cancer. A obesidade e sua crescente incidéncia, para além
desses fatores ambientais, tem se mostrado fator de predisposi¢do importante e
independente para vdérios tipos de neoplasias malignas. No caso do cancer de
tireoide, esta associacdo ainda € controversa. A literatura ja demonstrou a relacao
entre obesidade em cancer de tireoide em subgrupos especificos, mas ainda carece
de dados mais concretos e marcadores que possam rastrear estas populagcdes de risco

em nivel global.
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O peptideo grelina € um peptideo orexigeno produzido nas células géstricas
com liberacdo sérica e acdo central e periférica, com funcdes relacionadas ao
mecanismo de obesidade. Por este motivo, apresenta-se como um bom candidato a

marcador da relagdo entre obesidade e cancer.

SUJEITOS E METODOS: Este trabalho analisou a associacdo entre pacientes
portadores de sobrepeso ou obesidade e carcinoma diferenciado da tireoide através
das técnicas de ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay) € imunoistoquimica
para a determinacgdo de niveis séricos e expressao de grelina tecidual em um grupo
de 112 pacientes portadores de nodulos tireoidianos, dos quais 59 eram benignos e
53 malignos, todos submetidos a tireoidectomias e seguidos por 10 a 216 meses
(82,28 + 43,85 meses). Correlacionou-se a ocorréncia de alteragdes deste peptideo
com a susceptibilidade e a predisposicdo ao cancer da tireoide para obesos € nao

obesos e para o subgrupo microcarcinoma (<10 mm).

RESULTADOS: Dos 112 pacientes da casuistica, 26,7% eram obesos (IMC >29.9
Kg/m?), com média de idade de 29,2 = 1,7 anos para o sexo masculino e de 32,9 =
1,2 anos para o feminino; como esperado, houve correlacao positiva entre grelina e
obesidade (p<0,001), porém a curva ROC ndo apresentou poder discriminatério para
malignidade na amostra estudada (p = 0,4492). Verificou-se baixa sensibilidade
(67,9%) e especificidade (39%), porém a expressdo imunoistoquimica foi capaz de
diferenciar malignidade na amostra estudada (p-0,024). Nao houve correlacdo

significativa entre niveis séricos e/ou da expressdo de grelina com nenhuma das
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varidveis clinicas. Apenas a presenca de auto-anticorpos apresentou tendéncia

significativa (p=0,09).

CONCLUSAO: Os niveis séricos de grelina dosados na amostra estudada ndo
auxiliaram na discriminacdo de malignidade, porém sua expressao
imunoistoquimica apresentou importante relacdo entre esta e o diagnostico de
malignidade. As concentragdes séricas de grelina diferiram quantitativamente e
apresentaram baixa especificidade como marcadoras, tanto para o grupo maligno em
geral quanto para o subgrupo dos microcarcinomas. Apesar da auséncia de
correlacdo entre os niveis séricos e cancer, quando analisamos os dados de
expressdao observa-se que ha poder discriminatorio para malignidade na amostra

estudada.

Palavras-chave: Tireoide — Cancer, Obesidade, Grelina, Cancer Diferenciado de

Tireoide
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ABSTRACT

BACKGROUND: Thyroid diseases are very frequent. Differentiated thyroid cancer
has significantly improved in the last twenty years, being the most common cancer
on head and neck region, ranging from 1 to 13/1000 inhabitants on average, with
importante prevalence features. There is an influence of environmental factors like
radiation, chemical components, iodine deficiency, as well as other morbidities and
actual changes in lifestyle, in which sedentary lifestyle and diet changes take place
causing a synergistic effect, with improvement of risk factors for various diseases
including cancer. The recent epidemy of obesity and its rising incidence has been
shown to be a very important susceptibility factor to many malignant neoplasms.
Regarding thyroid cancer, this association is still controversial, and so far is known
that during tumor progression thyroid cells are certainly influenced by the pro-
inflammatory status commonly observed in these patients. Data on literature has
demonstrated the relationship between obesity and thyroid cancer in specific
subgroups, but there is lack of concrete data about susceptibility markers to globally
screen this population at risk. Ghrelin is an orexigen peptide produced by gastric
cells with central and peripherical actions, released on blood stream with obesity
control functions. Because of these features, it is a good potential marker of the

obesity-cancer relationship.
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ESPECIME/METHODS: Association between obese and overweight patients and
differentiated thyroid cancer was analyzed using FELISA (enzyme-linked
immunossorbent assay) and immunohistochemical techniques, to verify the
expression and serum levels of ghrelin protein in 112 patients harboring thyroid
nodules (59 benign and 53 malignant), all submitted to thyroidectomies and
followed for 10 a 216 months (82,28 + 43,85 months). Correlations among ghrelin
alterations and diagnostic and susceptibility to thyroid cancer were made for obese
and non-obese patients and for a micro carcinoma-specific group selected for study
(=10mm). The findings of immunohistochemical expression and ghrelin serum
levels in selected cases were used for comparisons and the formulation of

hypothesis.

RESULTS: 26,7% of the 112 patients were obese (BMI >29.9 Kg/m?), with average
age 29,2 = 1,7 years (male patients) and 32,9 + 1,2 years (female). As postulated,
there was a relationship between ghrelin levels and obesity (p<0,001), but ROC
curve did not show discriminatory power for malignancy (p=0, 0492). Low
sensitivity (67, 9%) and specificity (39%) rates were found, and there was no
statistical association among ghrelin (expression and/or serum levels) and clinical
variables. The presence of auto antibodies presented an important trend (p=0, 09).
The relationship between immunohistochemical expression and cancer was

significant (p=0,024).
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CONCLUSION: Ghrelin serum levels did not help to discriminate malignancy on
this serie, but the immunohistochemical expression showed important correlation
between malignancy and cancer risk. Serum levels differed quantitatively and
presented low sensitivity and specificity, not only for micro carcinoma but also for
the whole tumors group. Despite the absence of association between serum levels
and cancer, the expression data shows discriminatory power at the study and can be

a potential marker for thyroid malignancy.

Keywords: Thyroid Neoplasms, Obesity, Ghrelin, Genetic predisposition to disease,

Differentiated Thyroid Cancer
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I. INTRODUCAO

O conceito de obesidade como um estado inflamatorio ja € bem estudado e
investigado na area médica atualmente, sendo definida pela Organiza¢do Mundial da
Satde (OMS) como uma enfermidade caracterizada pelo acimulo excessivo de
gordura corporal podendo ser associada a inumeros problemas de satde ?. A
obesidade tem estado em pauta por conta do aumento de sua incidéncia mundial,
tendo a medicina voltado seu olhar para este assunto gerando estudos nesta area do
conhecimento. Uma série de evidéncias clinico-epidemioldgicas vém estabelecendo
sua correlacdo uma série de condi¢des patologicas, entre estas a hiperinsulinemia, o
diabetes mellitus, outros estados metabolicos e finalmente o cancer.

De acordo com a OMS, o cancer da tireoide ¢ a quinta neoplasia mais
frequente entre as mulheres brasileiras e a 17 entre os homens, atingindo cerca de
1% da incidéncia total dentre todos os tumores enddcrinos. ). Observa-se neste
contexto um aumento relevante da incidéncia dos carcinomas diferenciados da
tireoide (CDT), que correspondem a maior porcentagem de relevancia dentre todos
os casos, refletindo o ritmo de seu crescimento em todo o mundo ocidental.

Hé evidéncias de que portadores de cancer de tireoide possam apresentar
resisténcia a insulina, sugerindo uma possivel existéncia de vias de expressdo

Al 4) .
genicas comuns @
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I.1. CONCEITOS

L.1.1. A epidemia da Obesidade
A obesidade vem sendo considerada uma epidemia mundial, presente tanto
em paises desenvolvidos como em desenvolvimento, atingindo individuos de todas

G © O aumento de sua incidéncia esta

as idades e grupos socioecondomicos
distribuido por quase todos os sexos e ragas, afetando principalmente a populacdo de

25 a 44 anos ). O excesso de peso atinge cerca de 1/3 da popula¢io adulta e

apresenta uma tendéncia cada vez mais crescente nas tltimas décadas ®.

Sabe-se que fatores genéticos e ambientais estdo implicados na ocorréncia da
obesidade , havendo a sugestio de uma heranca poligénica e multifatorial em sua

génese (10,

Dentre os fatores ambientais, destacam-se a ingestdo alimentar
inadequada e a falta de atividades fisicas, sendo possivel também que fatores
psicologicos apresentem grande relevancia em determinado niimero de pacientes,
com as varidveis nutricionais, metabdlicas e psicossociais interagindo entre si € com

os fatores genéticos, acarretando no desenvolvimento do fenétipo da obesidade !V

A OMS estima que haja no mundo mais de um bilhdo de adultos com sobrepeso,
quando o indice de massa corporal (IMC) esta entre 25,1 e 29,9 Kg/m?, ¢ que destes,
aproximadamente, 300 milhdes sdo obesos (IMC > 29,9 Kg/m?) "®. No Brasil, a

obesidade atinge aproximadamente 40% da populagdo adulta, sendo estimada em
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38,6 milhdes de pessoas pelo Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE).

1y ~ ~ . r . 1
Destes, 18 milhdes sdo considerados obesos morbidos 1.

Segundo o Consenso Latino Americano de Obesidade, cerca de 200 mil pessoas

morrem por ano devido a doengas associadas ao excesso de peso, sendo que, nos
. , I : 14 r 4

Estados Unidos, este nimero estd em torno de 300 mil pessoas '*. Esta também em

ascensao em paises de baixa e média renda, especialmente em areas urbanas.

O aumento global do sobrepeso e da obesidade ¢ atribuivel a uma série de
fatores, incluindo uma mudanca nos perfis dietéticos em conjunto com uma
tendéncia a diminuicdo da atividade fisica, devido a natureza cada vez mais
sedentaria de muitas formas de trabalho. Porém existem poucas evidéncias de que
algumas populacdes sejam mais suscetiveis a obesidade por motivos genéticos, o
que reforca serem os fatores alimentares responsaveis pela diferenga na prevaléncia

da obesidade em diferentes grupos populacionais. 7.

Dentre as principais
consequéncias para a saide temos doengas cardiovasculares e o diabetes, distirbios

osteomusculares e alguns tipos de cancer - como endométrio, mama e célon, dentre

outros.

Hé evidéncias sugerindo forte influéncia genética no desenvolvimento da
obesidade, mas seus mecanismos ainda ndo estdo esclarecidos. O controle do apetite
e o comportamento alimentar também sofrem influéncia genética, mas problemas
psicoldgicos também estdo associados ao ganho de peso, como por exemplo,

(16)

estresse e ansiedade , que influenciando principalmente o comportamento
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. . AL s 1 4 :
alimentar, tornam-se gatilhos para a ocorréncia da doenga "'”. Além disso, deve-se
considerar que ha diferengas individuais na suscetibilidade & obesidade .
Anormalidades endocrinas como a sindrome dos ovdrios policisticos também podem

conduzir a obesidade, mas estas causas representam menos de 1% dos casos de

excesso de peso.

1.1.2. Cancer e obesidade

Embora o ambiente possa contribuir para a ocorréncia dos casos de
obesidade, ¢ provavel que o fator mais importante seja um perfil genético herdado.
Um numero crescente dessas mutagdes € desses polimorfismos populacionais vem
sendo identificados, tornando necessario entender como eles interagem com os
fatores de risco ambientais levando a um aumento na predisposi¢do tanto da

obesidade como de seus estados patologicos associados.

A ocorréncia de cancer ¢ fortemente influenciada por fatores ambientais, tais
como dieta, estado nutricional, tabagismo, etilismo, viroses e exposi¢des ambientais
e ocupacionais ", Muitos estudos epidemioldgicos tém observado a presenca de
associacoes entre obesidade e incidéncia ou mortalidade por determinadas

neoplasias, embora alguns resultados sejam ainda controversos.

A investigacdo de mecanismos organicos inerentes ao processo de ganho de

peso e carcinogénese geram linhas interessantes para pesquisa. Os efeitos
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metabodlicos e endocrinologicos da obesidade e as alteragdes que induzem a
producdo de peptideos, hormodnios e inflamag¢do sdo bons pontos comuns de partida
que ligam estas duas fisiodoencas, gerando espécime interessante para estudo. Os
mecanismos fisiopatoldgicos e biologicos subjacentes a estas interacdes estdo

apenas comegando a ser compreendidos.

Embora a obesidade seja reconhecida como importante causa de diabetes e
doencga cardiovascular, sua associacdo com a ocorréncia de diferentes tipos de
cancer ¢ pouco elucidada, apesar de j& enfaticamente demonstrada em estudos
preliminares. Com efeito, acredita-se que a obesidade atualmente seja a causa de 15
a 20% de todos os canceres nos Estados Unidos, constituindo-se desta maneira no
principal fator de risco para o desenvolvimento de cancer em individuos nao

fumantes !,

Os mecanismos conhecidos hoje que conectam a obesidade com o risco
aumentado de desenvolver cancer envolvem efeitos enddcrinos e metabolicos e as
consequentes alteracoes que induzem a produg¢do de peptideos e hormodnios
esteroides. Neste contexto, destacam-se a hiperinsulinemia cronica, alteragao da
secrecio de horménios esteroides sexuais e esteatoepatite ndo alcodlica . A
hiperinsulinemia cronica est4 associada com a patogénese do cancer de colon e com

os canceres de mama, pancreas e endométrio.
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Em revisdo recente a agéncia internacional para pesquisa em cancer (IARC)
concluiu que evitar o aumento de peso reduziu o risco de desenvolver neoplasias

. , R . A 2
malignas de c6lon, mama, endométrio, rim e es6fago 0

21 . , . . e 1A .
1 @Y associaram elevados indices de incidéncia de

Kitahara e cols. em 201
cancer tireoidiano a uma possivel elevacdo dos casos de obesidade, pontuando assim

uma relacao causal entre estes dois estados patoldgicos.

Mijovic e cols.em 2009 “?

concluiram que um alto IMC correlacionava-se
com baixo risco para doengas malignas da tireoide, a ndo ser em pacientes do sexo
feminino acima de 45 anos. Neste subgrupo observou-se uma alta taxa de
malignidade em tireoide associada a presenga de obesidade. Se existe alguma
observagao a ser feita, porém ¢ de que estas conclusdes foram baseadas em estudos

epidemioldgicos de individuos com sobrepeso e obesos comparados a individuos

magros € ndo em estudos de individuos que perderam peso.

1.1.3. Marcadores inflamatorios na obesidade
Muitos marcadores inflamatérios associados ao estado de obesidade tem sido
descritos, sendo os mais relevantes e constituintes do chamado “brain-gut peptide

system” a leptina, a adiponectina, a obestatina e seu contrarregulador, a grelina .
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L.1.4. O peptideo grelina

A grelina ¢ um aminoacido de 28kd derivado da clivagem de seu precursor
(preprogrelina) descoberta por Kojima e cols.em 1999 ¥ durante estudos. Dito
“hormonio da fome” e fazendo parte do chamado “brain-gut signaling” (via de
sinalizacdo que envolve as interagdes entre o trato gastrointestinal e o cérebro), ¢
secretada primariamente pelas células epiteliais enddcrinas do fundo géstrico, e
produzida também pelas células epsilon pancreéticas e do hipotalamo, com efeito
predominantemente orexigeno, mas também com ag¢do estimulante potente na
secre¢dao de hormonio do crescimento (GH) na pituitaria anterior, de onde deriva seu
nome original no inglés (GH relin). Sua secregdo diminui com a alimentagdo .
Apesar da descoberta pelos asiaticos, cientistas britanicos posteriormente associaram
este hormonio a sensagdo de fome. Ela também tem um papel importante no
aprendizado, na memoria e na adaptaco a novos ambientes *°. Individuos magros
secretam grandes quantidades de grelina enquanto dormem, j& esse fendmeno nao ¢
verificado nos obesos. O gene da grelina est4 localizado no cromossomo 3 e possui

AL s ALl 27
uma sequéncia de quatro exons e trés introns @n,
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FIGURA 1. Sequéncia de aminoécidos da grelina humana. Notar a modifica¢do do
residuo serina na posi¢do 3 e 2 trocas de aminoacidos nas posi¢des 11 ¢ 12 que a
diferem da grelina do rato. Retirado de

http://physiologyonline.physiology.org/content/18/6/242/F 1 .expansion.html
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A secre¢do de grelina em pacientes obesos moérbidos é menor do que em

pessoas com peso ideal, porém estes apresentam maior sensibilidade ao horménio,
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bem como um mecanismo intrinseco que reduz sua producdo quando o individuo
aumenta seu peso .

Sua relacdo com a obestatina ¢ muito proxima, porém partilhando efeitos
contrarios; esta ¢ um hormonio intimamente relacionado a agdo da grelina descrita
em 2005, sendo ambos codificados pelo mesmo gene, cujo produto ¢ clivado em
duas formas peptidicas distintas. O significado fisioldgico deste evento ainda ¢

desconhecido ©.

L.1.5. Grelina em condicoes patologicas
Ja se sabe que o RNA mensageiro (mRNA) da grelina esta
constitucionalmente expresso em varios tecidos do corpo humano, como
hipotalamo, coracdo, rins, pancreas e linfocitos, entre outros B9 O fato de haver
grelina em circulagdo em torno de 100 a 120 pmol/ml sugere também que ela seja
secretada pelos vasos, de modo a circular por todo o organismo ©V.

Apesar de seu principal efeito sobre a liberagdo de GH existem evidéncias
recentes de uma série de efeitos nos mais diferentes 6rgaos e sistemas, incluindo o
eixo hipotalamo-hipofisario, agindo na estimulag¢do do apetite, influéncia no ritmo
circadiano, controle da motilidade gastrica, entre outros. Sabe-se que exibe também
acoOes relevantes na inducdo da adiposidade, sistema imunoldgico e sobre células
neoplasicas *?. Com este amplo espectro de descobertas da atividade biologica da

grelina, novas perspectivas abrem-se em pesquisa neuroendocrina e oncoldgica, bem

como em outra areas do conhecimento.
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Existe alguma evidéncia sobre o papel deste peptideo na liberacdo de GH; a
infusdo de GHRH (hormdnio liberador da grelina) em estudos experimentais levou a
um aumento na expressdao de seu RNAm, bem como decréscimo em sua produgdo
com a queda dos niveis do peptideo, sugerindo que sua expressao no hipotdlamo seja
GHRH-dependente; sabe-se também que a secrecao de grelina basal difere entre os

sexos, sendo maior em mulheres na fase pos-folicular do ciclo menstrual ©*

, 0 que
poderia explicar diferencas na secrecdo de GH entre os sexos ©¥. Niveis de grelina
estdo diminuidos na acromegalia, doenca em que claramente hé elevacao dos niveis
basais de GH, sugerindo assim um mecanismo de feedback. A mesma estd também
expressa em muitos adenomas hipofisarios, reforgando que o desenvolvimento de
suas cé¢lulas possa se dar por via autdcrina ou paracrina.

A grelina hoje ¢ conhecida como um dos mais poderosos orexigenos
presentes em mamiferos, estimulando o apetite € aumentando a ingestdo alimentar

9. sabe-se que sua atividade funciona como um sinal

quando injetado em humanos
orexigeno para o cérebro, com seus niveis aumentando progressivamente com a
alimentac¢do e decaindo para um nivel basal minimo (nadir) dentro de uma hora pds-
alimentagdo. Tem sua expressdao aumentada em condi¢des de balango negativo de
energia ¢ diminuida em situa¢des de grande utilizagdo de energia, e € negativamente
correlacionada com IMC, gordura corporal, tamanho dos adipdcitos, niveis séricos
de glicemia, insulina e leptina. Seu efeito parece ser o oposto do desta ultima,
estando seus niveis diminuidos na obesidade, o que indica possivelmente uma

adaptacao fisiologica ao balango energético positivo; por outro lado, niveis de
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grelina em pacientes com bulimia nervosa estdo elevados comparados a individuos
saudaveis, possivelmente relacionando-se a um estado de hiperfagia destes
pacientes; nestes também houve correlagdo negativa em relacao a gordura corporal e
IMC.

Atualmente credita-se a grelina um papel-chave nos distarbios de amenorreia
em mulheres esportistas de alto rendimento, bem como em outras sindromes

. . . Cr 36,37
anovulatdrias aqui citadas, como os ovarios policisticos % 7.
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FIGURA 2. Fisiologia da regulagdo do apetite pelos peptideos leptina e grelina.
Notar a estreita correlagdo entre grelina (secretada pelas células endocrinas do fundo
gastrico) e leptina (secretada no tecido adiposo) , com efeitos opostos (orexigeno e
anorexigeno, respectivamente). Extraido de nature.com
(http://www.nature.com/nrendo/journal/v2/n2/fig_tab/ncpendmet0080 F3.html)
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Ainda ¢ controversa a influéncia da grelina na secre¢do da insulina; enquanto
alguns estudos sugerem uma associa¢do negativa entre ambas, outros mostram que
baixos niveis estdo associados a resisténcia a este hormonio, dentre outros
fendomenos ©*.

Niveis elevados de grelina foram encontrados em hepatopatas cronicos

quando comparados a individuos saudaveis, ndo se correlacionando com seu grau de
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disfun¢ao hepatica; em pacientes com hepatocarcinoma, os niveis apresentados sao
inversamente proporcionais aos de alfafetoproteina (AFP). Seu papel na sindrome de
: : : ~ (39)
caquexia associada a estes casos ainda nao ¢ clara .
Em portadores de insuficiéncia renal cronica (IRC), niveis de grelina estao
aumentados e correlacionam-se com gordura corporal, insulina e leptina plasmaticas

e novamente, sdo inversamente proporcionais ao IMC e as taxas de filtracao

glomerular.

L.1.6. Grelina e estados de disfungao tireoidiana

Sabe-se hoje que as alteracdes tireoidianas podem sofrer influéncia da
grelina, que age principalmente modulando fun¢des das células foliculares. Estudos
em ratos sugerem uma possivel acdo pardcrina com papel conservador na
manutengio das fungdes “”. No ano de 2003 este marcador foi identificado em
células derivadas de carcinoma medular da tireoide, porém até entdo desconheciam-
se dados sobre sua possivel expressao em células da linhagem folicular, agora
demonstradas “". Estudos em tireoides fetais demonstraram forte imunorreatividade
para grelina, e seu mRNA e a proteina final de seu metabolismo foram encontrados
tanto em tumores benignos quanto em malignos “”. Este mesmo estudo sugeriu em
pesquisa que tireoides de criangas na primeira infancia e adultos ndo possuiriam
imunorratividade, que voltaria a se expressar na fase adulta nos tecidos tumorais
benignos ou malignos, sugerindo, portanto, uma possivel autonomia na re-expressao

(40)

de grelina por estas células neoplasicas ", na tentativa de inibir a proliferacao
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destas in vitro, ou ainda a presenga de receptores grelina-especificos que ndo o de
grelina em si (GHS-R).

Niveis de grelina e obestatina estdo diminuidos nos estados de
hipertireoidismo, sugerindo que a hiperfagia destes estados patologicos ndo seja
diretamente modulada por sua acdo “'*; porém, outros estudos sugerem um
possivel feedback negativo entre os niveis elevados de tiroxina (T4) por possivel
acdo direta de grelina “Y. Por outro lado, sdo observados altos niveis de grelina
plasmatica em pacientes hipotireoideos, sendo que esta alteracdo se corrige com a
administracdo rotineira de T4; ainda ndao se sabe se isto ¢ um efeito direto da
reposicao de tiroxina ou se ¢ um estimulo compensatério as baixas taxas metabdlicas
basais observadas nestes pacientes *. Embora a leptina pareca ser o horménio
principalmente envolvido nos efeitos tireoidianos na manuten¢do da homeostase, a
grelina e outros hormodnios do ciclo fome-saciedade, como a adiponectina e a
obestatina, parecem ter um papel compensatorio, principalmente no hipotiroidismo
“49 Parece que, de modo a ser elucidado, nestes casos ha efeito dos niveis de grelina
sérica mediado pela acdo dos baixos niveis de hormoénios tireoidianos circulantes,
bem como dos autoanticorpos presentes. Os niveis de triiodotironina (T3) livre
foram demonstrados como os preditores mais relevantes, apresentando relagao direta

L, . . . 4
com os niveis de grelina circulantes “”.
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L.1.7. Grelina e proliferacao celular na célula tireoidiana

Sabe-se de modo geral que a grelina regula proliferacao celular via GHS-R.
Alguns achados sugerem que a grelina ndo somente estimula a proliferacdo de
células FTRS tireoidianas, mas aumenta seus efeitos por feedback com o hormoénio
tireoestimulante (TSH); sua administragdo exdgena potencia efeitos de crescimento
da grelina de células tireoidianas “**.

Um estudo recente demonstrou que células de carcinomas papiliferos tem sua
expressio de grelina diminuida, mas nio de obestatina “*).

Zhang e cols.em 2006 ©” coraram varios espécimes teciduais de tireoide e
analisou a expressdo de grelina por imunoistoquimica, observando forte e difusa
expressdao nos tecidos malignos e auséncia de expresdao nos benignos ou doencas

inflamatorias, sendo este achado ainda carente de explicacdes adicionais € com

significado controverso.

L.1.8. Importancia do rastreamento de cincer nos nodulos da tireoide

Embora o cancer de tireoide seja relativamente raro, na pratica clinica
encontramos frequentemente portadores de nodulos. Cerca de 5 a 7% da populagao
tem nddulos clinicamente detectaveis a simples palpacao cervical, o que significa
cinco mil a sete mil nddulos para cada 100000 habitantes. O uso cada vez mais
frequente da ultrassonografia cervical vem aumentando sensivelmente esta
prevaléncia ja agravada pelo envelhecimento populacional, de modo que a
incidéncia de nodulos atinge a percentagem de 67% de algumas populacdes ©V.
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Portanto, observamos cada vez mais a necessidade de métodos eficazes e baratos

para rastrear malignidade entre os muitos casos benignos examinados na rotina.

Os carcinomas diferenciados da tireoide (CDT) correspondem a 80 a 90% dos

tumores tireoidianos ©>°¥

e possuem excelente progndstico, embora alguns casos
. g ;- (55)

possam evoluir com recidiva precoce € mau prognostico. ~~. Apesar do grande

nimero de estudos a respeito, ainda ¢ bastante controversa a correlagdo entre a

apresentacdo clinica inicial dos pacientes € o seu prognéstico. O que se observa ¢

que tumores histologicamente semelhantes, com estddios proéximos e, portanto,

recebendo tratamento semelhante, algumas vezes evoluem de forma diversa no que

diz respeito a recorréncia e sobrevida ©7.

A origem da variabilidade deste
comportamento ainda € incerta. Os dados referentes ao tradicional sistema TNM, um
sistema eminentemente clinico de estadiamento criado pela Union for International
Cancer Control (UICC) ©%, n3o geram, na pratica clinica, uma correlagdo
prognostica adequada. Por esta razdo, ha cerca de vinte anos vém-se pesquisando
possiveis marcadores moleculares tumorais. No mesmo periodo, ganhou forga a
tendéncia da pesquisa tecidual (utilizando o proprio tumor coletado a fresco) para
pesquisa das variabilidades do genoma (polimorfismos, mutacdes) € suas possiveis
associacoes com a ocorréncia de neoplasia, ou pesquisando-se a ocorréncia e
quantificacio de substancias que sejam possiveis marcadores teciduais (como RNA

mensageiro e proteinas sinalizadoras) e que possam servir como marcadores

diagndsticos e/ou progndsticos para neoplasias (alguns destes marcadores com
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aplicabilidade em mais de uma neoplasia).

Nos ultimos anos a literatura tem voltado sua atencdo ao subgrupo dos

microcarcinomas, definidos pela OMS como nddulos tireoidianos com tamanhos
. . . A (57) . . . ..

menores ou iguais a 10mm de diametro ' ". Estes possuem epidemiologia distinta

dos carcinomas dito clinicos ©®®

, com caracteristicas patologicas e imunologicas
especificas relacionadas a ndo-progressdo tumoral % °”. Questiona-se atualmente se
existiriam caracteristicas moleculares especificas relacionadas a esta ocorréncia (por
exemplo, encapsulamento), porém a resposta a esta duvida atualmente ainda ¢
controversa.

Em 2006, Davies e cols.”) demonstraram que o aumento de incidéncia
observado na atualidade se deve principalmente a esta entidade, demonstrando assim
a grande importancia dos microcarcinomas na epidemiologia do cancer bem
diferenciado da tireoide nos ultimos quinze a vinte anos; apesar desta incidéncia
crescente porém, temos observado a manuten¢do das taxas de mortalidade
associadas a estes casos, criando assim uma janela de oportunidade para estudo
desta populacdo especifica, no que diz respeito tanto aos aspectos clinicos quanto
moleculares que produziram tal situacao epidemiologica.

Em 2011, Hughes e cols.®” observaram que, nos ultimos quinze anos, houve
incremento no nimero de casos de CDT menores de 10mm diagnosticados, notando

tendéncia exatamente oposta para os ditos carcinomas clinicos, com decréscimo no

nimero de casos para os tumores maiores de 10mm, em todas as faixas etarias. A
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literatura de modo geral tem apresentado muitas controvérsias a respeito desta
entidade em particular, demonstrando prevaléncias para microcarcinomas muito
variaveis em varias s€ries de casos, podendo chegar a até¢ 50% em espécimes de

2 . . ~ ;. A .
©2) sem necessariamente haver manifestagdo clinica de sua ocorréncia,

autopsias
demonstrando a natureza muitas vezes indolente deste tipo de neoplasia. Por outro
lado, trabalhos japoneses demonstram em grandes casuisticas nas quais ha de fato
uma dréstica diminui¢ao do tempo de sobrevida livre de doenca com o avangar da
idade para estes tumores, ratificando a importancia deste parametro como fator
prognostico independente para este subgrupo, que ao final se comportaria
exatamente como o grande grupo dos tumores ditos clinicos > %Y.

A presenca de caracteristicas do proprio tumor como a invasao extracapsular
9 ¢ o0 aumento do volume tumoral notado em estudos observacionais (65)
influenciaram a sobrevida livre de doenga; em outros estudos observacionais notou-
se que, ao seguimento ultrassonografico, houve at¢ mesmo um decréscimo no
tamanho do tumor, revelando assim um padrdo de comportamento incerto para esta
entidade, a0 menos no que tange a populacdo asidtica, porém levantando
questionamentos quanto as particularidades deste subgrupo em particular ®.

Ramos e cols.em 2009 “” demonstraram que, em certas regides com
particularidades geograficas, pacientes com tumores ressecados e estudados
histologicamente seguidos por um determinado periodo de tempo, apresentam
caracteristicas especificas relacionadas a evolugdo da doenca, como a auséncia de

fibrose peritumoral que impediria, a0 menos em tese, a progressdo do tumor ¢ a
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evolugdo para a variante clinica, enquanto tumores encapsulados apresentavam
aspectos mais benignos em sua evolu¢cdo, como menor taxa de recidivas e maior
sobrevida livre de doenca dentre outros fatores.

Em estudo ainda mais recente, Kim e cols.® demonstraram analises de perfis
de expressdo em grandes amostragens pela técnica de microarray, comparando
tecido tireoidiano normal e tumoral para carcinomas clinicos € microcarcinomas,
nao demonstraram diferencas quanto ao perfil genético para estas duas entidades.

Apos todas estas evidéncias, permanece ainda incerto o comportamento
clinico-evolutivo para os microcarcinomas em particular, com evolugdo e
prognostico ainda variavel e que depende de mais fatores a serem estudados para
elucidacao de seu comportamento distinto dos tumores maiores de um centimetro
observado em algumas casuisticas ©”. Certamente ndo apenas seu tamanho contribui
para este aspecto, sendo inimeras as varidveis que podem compor este quadro,
desde a variante histologica até mesmo fatores do proprio individuo externas ao
tumor, o que reforca a necessidade de estudo de marcadores tumorais para este
grupo particular que, uma vez presentes, ndo sé diagnosticariam a ocorréncia de
cancer precocemente nestes pequenos nodulos como poderia predizer sua
agressividade e determinar a individualizagdo do tratamento.

Baseando-se nisto, formularam-se as seguintes hipdteses:
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II. Hipoteses
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II. HIPOTESES

E possivel que determinados niveis séricos de grelina circulante e/ou sua
expressdao em tecido tireoidiano tumoral (benigno e maligno) possam influenciar a
etipatogenia € o comportamento das doengas nodulares tireoidianas, bem como
auxiliar na identificacdo de individuos de risco para malignidade dentre os
portadores, particularmente os obesos (que partilham deste estado pro-inflamatério
predisponente ao risco).

Portanto, foram formuladas as seguintes hipoteses:

1) Poderiam os niveis séricos de grelina pré-operatérios de pacientes portadores de

CDT e microcarcinoma auxiliar na identificacdo de individuos com aspectos mais

agressivos e de pior prognostico?

2) Estes marcadores podem ser auxiliares na identificacdo de malignidade para

microcarcinomas?

3) A expressao imunoistoquimica de grelina apresentada nos espécimes cirurgicos da

casuistica poderia auxiliar no diagndstico de malignidade dentre os nodulos?
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III. Objetivos
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I1II. OBJETIVOS

- Correlacionar os diferentes niveis séricos de grelina do soro de pacientes
selecionados para estudo das concentragdes séricas, de modo a verificar correlagao
com os aspectos clinicos coletados dos mesmos pacientes portadores de nodulos

neoplasicos (benignos e malignos);

- Avaliar a expressao tecidual por imunoistoquimica para observar se ha diferencas
na expressao deste marcador nestes espécimes e verificar se esta expressao possui

poder discriminatdrio para malignidade;

- Especificar esta andlise para o subgrupo de pior progndstico no intuito de se
verificar possivel poder de agressividade tumoral observando as varidveis clinicas

indicativas de pior progndstico para este subgrupo especifico.
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IV. SUJEITOS E METODOS

1V.1. SELECAO DOS PACIENTES PARA A DOSAGEM SERICA DE
GRELINA

Este estudo prospectivo foi aprovado pelo Comité de Etica Médica da
Faculdade de Ciéncias Meédicas da Universidade Estadual de Campinas
(UNICAMP) e registrado no CONEP (Conselho Nacional de Etica em Pesquisa) sob
o niumero 16582013.4.0000.5404, sendo esta linha de pesquisa inclusa em projeto
FAPESP regular sob o nimero 2011/21582-2. Todos os pacientes ou responsaveis
pelos mesmos forneceram seu espécime para estudo sob consentimento informado,
ap6s explanagdo concisa sob o tratamento a ser individualmente aplicado (ver

anexos).

1V.1.1. Critérios De Inclusdo e Exclusdo

Foram considerados elegiveis para estudo 117 pacientes portadores de
nodulos neoplasicos tireodianos, benignos e malignos, candidatos a cirurgia de
tireoide. Destes, foram excluidos os pacientes que ndo aceitaram participar do
estudo em questdo, bem como os que ndo apresentavam todos os dados clinicos
necessarios a correlagdo estatistica desejada. Houve ainda a exclusdo de casos em
que houve inadequacdo e/ou perdas durante o processamento do espécime,

totalizando a exclusdo de cinco casos, restando para o estudo 112 doentes.
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FIGURA 3. Distribui¢do dos 112 pacientes da casuistica demonstrando os
diagndsticos histologicos a amostragem final considerada para estudo

Pacientes portadores de

nddulos
N=112
CIRURGIA
MALIGNOS BENIGNOS
N = 53 (28 microCDT) N =59
Classicos + Variantes Adenomas + Bocios
n= 35 n=18 foliculares N= 47 (6 Graves)
l l: N=12
RIT RIT
N=20 N=18

1V.1.2. Dos Pacientes Selecionados — coleta de dados clinicos e histopatolégicos
Foram entdo selecionados para o estudo sérico de grelina e a demonstracdo de
sua imuno-reatividade em neoplasias de tireoide 53 pacientes portadores de
carcinomas papiliferos e 59 portadores de doencas benignas variadas (bocios,
hiperplasias, tireoidites e adenomas); foram utilizadas amostras retiradas de
espécimes cirargicos coletados em procedimentos realizados por uma mesma equipe

e acompanhados por um mesmo examinador.

49



Estes pacientes tiveram suas medidas clinicas e antropométricas (IMC,
porcentagem de gordura corporal, género, etnia, antecedente familiar para
tireoidopatias dentre outros) e caracteristicas pos-operatdrias relacionadas ao tumor
(tamanho do nddulo, ocorréncia de multifocalidade ao diagndstico, metatases,
estadiamento TNM e presenca de autoanticorpos que sugerissem tireoidite, por
exemplo) coletadas dos prontudrios, de modo que servissem como variaveis para
possivel estratificacdo de risco associavel ao diagndstico histopatologico final.

A mensuracdo de peso foi realizada através de balan¢a marca Plenna® com
divisdao de 100 gramas, com os individuos sem sapatos (a mesma utilizada para
cdlculos de bioimpedanciometria). A altura foi medida utilizando estadidmetro
conectado a balanga com divisdo de um centimetro. O IMC foi calculado pela
divisdo do peso (em quilos) pela altura (em metros) ao quadrado. A classificacdao do
grau de obesidade foi realizado de acordo com os pardmetros da recomendacao da

OMS.

IV.2. DESCRITIVA DA POPULACAO DE ESTUDO

Na populagdo estudada, tivemos 30 (26,7%) pacientes considerados obesos e

72 (64,3%) nao obesos.
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IV.2.1. DOS PORTADORES DE NODULOS MALIGNOS

V.2.1.1. Sexo
Vinte e um dos 112 pacientes (18,7%) eram do sexo masculino. O sexo

feminino foi predominante com 91 pacientes (81,3%).

1V.2.1.2. Idade
A idade da populagdo variou entre 18 a 67 anos, sendo a média 29 + 1,7 anos

para o sexo masculino e 32,9 + 1,2 anos para o feminino.

1V.2.1.3. Estdadio Clinico TNM ao Diagndstico

Dos cinquenta e trés pacientes portadores de tumores malignos, quarenta e
dois (79,2%) foram classificados como estadio I pelo TNM (sendo 28 (52,8%)
correspondentes a microcarcinomas) , dois (3,8%) como estadio II, sete (13,2%)

como estadio III e dois (3,8%) como estadio I'V.

1V.2.2. DAS LESOES BENIGNAS

Dos cinquenta e nove pacientes, 33 eram do sexo masculino e 26 do sexo
feminino. Deste total, seis (10,2%) eram compativeis com doenca de Graves ou
tireoidite de Hashimoto, trés eram adenomas foliculares (5%), um correspondia a
um cisto em tireoide (1,6%) e o restante (83,2%) a bocios tinicos ou multinodulares.
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IV.3. METODOS

1V.3.1. COLETA DE SANGUE PARA A DOSAGEM SERICA DE GRELINA
Dosagens séricas e tecido tumoral para estudo de grelina foram obtidas no
periodo intra-operatério pela propria equipe cirurgica, apds coleta de sangue
periférico por venopun¢ao jugular durante as tireoidectomias, sendo o sangue
encaminhado ao laboratorio para centrifugacdo e armazenagem do plasma sempre
no mesmo dia da coleta; o tecido a fresco foi emblocado, adequadamente

identificado e vedado, para posterior processamento.

1V.3.2. ELISA (ENZYME-LINKED IMMUNOSORBENT ASSAY)

A técnica de ELISA baseia-se na interagdo anticorpo-antigeno e foi a
escolhida. Esta interacdo produz uma fluorescéncia quando na presenga de um
substrato, fazendo com que seja possivel que o leitor capte a quantidade de

coloragdo emitida e, assim, consiga quantificar a proteina desejada.

As dosagens de grelina foram realizadas no Laboratério Limed, no
Gastrocentro da UNICAMP. As concentragdes plasmdticas foram determinadas
através do método colorimétrico, seguindo as especificagdes correspondentes ao kit
R&D System®. Todos os reagentes necessdrios para a realizagao das dosagens foram

deixados em temperatura ambiente antes de usa-los.
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FIGURA 4. Resultado visual da técnica de ELISA para ilustragdo,
demonstrando a imuno-reatividade final em alguns pogos da placa apds a sequéncia

de ensaio (em amarelo). Retirado de www.virology-online.com.

1V .3.2.1 Protocolo Geral

O protocolo geral para ELISA foi muito similar ao padronizado para todas as
proteinas, sem grandes varia¢des. Para grelina foram utilizados kits Duo Set®,
necessitando de preparacdo da placa para adsor¢do do anticorpo. Os passos

utilizados estdo a seguir:

1vV.3.2.1.1. Preparacdo do plaqueamento:

Inicialmente, foi diluido o anticorpo de captura para concentragdo de trabalho

em solucdo salina (phosphate buffered saline, PBS) sem proteina carreadora,
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cobrindo os 96 pogos da placa imediatamente com 100 uL. por poco do anticorpo de
captura diluido, selando-se a placa e submetendo-a a encubacdo overnight em
temperatura ambiente. Posteriormente cada pogo da placa foi aspirado e lavado com
tampao de lavagem, repetindo-se esse processo duas vezes até o total de trés
lavagens. Em seguida a placa foi lavada preenchendo cada poco com tampao de
lavagem (400uL). Apds a dltima lavagem inverteu-se a placa absorvendo os
residuos em papel toalha. Depois o processo de lavagem, as placas foram
bloqueadas adicionando-se 300uL de tampao em cada pogo, havendo nova
encubacdo em temperatura ambiente por uma hora. Passada esta hora foi repetido o

processo de aspiracdo e lavagem da placa.

1V.3.2.1.2. Ensaio:

Foram adicionados 100uL. das amostras ao diluente apropriado por poco,
cobrindo-se com filme plastico e encubando o espécime por duas horas em
temperatura ambiente. Apds esta etapa a placa foi aspirada e lavada novamente.
Foram entdo adicionados 100uL de substrato em cada poco, aguardando por 20
minutos. Posteriormente, S0uL. de solugdo stop foi adicionada em cada poco e a
placa foi levemente movimentada para garantir a mixagem, apds o que foi

determinada a densidade 6ptica de cada pogo utilizando o leitor de microplaca.
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1V.3.3. IMUNOISTOQUIMICA

A técnica de imunoistoquimica convencional foi realizada em cortes de 30
emblocados em parafina benignos e malignos separados ao acaso dentre as
neoplasias da casuistica para analise complementar que evidenciasse a expressao da
grelina nos diferentes tecidos, utilizando-se reacdo antigeno-anticorpo para grelina
com espécime previamente adquirido para esta finalidade; a verificagdo de presenga
ou auséncia de imuno-reatividade foi feita de acordo com o método convencional
por campo de aumento para o marcador estudado, com posterior comparagdo com o
diagnostico histolégico, de modo a gerar pequena descritiva que possa orientar
estudos posteriores .

Para as reagdes, seccoes de tecido de 5 um de espessura foram deparafinizados
em xileno e desidratados com doses seriadas de etanol a gradagdo crescente.
Atividade endégena da peroxidase e ligacdes ndo especificas foram abolidas com o
uso de peroxido de hidrogénio a 0,3% em solucdao de metanol por quinze minutos.
Apo6s lavagem em solucdo salina fosfatada a pH 7.2 (PBS), anticorpo bovino a 10%
foi aplicado por 20 minutos para bloquear reacdes inespecificas. Os fragmentos
foram entdo encubados “overnight” a 4°C ap6s a colocagdo do anticorpo especifico
diluido a 1:100 (Rabbit Anti-Human Ghrelin Polyclonal Antibody, Unconjugated
from Abcam - Applications Immunohistochemistry-P, Western Blot, 100ulL,
Millipore®). Apés lavagem em PBS foram tratados com imunoglobulina anticoelho
marcada com peroxidase a 0,01% (Nichirei, Tokyo, Japan®) por 30 minutos. A

reacao foi visualizada encubando-se os fragmentos em solu¢do tampao de
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tetrahidroclorito de diaminobenzidina 0.05 M com peroxidase, e entdo estes foram
corados com hematoxilina. Controles negativos foram obtidos substituindo-se o

anticorpo primério com solug¢do salina tamponada.

1V.3.4. CIRURGIA E SEGUIMENTO DOS 112 DOENTES

1V.34.1. Cirurgia

Todos os pacientes portadores de nddulos benignos e malignos foram
submetidos a procedimento cirlrgico para tratamento e tiveram seus espécimes
coletados para analise histopatoldgica e molecular. A tireoidectomia total foi o
procedimento padrdao para os casos de neoplasia maligna, sendo também realizada
nos tumores benignos quando havia nddulos multiplos pelo parénquima detectados
inicialmente pelo exame clinico e ultrassonografico.

Em oito pacientes (15%) portadores de carcinoma papilifero houve, além da
tireoidectomia total, a necessidade de esvaziamentos cervicais recorrenciais por
conta dos linfonodos suspeitos detectados ao diagndstico inicial, que se confirmaram
positivos histologicamente. Tecido macroscopicamente normal foi marcado com fio
de sutura cirurgico na peca demonstrando a regido coletada e esta, quando
confirmada pelo patologista como ausente de tireoidite e/ou neoplasias, era

armazenada para possiveis andlises posteriores do emblocado em parafina.
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1V.3.4.2. Seguimento dos pacientes com cancer

A tiroglobulina foi o marcador sérico utilizado para o seguimento pds-operatorio
dos pacientes com carcinoma papilifero e foi considerada em niveis adequados em
48 (90,5%) dos pacientes durante o seguimento (abaixo de 0,2 ng/mL pelo método
ultrassensivel). Os pacientes considerados de alto risco foram submetidos a ablagdo
de remanescentes com dosagens padronizadas em, no minimo, 100 mCi, e apds o
tratamento adjuvante os pacientes foram seguidos periodicamente com pesquisas de
corpo inteiro (PCI) e novas medidas de tiroglobulina periodicas, de acordo com

©9-7) " Estes incluiam raios-X

protocolos nacionais e internacionais de seguimento
de torax, ultrassonografia cervical e de outras regides anatdOmicas caso houvesse
suspeita de acometimento destes sitios. O tempo de seguimento foi de 10 a 216
meses (82,28 + 43,85 meses). Pacientes com altos niveis de tiroglobulina e/ou PCI
suspeitas para envolvimento metastatico a distancia foram submetidos a outros
exames de imagem, incluindo a tomografia computadorizada se necessario, para
verificar possivel recorréncia da doenga. Os pacientes com recidivas localizadas e
tratadas, a despeito de novos niveis normalizados de tiroglobulina pds-tratamento da

recorréncia, foram considerados de mau progndstico, € os pacientes restantes livres

de progressao foram considerados de boa evolugao e progndstico.
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1V.3.4.3. Analise Estatistica

Foram aplicados testes de correlacdo diagndstica dentro dos parametros
internacionais para verificar associagdo dos achados clinicos a0 momento do
diagnostico com os achados histopatologicos, de modo a tentar indentificar na
grelina um possivel marcador para malignidade.

O software SAS/STAT (Statistical Analysis System®) versao 8.2 (Cary NC,

US4, 1999-2001) foi utilizado para as analises estatisticas.

Uma curva ROC (receiver operating characteristic) foi construida plotando-
se a sensibilidade (casos realmente positivos para neoplasia) no eixo Y e o da
especificidade (propor¢cdo de falsos positivos, ou seja, os inicialmente suspeitos
porém nao confirmados, /- spec) no eixo X para diferentes pontos de corte
relacionados a expressao de grelina. Sensibilidade, especificidade e wvalores
preditivos foram calculados e o teste exato de Fisher foi utilizado para demonstrar a
associagdo entre estes e o nivel de significancia da amostra. Graficos box plot foram
gerados baseados nestes valores de modo a tentar determinar associagao entre estes

niveis e poder discriminatorio para malignidade.

O teste qui-quadrado foi utilizado para a verificagdo de associacdo entre a

expressdo imunoistoquimica e risco para malignidade.

O teste de Mann-Whitney foi utilizado para verificar a significancia estatistica

para as diferencas absolutas de expressdo entre nddulos benignos e malignos da
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amostra, entre carcinomas € microcarcinomas € entre os subgrupos obesos € nao-

obesos.

A for¢a de associagdo do estudo e a probabilidade reportada para falsos
positivos em relacao aos valores séricos de grelina (false-positive report probability,

FPRP) foi calculada segundo Wacholder e cols."?.

Todos os trabalhos foram conduzidos em nivel de significancia estatistica de
5% e intervalo de confianca de 95% para demonstrar a for¢a de correspondéncia

entre as relagdes estudadas.
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V. Resultados
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V.1. Das Dosagens séricas (ELISA)

V.1.1. Correlacdo das dosagens séricas com aspectos clinico-patologicos da

casuistica

Caracteristica p

Sexo (F ou M)

Idade (> ou < 45a.)

Etnia (B x NB)

Paridade (0 ou = 1)

Tempo (82,28 + 43,85 meses)
AF tireoidopatias (+ ou -)
IMC (= ou > 30)

Menarca

Tamanho do nédulo (< ou > 10mm)

0,9322
0,9314
0,3121
0,0902
0,8027
0,2523

0,388

0,5976

0,0642

Qui quadrado, Mann-Whitney
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V.1.2. TABELA 2 - Dosagens séricas de grelina x IMC para os 112

pacientes estratificados por caracteristicas clinicas

Caracteristica p

Sexo (F ou M)

Idade (> ou < 45a.)

Etnia (B x NB)

Paridade (0 ou = 1)

Tempo (82,28 + 43,85 meses)
AF tireoidopatias (+ ou -)
IMC (< ou > 30)

Menarca

Tamanho do nédulo (= ou > 10mm)

0,9322
0,9314
0,3121
0,0902
0,8027
0,2523

0,388

0,5976

0,0642

Qui quadrado, Mann-Whitney
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V.1.2. GRAFICO 1. Dosagens séricas de grelina e sua correla¢do com o IMC dos

pacientes como marcador diagndstico para malignidade (p = NS)
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O resultado da curva ROC ¢ demonstrado a seguir:

GRAFICO 2. Curva ROC apresentando a distribuicio dos 112 casos estudados para

a dosagem sérica de grelina. Observa-se o melhor ponto de corte para a dosagem de

230,5 ng/mL, porém sem poder discriminatério para malignidade na amostra

estudada (p = 0,4492).

Grelina (CDT x Benignos)

(IC 95%)

107 Ponto de corte: 230,5

0,9 ng/mL

el P = 0,4492
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TABELA 3. Grelina sérica e risco para cancer

BENIGNOS MALIGNOS P OR (CI 95%)
n % n %
59 53 Total
GRELINA 0,4492

=230,5 36 61 36 68% 72
<230,5 23 39 17 32% 40 (0.56 A 2,71)

JC o OR (IC 95%) Poder FPRP

0,47 0,05 1.23(0.56 a 2.71) 0,0820 0,06
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TABELA 4: Dosagens séricas

variantes

Grelina (ng/mL)

BENIGNOS
Adenomas
Bocios

Graves

112

59
12
41

6

Média
206,48
207.69
209,35
192,27
212,01

DP

57.93

59,74
62.83
63,29
54,7

Mediana

2351

23534
238,52
231,72
235.1

p

0,3576

de grelina para

os 53 noédulos malignos e
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Grelina  (ng/mL) P
Média DP Mediana

MALIGNOS 53 205,14 56,38 234,86
clissicos 35 205,38 58,57 234,86 0,9322
variantes 18 211,85 55,86 236,81

TABELA §: Dosagens séricas de grelina para os 53 nédulos malignos e varidveis

do tumor
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Caracteristica

Tamanho do nédulo (> ou < 10mm)
Multifocalidade (+ ou -)
Invasao extracapsular (+ ou -)
AntiTg +

Metastase LN no AP (+ ou -)

0,0642

0,90087

0,96369

0,0907

0,5526

Mann-Whitney, Kruskal-Wallis

TABELA 6. Andlise das varidveis relativas a4 dosagens séricas de grelina para o

grupo dos 28 microcarcinomas (microCDT) e aspectos histolégicos do tumor

(p=NS)
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<10mm 210mm
N Média DP Mediana N Média DP Mediana
GRELINA 28 234,9 31,7 237,3 | 25 199,0 58,4 2354
280.000 P=0,2471

240.000-

200.000-

GRELINA

160.000=

120.000=

T T
<10 mm >10 mm

Mann Whitney, Kruskal-Wallis

GRAFICO 3: Dosagens séricas de grelina para os 28 microcarcinomas € varidveis

clinicas (p=NS) — observar a auséncia de significdncia no poder discriminatério

quando comparado ao grupo carcinomas (= 10mm).
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caracteristica P

Sexo (F ou M) 0,1648
Etnia (B x NB) 1,000
Tabagismo (sim/n&o) 0,1179
Antecedente familiar (+ ou -) 0,7756
Peso 0,49085
Reposicdo hormonal 0,7604
IMC (> ou < 30 Kg/m?2) 0,6107
Anticoncepcional (+ ou -) 0,381
Menopausa (sim/néo) 0,7766

Qui-quadrado, Mann-Whitney, Kruskal-Wallis

TABELA 7: Dosagens séricas de grelina para os 28 microcarcinomas e

caracteristicas clinicas dos pacientes (p=NS).
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caracteristica

Invasdo Extracapsular (+ ou -) 0,9262
LN+ ao diagnéstico 0,9857
Estadiamento 0,307
Multifocalidade (+ ou -) 0,2684

Qui-quadrado, Mann-Whitney, Kruskal-Wallis

TABELA 8. Andlise da dosagen sérica e discriminagdo de Caracteristicas

Histol6gicas dos Microcarcinomas (p=NS).
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v.5. Expressdao Imunoistoquimica dos casos selecionados

FIGURA 5. Imunohistoquimica em um dos bdcios da amostra, expressando pouca

reatividade para grelina (seta, 200x).
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FIGURA 6. Imunohistoquimica em um dos carcinoma papiliferos da amostra,

expressando forte reatividade para grelina (200x).

V.6. Da analise dos dados clinicos

Nao encontramos correlagdo entre a dosagem de grelina sérica e idade (p =
0,9314), IMC (p = 0,3973), sexo (p=0.9322) e etnia (p=0.31), porém parece haver

uma ligeira tendéncia para a correlacido entre paridade (p = 0,09) e caracteristicas
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préprias do tumor, como o tamanho do nédulo (p = 0,06) e a presenca de anticorpos

anti- tiroglobulina (p= 0,0907).

TABELA 9. Tabela demonstrando o baixo poder discriminatério entre os niveis
séricos de grelina e caracteristicas clinico-patolégicas de diagndstico e seguimento

dos pacientes portadores de carcinomas (p=NS).

CARCINOMAS PAPILIFEROS DE TIREOIDE (N = 53)
.g <10mm >10mm TOTAL
g M 2 (7%) 9 (36%) 11 (21%)
§ F 26 (93%) 16 (64%) 42 (79%)
< ldade >45a. 12 (43%) 18 (72%) 30 (57%)
(49,3£16,2) <45a. 16 (57%) 7 (28%) 23 (43%)
LN + (US) / cN+ 2 (7%) 7 (28%) 9 (17%)
,§ marg + 2 (7%) 5 (20%) 7 (13%)
g Histologia | muttifoc 8 (28%) 6 (24%) 14 (27%)
a pN=+ (11 1 (3,5%) 6 (24%) 7 (13%)
Estadio | v () 0 2 (8%) 2 (3%)
. Tg e/ou US - 27 (97%) 12 (48%) 39 (73%)
E Tg e/ou US + 1(3%) 13 (52%) 14 (27%)
E” Doenca clinica (M+) 0 2 (8%) 2 (3,8%)
2 TOTAL 28 25 53 (100%)
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TABELA 10 - Expressao tecidual e diagndstico — observar que a imunoistoquimica
(IHQ) apresentou significancia estatistica (p<0,0001) na discriminagdo de
malignidade para a amostra estudada (29 casos)

z

ASPECTOS CLINICO-PATOLOGICOS

z

CASOS SELECIONADOS PARA IHQ
(N=29)

IHQ + (>2)

IHQ - (<2)

M 4(22,2%) 1 (9%) 0,6221
Sexo
F 14 (77,8%) 10 (91%)
<45a 16 (88,8%) 6 (54,5%) 0,0712
Idade
>453 2(11,2%) 5 (45,4%)
<30 7 (38,8%) 8(72,7%) 0,0768
IMC
>30 11 (61,2%) 3(27,2%)
. . Benigna 2 (11,1%) 10 (91%) <0,0001
Histologia
Maligna 16 (88,8%) 1(9%)
TOTAL 18 11

Qui-quadrado, Teste Exato de Fisher
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VI. DISCUSSAO

VI.1. Generalidades

O carcinoma papilifero de tireoide € a neoplasia enddcrina mais comum em
humanos, correspondendo a cerca de 1% de todos os tumores malignos, afetando
principalmente mulheres 7.

Devido as novas tecnologias em imagem, especialmente com o advento da
ultrassonografia de alta resolugdo, a sensibilidade para a deteccao de nddulos e as
técnicas para punc¢do e diagndstico citolégico tiveram grande evolugdo. Contudo,
estes métodos também levaram a identificacdo de tumores cada vez menores, que
possuem seu significado clinico questiondvel a despeito do diagndstico de cancer,
sendo um grande niimero destes de pouca relevancia clinica ¥, Tem-se ainda que as
estratificacdes de risco nem sempre sdo concisas sobre o seguimento a ser adotado
para cada paciente %779,

Uma série de técnicas modernas, incluindo imunoistoquimica e andlises
moleculares, t€ém sido aplicadas na tentativa de se estabelecer o diagndstico de
malignidade e realizar distin¢do de gravidade entre os nddulos de relevancia. Porém,
todos os marcadores descritos até o momento, demonstraram limitagdes.

Apesar de ja ser conhecida a ocorréncia da expressdo de grelina em outros
tumores ", a utilidade clinica da expressdo deste peptideo como um indicador de

doenca ndo foi explorada até o momento, e é bem estabelecido também que cerca de

20% a 30% dos nddulos tireoidianos submetidos a pung¢do aspirativa por agulha fina
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(PAAF) sdo diagnosticados como indeterminados ao exame citologico .

VI1.2. Contribuicdo do Trabalho Atual

O presente trabalho demonstrou que a expressao imunoistoquimica de grelina
ocorreu de modo qualitativamente superior nos carcinomas papiliferos quando
comparada as lesdes benignas, corroborando achados de Zhang e cols.®” e

identificando assim um possivel marcador de predisposicdo a malignidade.

No presente estudo foi quantificada a expressdo em blocos provenientes de
espécimes cirurgicos, porém acreditamos que este método poderia ser perfeitamente
aplicivel ao espécime obtido por puncdo, sugerindo assim uma importante
ferramenta diagnéstica factivel, de boa sensibilidade, especificidade, acuricia e
reprodutivel em larga escala, de acordo com o postulado por Mitteldorf e cols.em

2008 7, muito embora este nfo tenha feito referéncia especifica a grelina.

Os dados deste trabalho sugerem que, diferentemente da dosagem sérica de
grelina, na qual nd3o obtivemos resultados expressivos, sua expressdao
imunoistoquimica em tecidos tumorais pode certamente diferenciar nodulos
benignos de ndédulos malignos, o que seria util como marcador de diagnodstico nao
invasivo para as neoplasias tireoidianas. Quando analisamos a expressdao
imunoistoquimica de grelina segundo o score de Rossi observamos uma diferenga

nitida de expressao, conforme a tabela 4 (p=0,0024, Mann-Whitney):
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TABELA 11. Resultado final da expressao de grelina exemplificando alguns dos
resultados obtidos utilizando-se o score descrito por Rossi ", a saber: positividade: 0
(negativa), 1 (0 a 25%),2 (25 a 50%), 3 (50 a 75%) e 4 (75 a 100%); intensidade: O

(negativa), 1 (fraca), 2 (moderada), 3 (intensa).

Caso Positividade Intensidade Score Final (Pos + Int) AP
18885-11 4 3 7 maligno
15974-11 2 1 3 benigno
21516-11 4 2 6 maligno
15973-11 3 1 4 benigno
16935-11 4 3 7 maligno
11052-11 4 3 7 maligno
19254-11 4 2 6 benigno
3987-11 4 2 6 benigno
9681-11 4 2 6 maligno

Em relagdo a possivel observacdo de dados prognosticos, este estudo ndo
apresenta tempo de seguimento suficiente para afirmar se os valores desta proteina
podem, também, influir na evolugdo do paciente com CDT. Nao foram encontrados
na literatura trabalhos sobre o estudo da expressio de grelina em espécime
citolégico, porém com a demonstracdo da forte expressao em parafina para as
neoplasias malignas sugere-se que esta possa ser naturalmente transposta para a

citologia, de modo a se obter ferramenta diagndstica auxiliar para a prética clinica.
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Diferentemente do esperado, a relacdo direta entre a dosagem de grelina e o
subgrupo de pacientes obesos nao foi significativa, conforme os dados do grafico 1
(p = 0,388). A curva ROC (grifico 1) ndo demonstrou boa especificidade e
sensibilidade; nao houve ponto de corte capaz de discriminar malignidade entre os
nddulos da amostra, mesmo para o melhor nivel sérico (230,5 ng/mL, p=0,4492).
Observaram-se ainda baixos valores valores preditivo positivo e negativo, segundo a

tabela 2 (p=0,4462).

No grafico 3, vemos que a mesma auséncia de poder discriminatério ocorreu
quando se tentou estratificar os 112 pacientes pelo IMC (p=0,6167), numa tentativa
de se associar o estado clinico obesidade com maior ocorréncia de cancer. Na
correlacdo entre obesidade e caracteristicas de agressividade do tumor, tivemos que o
IMC = 30 apresentou pequena tendéncia a maior ocorréncia de metéstases
linfonodais (p=0,0784), bem como de correlagdio com o estddio ao diagndstico
(p=0,0721)., ndo sendo significativa a associa¢ao entre este IMC e a ocorréncia de

microcarcinomas (tabela 5, p=0,4898).

Quando esta tentativa de estratificacdo se deu pelo tamanho do ndédulo
estratificando o subgrupo microcarcinoma (<10mm ou > 10mm), ndo foi possivel,
nesta casuistica, demonstrar a capacidade discriminatéria para malignidade dos
niveis séricos de grelina. O gréafico 2 ilustra visualmente esta diferenca (p=0,62),

corroborada pela auséncia de correlagdo entre a ocorréncia de microcarcinomas e
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grelina (tabela 5, p=0,2471). O nimero de pacientes estudados provavelmente foi o

viés a andlise diagndstica adicional neste subgrupo.

O poder do estudo para a dosagem sérica de grelina foi de apenas 6% e o
valor de FPRP 8,2%, como demonstrado na tabela 3, denotando poder insatisfatério
destes niveis em predizer malignidade. Este fato se deve possivelmente ao tamanho

amostral, mas pode haver diferencas de resultados em casuisticas maiores.

VI.3. A expressdo de grelina e outros marcadores

Por causa da grande quantidade portadores de nddulos de tireoide, bem como
da vasta ocorréncia de tipos e subtipos de tumores neste grupo de neoplasias,

identificar marcadores de malignidade de tireoide é essencial V.

A tireoglobulina sérica, unico marcador conhecido e estabelecido até o
presente momento, pode auxiliar no progndstico desses pacientes, porém apresenta
dificuldades praticas na sua execu¢do, com uma imensa variabilidade de técnicas e
auséncia de valor diagnostico ®**". O grupo do Laboratério de Genética Molecular
do Céancer da UNICAMP ja possui varios trabalhos associando os mais variados

(82-86)

fatores de risco com susceptibilidade para CDT com bons resultados, motivo

pelo qual entende-se esta linha de pesquisa como bastante promissora.

A identificacdo de adipocinas em sangue periférico ¢ o estudo de sua

expressao em amostras teciduais de pacientes com CDT poderia ser interessante
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para rastreamento populacional e também para a triagem de diferentes grupos de
risco dentre portadores de carcinoma ja diagnosticados. Porém nao encontramos
neste estudo niveis de grelina que pudessem predizer risco nem discriminar
comportamento especifico para o subgrupo microcarcinoma, apesar de a expressao
imunoistoquimica das amostras analisadas em conjunto claramente delinearem um

perfil de susceptibilidade para o grupo CDT como um todo.

A literatura ja contempla especificamente a expressao e/ou dosagem sérica do

peptideo grelina e seu receptor em diferentes tecidos, normais e/ou neoplasicos, para

(8%) (89)

as glandulas tireoide e paratireoide (39, 40), hipofise (87), prostata 7, rins ', mamas

©0) O ¢ trato gastrointestinal ®*; porém nenhum destes trabalhos trata com

, pulmoes
especificidade da diferenga na expressdo entre tecidos benignos e malignos com o
intuito de identificar malignidade. Zhang e cols.*” ndo encontraram resultados
expressivos na analise das doencas benignas, focando sua anélise na grande imuno-
reatividade encontrada para os nodulos malignos, num estudo apenas descritivo sem

associacao estatistica; de modo que este estudo, apesar de preliminar, ainda ¢ inédito

€ sem comparativos.

E plausivel também que sua expressdo em tecido neoplésico correlacione-se
com outros marcadores de obesidade ja4 em estudo, ajudando a definir casos de
maior agressividade e propiciando assim uma maior individualizagdo do tratamento
quando de sua deteccdo, otimizando, num futuro préximo, a pratica clinica do

tratamento nao s6 do carcinoma papilifero, bem como de todo o espectro das
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doencas tireoidianas ndo-neoplasicas. E possivel ainda que, na auséncia de
caracteristicas especificas para o grupo dos microcarcinomas, este marcador
inflamatorio (em sangue circulante ou tecido) possa servir como elemento de
identificacdo diagnostica.

Em muitos trabalhos os microcarcinomas tém-se apresentado como uma
entidade clinica distinta, com comportamento aparentemente especifico e que vém
merecendo atengdo, por sua incidéncia crescente e por seu significado clinico
incerto®. E possivel que a negatividade para risco da relacdo entre a dosagem
sérica de grelina e microcarcinoma encontrada em nosso estudo seja uma
caracteristica intrinseca desta entidade de acordo com alguns dados da literatura,
porém mais estudos sdo necessarios pois pode estar havendo também viés amostral.
Nao foram encontrados dados a respeito da quantificacdo da proteina grelina em
microcarcinomas, de modo que para este subgrupo este estudo, apesar dos resultados

ainda insatisfatorios, também ¢ inédito.

Nao houve correlacdo entre a dosagem sérica de grelina e dados clinicos
como idade (p = 0,9314), sexo (p=0.9322) e etnia (p=0.31), porém parece haver uma
ligeira tendéncia para a correlacdo entre paridade (p = 0,09) e caracteristicas proprias
do tumor, como o tamanho do nédulo (p = 0,06) e a presenca de anticorpos anti-
tiroglobulina (p= 0,0907). A tendéncia de associagdo entre niveis séricos de grelina e
autoanticorpos foi encontrada tanto em toda a casuistica de tumores malignos quanto

no subgrupo microcarcinoma, e pode encontrar explicagao possivel na etiopatogenia
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inflamatoria dos estados tumorais e autoimunes; porém, esta associacao e sua ligacao

com a evolucao da doencga precisa ser mais bem investigada.

E plausivel pensar que estes marcadores, isoladamente ou em conjunto,
possam auxiliar a definir casos de maior agressividade, propiciando maior
individualizagdo do tratamento e até mesmo potenciais terapias-alvo, em

consonancia com a literatura .

As perspectivas, portanto, sdo otimistas € promissoras, € o campo de estudo
esta aberto. H4 muito trabalho a fazer, e ja foi bem demonstrado que tracar perfis
moleculares de risco pode vir a ser uma questdo de grande utilidade publica. O
estudo dos marcadores moleculares em tireoidologia ja ¢ motivo de estudos
frequentes, estando inserido no contexto atual do ensino médico, fazendo cada vez

4)

mais parte de diretrizes e consensos de orientacdo médica ©4  sendo, portanto uma

realidade que devemos contemplar.

Proteinas podem ser visualizadas através de técnicas relativamente simples
como a imunoistoquimica, auxiliando na definigdo de um tipo histologico na
caracterizagdo de malignidade dos nddulos tireoidianos e até de agressividade em
nodulos sabidamente malignos. Muitos marcadores de malignidade tém sido
investigados, mas todos apresentam alguma desvantagem ou limitagdo. O presente
trabalho visou elucidar estas caracteristicas patogénicas; como possivel marcadora

de ativacdo de vias de sinaliza¢do tumorais, o peptideo grelina demonstrou ser, ao
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menos no que tange a sua expressdo, ferramenta util na identificacdo de carcinoma

papilifero da tireoide.

Observando nossos resultados em expressao, pode-se inferir que o uso deste
marcador pode ser Util ndo somente no reconhecimento de malignidade para o
carcinoma papilifero, como também extrapolar este modelo de estudo para as lesdes
foliculares e suas variantes no que tange a questdo diagndstica, na tentativa de
agregar ao painel de suscetibilidade mais um potencial marcador. Infelizmente nao

obtivemos no presente trabalho correlacdo entre expressio e dosagem sérica de

grelina e evolucao, ndo alcancando, portanto, objetivos progndsticos.

Identificar os individuos que possuem um risco aumentado para o cancer de
tireoide ¢ importante para planejar e implementar politicas de prevengdo e
estratégias de conduta nao apenas em nivel de satide publica, mas também para cada
paciente em particular. Assim como em outros paises, temos verificado um grande
aumento no numero de individuos identificados como portadores de nodulos de
tireoide gracas ao maior acesso da populagdo ao sistema de satde e, sobretudo, a
métodos diagnosticos ndo invasivos, simples, rapidos e de custo relativamente baixo
em nosso meio, como o ultrassom ©"°> % Esta crescente populagdo faz prever que
devamos ter, nos proximos anos, uma imensa massa de individuos buscando

aconselhamento médico. O que faremos com estes pacientes?

O uso de marcadores moleculares de risco, identificados através de um
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simples exame em sangue periférico ou andlise patoldgica, poderia auxiliar no
rastreamento de malignidade. Pode-se, por exemplo, programar ultrassons
periodicos de modo a obter citologia de nodulos de maior risco. Ao contrario,
pacientes portando nddulos de baixo risco para malignidade, poderiam ser
acompanhados apenas clinicamente ou de forma menos frequente, poupando
grandes somas de dinheiro ao sistema de saude e diminuindo consideravelmente o
espectro da duvida sobre os portadores de nodulos, além de conferir mais seguranca

ao diagnostico médico em oncologia.

Marcadores moleculares em tireoide podem ser aplicados a todos os
individuos em qualquer fase de sua vida. Assim, tornariam-se uma importante
ferramenta de rastreamento populacional, identificando individuos com risco maior
para o cancer tireoidiano dentre a vasta maioria de nddulos benignos. Sem duavida,
tal rastreamento poderia baratear sensivelmente o custo do diagndstico e teria grande

impacto social.
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VII. Conclusao
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VII. CONCLUSAO

Baseando-nos nas hipdteses iniciais, temos que:

- Apesar de os niveis séricos de grelina ndo terem apresentado associagao
diagnostica significativa, observou-se que a expressao tecidual auxiliou na deteccao

e discrimina¢do de malignidade;

- Os niveis séricos de grelina apresentaram baixa especificidade como
marcador para as caracteristicas estudadas, porém a expressao tecidual apresentou
tendéncia de correlagdo com aidade e o IMC dos pacientes estudados e importante

associacao discriminatéria para malignidade;

- Tanto os niveis séricos de grelina quanto sua imunorreatividade
tecidual ndo apresentaram utilidade como marcador de agressividade ou prognostico

na amostra estudada.
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UNIVERSIDADE ESTADUAL DE CAMPINAS
Y Faculdade de Ciéncias Médicas
Departamento de Clinica Médica

\", LABORATORIO DE GENETICA MOLECULAR DO CANCER
N2

UNICAMP

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Projeto de Pesquisa em Cincer de Tiredide
Pesquisadora: Prof* Dra Laura Sterian Ward
Prof® Dra Ligia Vera Montalli Assumpc¢io

Paciente ou Responsavel pelo paciente

Sr(a)

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

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

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

Assinatura do Paciente ou Responsavel pelo Paciente

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

CEP: Fone: (19) 3521-8938, Caixa Postal 6111, 13083-970 Campinas, SP,
e-mail: cep@fem.unicamp.br
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Questionario — Pacientes com Cancer de Tiredide

IDENTIFICACAO

Data de nasisime_jlto: g N Etnia:
Sexo: ; :\: =5 Estado civil:
Grau de escolaridade:
Profissdo:

HISTORICO MEDICO
Nasceu de parto:

( ) normal ( ) prematuro com  meses () cesarea () forceps

Pesou aomaseer:tedis s i
Foi amamentado no peito
() sim () ndo

Alguma vez foi informado de que tinha nodulo tireoidiano?
() Sim ( ) Nao

Qual idade possuia quando foi informado que possuia o nédulo?

Como foi feito o diagnoéstico:
( )exame clinico (' )ultra-sonografia ( )outros exames

Que tratamento recebeu:

(' )apenas observagdo/acompanhamento

( )pungao aspirativa

( )uso de medicamentos:  ( )Levotiroxina- Puran T4, Sinthroyd, Levois, Euthyrox
(' )Anti-tiroidiano — Propiltiuracil, Tapazol

( )cirurgia

() iodo radioativo

Submeteu-se a cirurgia para remover a tire6ide? () parcial ou ( ) total?
Data da cirurgia:

Fez uso de algum dos medicamentos abaixo:
( )Selénio ( )Multivitaminas ( H)lodo

Vocé possuia alguma das seguintes doengas tireoidianas:

( )bécio ou nédulo benigno ( )Tireoidite ou doenga de Hashimoto
( )Hipertireoidismo * ( )Doenga de Graves
( )Hipotirioidismo ' ( )Céancer de tiredide

Vocé ja apresentou alguma doenga imunolégica (diabetes, lupus, Graves, Hashimoto, artrite, etc)?

Apresentou Cancer?

Que tipo? Quando?

Foi submetido a cirurgia?

Foi submetido a radioterapia? Durante meses.
Foi submetido a quimioterapia? Durante meses.
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ANTECEDENTES FAMILIARES

Fatores relacionados a sua familia podem ser fatores de risco para o desenvolvimento de cancer. Por este
motivo sdao importantes as seguintes informagdes:

Algum familiar préximo possui alguma daé seguintes doengas tireoidianas:

( )béeio ou nddulo benigno = - ( )Tireoidite ou doenga de Hashimoto
( )Hipertireoidismo a : ( )Doenga de Graves
( )Hipotirioidismo ( )Cancer de tiredide

Se alguém tem doenga tiroidiana, faz tratamento (toma remédio, faz acompanhamento, fez cirurgia, etc)?

Algum familiar préximo ja apresentou alguma doenga imunolégica (diabetes, lipus, Graves, Hashimoto,
artrite, etc)?

Vocé tem algum parente préximo que apresentou Cancer?

Relagdo Parente | Tipo de Idade Era Tratamento | Curado?
de materno | cancer aproximada | fumante
parentesco | ou do

paterno diagndstico

Quantas pessoas moram na sua casa?
Quantas trabalham: Renda média:

HISTORICO SOCIAL E HABITOS DE VIDA

Ingere bebidas alcodlicas regularmente?
( )sim ( )ndo ( )atualmente n@o, parei ha
Que tipo de bebidas (destilado, cerveja)? Freqiiéncia:

Complete esta tabela se consome ou consumiu bebidas alcodlicas no passado:

Bebida Quantas doses? Por quanto tempo(anos)
Cerveja(l lata)
Vinho (1 copo)
Pinga(1 dose)

E fumante?
( )sim ( )ndo ( )atualmente nao, ja parei ha
Se fumou ou fuma,indique para cada idade , quantos cigarros fuma ou fumou por dia (um mago=20 cigarros)

Quantas horas por dia vocé faz atividades fisicas (como cammhar correr, nadar, muscula¢do, ou
outras)? . Quantas vezes por semana?

AVALIACAO DO ESTADO NUTRICIONAL

Peso atual: Estatura:

Habito intestinal: Habito urinario:
Alteracdo de peso recente: Quantos quilos: Motivo:
Faz algum controle na alimentago: Qual:

Dietas anteriores/ resultado:
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Patologia associada : HAS, DM, Colesterol, triglicérides, etc...

ANNAMENESE ALIMENTAR (QUALIDADE E QUANTIDADE)
Freqiiéncia de Consumo(DIARIOSEMANAL, EVENTUAL, NUNCA)

Arroz =P | Derivados Café
Macarrdo Carnes Enlatados
Batata/fec. Embutidos Congelados
Pao Ovos Cereais
Bolacha Feijao/Legum. Condimentos
Verduras Margarina Fast-foods
Legumes Frituras Churrasco
Fruta Doces

Leite Refrigerante

Descreva seu dia alimentar (0 que come geralmente):

Café Lanche Almoco lanche jantar ceia
Consumo de liquidos: Quant./Freq.:
QUALIDADE DE VIDA

1) Vocé esta satisfeito (a) com seu conhecimento sobre a doenga? ( ) sim () ndo

2) Ela afetou seu humor, trazendo sintomas de depressio ou ansiedade? () sim () ndo

3) Ela afetou sua vida familiar? ( ) sim () ndo

4) Ela afetou sua vida profissional? () sim () ndo

5) Ela afetou sua aparéncia? () sim () néo

6) Ela afetou seu lazer? () sim () n3o

7) Vocé obteve informagdes suficientes sobre sua cirurgia? () sim () ndo

8) Os tratamentos causaram desconforto? () sim ( ) ndo

9) Vocé teve orientagio adequada sobre cura, sobrevida e depois de seu tratamento?( ) sim () ndo

10) Vocé foi orientado adequadamente sobre a continuidade do seu tratamento apos a cirurgia? () sim () ndo
11) Vocé tem ou teve algum medo relacionado a sua doenca? () sim () ndo

12) A doenga alterou sua alimentagio? () sim () ndo

13) Vocé sentiu diferenca no apetite ? () sim () ndo

14) Quais as alteragdes notadas?
15) Alteragao de peso? () sim () ndo - quantos quilos/

PERGUNTAS APENAS PARA MULHERES

Qual a idade de primeira menstruagio (menarca)?

Ja fez uso de anticoncepcionais orais? Quanto tempo?

(' )atualmente sim (' )sim, mas ndo atualmente. ( )ndo
Gravidez? Quantos abortos espontaneos?
Com que idade ocorreu a menopausa? Por que motivo:

Faz ou fez uso de reposi¢do hormonal?
Qual: Idade:
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