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Resumo

Os nédulos da tirdide sdo comuns na pratica clinica e a incidéncia do cancer de tirdide tem sido
reconhecida em varias partes do mundo. Certamente, um importante fator para o aumento da incidéncia
¢ a utilizagdo dos exames ultra-sonograficos e PAFF. A identificagdo de polimorfismos genéticos ¢é
importante para compreender os mecanismos potenciais envolvidos na carcinogénese tiroideana. Nossa
proposta foi avaliar o polimorfismo das enzimas do metabolismo de xenobidticos (CYPIA1, GSTMI e
GSTTI) e do gene TP53 no codon 72 e a associag@o destes com o risco de desenvolvimento do cancer
da tirdide. Para avaliar o papel de tais polimorfismos, 122 casos de nddulos tiroideanos, destes, 35
apresentaram nodulos neoplasicos malignos (NNM), 20 nddulos neoplasicos benignos (NNB) e 67
nédulos ndo neoplasicos (NNN) comparados ao grupo controle de 134 individuos saudaveis, os quais
foram selecionados aleatoriamente. Para a analise dos gendtipos de CYPIAIml e CYPIAIm?2 foi
utilizado PCR — RFLP, na analise das deleg¢des de GSTM1 e GSTT] utilizou-se a técnica PCR-multiplex
e para a determinagdo do polimorfismo do gene TP53” as amostras foram submetidas a reagdo de PCR.
Foi incluido na analise do polimorfismo de 7P53’’, uma meta-analise de estudos caso-controle com
pacientes com carcinomas tiroideanos utilizando o método de DerSimonian-Laird. Os resultados
demonstraram que o genotipo homozigoto selvagem de CYPIAImI e CYPIAIm2 foram freqiientes
tanto nos nddulos tiroideanos neoplasicos ¢ ndo neoplasicos quanto no grupo controle, sugerindo que os
mesmos ndo estdo associados ao risco de desenvolvimento de nodulos tiroideanos. O gendtipo nulo para
o gene GSTTI foi predominante em nddulos benignos em comparagdo ao grupo controle (p<0,005),
indicando que o mesmo contribui a uma predisposi¢do aumentada para doenca tiroideana benigna do
que para maligna. A analise de risco por Odds Ratio, sugere que 0s pacientes que apresentam genotipos
de risco GSTMI1 (OR=12,82; p=0,004) e GSTTI (OR=4,53; p<0,0001) contribuem para o
desenvolvimento de NNB e NNN, respectivamente. A frequéncia do alelo p534rg foi significativamente
maior em ambos os grupos de pacientes e grupo controle. A comparacdo da frequéncia genotipica dos
pacientes NNM, NNB ¢ NNN com o grupo controle demonstrou que gendtipo p534rg Arg apresenta
menor risco para NNM, sugerindo que a presenga do alelo arginina em homozigose possua um efeito
protetor contra a carcinogénese tiroideana (OR:0,15; p<0,0001). Os dados gerados pela meta-analise
demonstraram que a relagio entre o gen6tipo e o fenétipo originado do polimorfismo de TP537% nio esta
associada a susceptibilidade genética ao cancer de tiréide. A alta incidéncia de patologias da tirdide
entre as mulheres ¢ uma caracteristica complexa a ser compreendida. Assim, fatores como o
desequilibrio dos hormdnios sexuais, nutricionais especialmente a caréncia de iodo na dieta, exposigdo
terapéutica a radiacdo, falhas nos sistemas de controle do ciclo celular ¢ o polimorfismo genético
poderiam explicar o aumento da incidéncia de doenca tiroideana em mulheres. Embora, as variagdes
interindividuais na susceptibilidade as doengas da tirdide poderiam indicar novas perspectivas para o

diagnéstico precoce e prognostico, o perfil polimoérfico requer estudos adicionais.

Palavras-chaves: polimorfismo; susceptibilidade; carcinomas tiroideanos
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Abstract

Thyroid nodules are common in clinical practice and the incidence of thyroid cancer is increasing
throughout the world. Certainly, an important factor for the increase of the incidence is the use of
ultrasound and PAFF. The identification of genetic polymosphism is important for understanding the
potential mechanisms involved in thyroid carcinogenesis. We hypothesized that polymorphisms of
xenobiotic enzyme system (CYPIAI, GSTMI and GSTTI) and the common germline polymorphism of
TP53 gene at codon 72 may be associated with the risk of thyroid cancer. To evaluate the role of such
polymorphisms, we investigated 122 cases of thyroid nodules, classified according to the following: 35
malignant neoplasic nodules (MNN), 20 benign neoplasic nodules (BNN) and 67 non-neoplasic nodules
(NNN) compared with 134 controls of the healthy individuals randomly selected. The PCR-RFLP was
used in the analysis of the CYPIAImI and CYPIAm2 genotypes; the multiplex PCR was used in the
deletion analysis of the GSTM and GSTTI; and for the determination of the polymorphism in the gene
TP537, the samples were submitted to conventional PCR reaction. We included case-control studies
that compare the incidence of germline polymorphism of 7P53’? in patients with thyroid cancer by
DerSimonian-Laird method. Our results demonstrated that CYPIAIml and CYPI1AIm?2 genotypes were
frequent not only as neoplasic thyroid nodules and non-neoplasic thyroid nodules but also in the control
group, which suggests that those are not associated with thyroid nodules. The null genotype for the
GSTTI gene was predominant in benign nodules compared with the control group (p<0,005) indicated
that individuals that possess such null genotypes presented a predisposition to benign thyroid diseases
than malignant. The risk analysis, done by Odds Ratio, suggests that the risk genotypes GSTMI
(OR=12,82; p=0,004) and GSTT! (OR=4,53; p<0,0001) contribute to the development of the BNN and
NNN, respectively. The frequency of the p53 Arg allele was significantly higher in both patient and
control groups. The genotype p534rg Arg presents a lower risk to thyroid cancer, indicating that the
allele arginine in homozygosis can present a protective effect against thyroid carcinogenesis (OR: 0.15;
p<0.0001). The data of the meta-analysis demonstrates that the relation between the genotype and
phenotype from the TP53’? polymorphism is not associated with the genetic susceptibility at thyroid
cancer. The high incidence of thyroid pathologies among women is a characteristic not completely
understood. Therefore, some factors, such as the imbalance of sexual hormones; nutritional deficiencies,
especially in iodine; therapeutic exposure to radiation; failures in the control systems of the cellular
cycle; and the genetic polymorphism could explain the high incidence of thyroid disease among women.
Although the interindividual variation in the susceptibility to thyroid diseases could indicate new

perspectives to an early diagnostic and prognostic, the polymorphic profile requires additional studies.

Key-words: polymorphism, susceptibility; thyroid cancer
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1. Introducao

Os noédulos tiroideanos sdo freqlientes na populagdo e sua incidéncia e
prevaléncia sao dependentes de diversos fatores (Lima et al., 2007), tais como a idade
dos pacientes, localizagdo geografica e o método de diagndstico. Um nodulo de tirdide
palpavel pode ser diagnosticado em 4 a 7% da populacdo adulta (Dean & Gharib,
2008; Hegediis, 2004; Matsuo et al., 2004). Quando se consideram séries de autdpsia,
essa prevaléncia pode chegar a 50%. Apesar de comuns, apenas 5% do total de
nddulos sdo malignos (Coeli ef al., 2005).

Uma tendéncia no aumento da incidéncia do cancer de tirdide tem sido
reconhecida em varias partes do mundo (Reis et al., 2008). Certamente, um importante
fator para o aumento ¢ a melhoria na capacidade de identificar malignidade em
nddulos tiroideanos, proporcionada principalmente pela ampla disponibilidade de
exames ultra-sonograficos e pela citologia de material obtido por puncdo aspirativa
com agulha fina (PAAF) (Dean & Gharib, 2008; Ward, 2005; Matsuo et al., 2004).

O cancer da tirdide ¢€ responsavel por 1% de todos os tumores malignos, sendo
trés vezes mais frequente em mulheres (Fagin & Mitsiades, 2008;Kent et al., 2007;
Sywak et al., 2004). As estimativas das taxas de incidéncia padronizadas para a
populacdo mundial, no sexo feminino foi 5,5/100.000 nas regides desenvolvidas e de
2,6/100.000 nas regides menos desenvolvidas e para homens foram 2,1/100.000 e de
1,0/100.000, para cada uma das regides respectivamente. As taxas de mortalidade
padronizadas para a populagcdo mundial foi 0,5/100.000 nas regides desenvolvidas e de
0,8/100.000 nas regides menos desenvolvidas (Coeli et al., 2005).

No Brasil, o Sistema de Informagdes sobre Mortalidade (FUNASA, 2001) e os
Registros de Cancer de Base Populacional (RCBPs) (INCA, 2002) representam fontes
de dados de grande importancia para o conhecimento do perfil epidemiologico do
cancer no pais. O cancer de tirdide teve sua maior incidéncia em Sao Paulo
(13,54/100.000), seguido por Natal (12,45/100.000), Fortaleza (9,75/100.000) e
Distrito Federal (9,50/100.000). Em Goiania, essa taxa foi 7,14/100.000 para o género
feminino (Curado & Martins, 2006).

Neste contexto, observa-se que o numero de casos de cancer da tiréide na
populacdo brasileira tem aumentado nos ultimos anos. No periodo de 1988 a 2003, o
Registro de Cancer de Base Populacional (RCBP) de Goiania-GO notificou 613 casos,

sendo 83% para o sexo feminino e 17% para o sexo masculino. Os coeficientes de
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incidéncia padronizados para o género feminino foram 4,89/100.000 no primeiro
quiinqgiiénio, 4,72/100.000 no segundo e 11,67/100.000 no ultimo quinquénio (Reis et
al., 2008). O aumento da incidéncia dos tumores tiroideanos na regido metropolitana
de Goiania - GO pode esta relacionado provavelmente com a melhora no diagndstico.

As doengas da tiroide manifestam-se através da disfuncdo hormonal, seja por
excesso ou por deficiéncia de producao hormonal, ou por alteragdes anatomicas
decorrentes do crescimento difuso ou nodular da glandula (Bufalo, 2007). A doenga
nodular tiroideana ¢ um problema clinico comum, que inclui um grande niimero de
tiroidopatias, especialmente aquelas relacionadas a caréncia de iodo, tais como o bdcio
coloide e as neoplasias (Lima et al., 2007).

Dentre as tiroidopatias, a doenga nodular por bocio coldide ¢ a mais freqiiente
(Lima et al., 2007; Hegediis et al., 2003), correspondendo a um problema clinico
comum no Estado de Goids e que apresenta etiologias diversas. O bocio endémico
representa, uma das endemias alimentares especificas mais difundidas. Em alguns
paises, o bocio endémico corresponde a um sério problema de saude publica, ndo
somente pela extensdo com que atinge certos grupos populacionais como, também,
pelas sérias conseqiiéncias que dele advém (Lima et al., 2007).

As doencas autoimunes tiroideanas (DAIT) afetam de 2 a 5% da populacao
geral, em especial mulheres adultas e idosas. Este grupo de doencas tiroideanas ¢
determinado pela presenca de infiltrado linfocitico de intensidade variavel e producdo
de auto-anticorpos tiroideanos dirigidos a antigenos especificos, podendo variar do
hiper ao hipotiroidismo. A exata etiologia das DAIT permanece desconhecida, mas a
interagdo entre susceptibilidade genética e fatores ambientais parece ser de
fundamental importancia no seu desenvolvimento (Sgarbi & Maciel, 2009).

Muitas doengas complexas sdo determinadas por trés fatores principais: o estilo
de vida, a exposi¢ao ambiental e a susceptibilidade genética. A predisposicao genética
¢ provavelmente predominante, e responsavel por, aproximadamente, 80% da
susceptibilidade a DAIT (Sbargi & Maciel, 2009). Por outro lado, estudos
epidemioldgicos estimam que cerca de 90% dos canceres estejam relacionados a

fatores ambientais (Guembarovski, 2007).

1.1. Patogénese molecular dos carcinomas tiroideanos
A tumorigénese estd associada ao acumulo progressivo de alteragdes genéticas

em uma célula normal. Em geral, as alteracdes genéticas resultam na perda do controle
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da proliferagdo e na aquisi¢do de caracteristicas associadas com a progressao tumoral.
Assim, o cancer pode ser considerado uma doenga genética complexa que resulta de
alteracOes sequenciais em genes geralmente relacionados a proliferacio e
diferenciagdo celular (Parmigiani & Camargo, 2004).

As recentes descrigcdes das alteragdes genéticas relacionadas aos carcinomas de
tirdide, iniciaram a caracterizagdao da patogénese molecular dos carcinomas tiroideanos
e seus subtipos. As desordens genéticas dos tumores da tirdide envolvem vias
heterogéneas de patogénese, tais como: mutagdes que ativam a sinalizacdo celular,
anormalidades dos genes supressores de tumores ¢ das proteinas reguladoras do ciclo
celular (Fagin & Mitsiades, 2008; Vasko et al., 2004).

Fatores positivamente associados as neoplasias tiroidianas sdo: a exposicao da
regido da cabega e pescogo a radiacdo ionizante, a historia pessoal de bocio, a presenga
de nddulo tiroideano e a ocorréncia de antecedentes familiares (Coli et al., 2005;
Maciel et al., 2005). As neoplasias da tiredide sdo classificadas de acordo com o tipo
histologico em adenoma folicular, carcinoma papilar, carcinoma folicular e carcinoma
anaplasico ou indiferenciado (Di Cristofaro et al., 2006; DeLellis et al., 2004). As
maiorias dos tumores tiroidianos, com excecdo do carcinoma medular derivam da
célula folicular, que origina neoplasias benignas e malignas com diferentes

caracteristicas fenotipicas, bioldgicas e clinicas (DeLellis et al., 2004) [Figura 1].

‘ Carcinoma Papilar ‘\
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2 Carcinoma pouco Carcinoma
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Carcinoma
Adenoma Oncocitico
Oncocitico
g Carcinoma
Medular

Célula Parafolicular
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Figura 1. Representacdo esquematica da origem e de progressdo dos carcinomas tiroideanos. O
adenoma e carcinoma oncocitico sdo variantes do adenoma e do carcinoma folicular, respectivamente.
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Os carcinomas papilifero (CPT) e folicular (CFT) sdo considerados carcinomas
diferenciados (CDT), uma vez que mantém uma semelhanga estrutural e funcional
com o tecido tireoidiano normal e sdo responsdveis por pelo menos 94% dos
carcinomas de tiredide (Kent et al., 2007; Cooper et al., 2006). O carcinoma medular
(CMT) de tiredide, tumor neuroenddcrino origindrio das células parafoliculares,
corresponde a 3% dos casos, e o carcinoma anaplasico (CAT), que deriva da
indiferenciagcdo dos CDT ¢ responsavel por aproximadamente 1% dos carcinomas da
tiredide (Cooper et al., 2006; DeLellis et al., 2004). O comportamento bioldgico destes
tumores ¢ muito variado, compreendendo formas de baixo potencial letal até formas
extremamente agressivas e de alta mortalidade (Golbert et al., 2005).

O CDT quando precocemente diagnosticado ¢ um tumor geralmente curavel. O
tratamento considerado mais adequado ¢ a tiroidectomia total seguida de ablacdo

s . 131
actinica com I 2

, que oferece ao paciente um progndstico muito bom, com sobrevida
longa (Cooper et al., 2006). Apds a cirurgia e a radioterapia, os pacientes sao tratados
com levotiroxina, visando reduzir os niveis séricos de hormoénio estimulante da tirdéide
(TSH) para minimizar o crescimento de qualquer tumor residual. Pesquisa de corpo
inteiro (PCI) e medidas de tiroglobulina (Tg) sérica sdo usadas para monitorar os
pacientes. Embora esta abordagem terapéutica proporcione uma sobrevida que atinge

93-98% e 85-92% dos carcinomas papilares e foliculares, respectivamente (Ward,

2005).

O CDT quando precocemente diagnosticado ¢ um tumor geralmente curavel. O
tratamento considerado mais adequado ¢ a tiroidectomia total seguida de ablacdo
actinica com I "*!, que oferece ao paciente um progndstico muito bom, com sobrevida
longa (Cooper et al., 2006). Apos a cirurgia e a radioterapia, os pacientes sdo tratados
com levotiroxina, visando reduzir os niveis séricos de hormonio estimulante da tirdide
(TSH) para minimizar o crescimento de qualquer tumor residual. Pesquisa de corpo
inteiro (PCI) e medidas de tiroglobulina (Tg) sérica sdo usadas para monitorar os
pacientes. Embora esta abordagem terapé€utica proporcione uma sobrevida que atinge
93-98% e 85-92% dos carcinomas papilares e foliculares, respectivamente (Ward &
Assumpgao, 2004).

O CAT ¢ considerado incuravel por ocasido de sua apresentacdo. O PAFF ¢
adequado para o diagnostico e deve-se tentar a tiroidectomia total com a retirada do
tumor em bloco e dissec¢do do pescogo para a remogdo total da massa. A
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quimioterapia utiliza uma série de drogas, mas nenhuma se revelou completamente
eficaz (Golbert et al., 2005).

O tratamento apropriado para o CMT ¢ a tiroidectomia total. A retirada de todo
o tecido tiroideano deve ser meticulosa, sem lesar as paratiredides. Além disso,

recomenda-se a dissec¢ao profilatica dos linfonodos da regido do pescoco.

1.1.1. Carcinoma Papilar

Nesses tumores papiliferos sdo verificadas translocagdes e inversdes
cromossomicas que causam o rearranjo do gene RET com genes heterologos, dando
origem, ao gene quimérico RE7T/PTC e as mutacdes ativadoras, como translocagdes no
gene BRAF e no gene RAS (Gao et al., 2006; Nix et al., 2005; Maciel et al., 2005).
Mutagdes nos genes RET, RAS ou BRAF sao encontradas em aproximadamente 70%
dos carcinomas papiliferos, sugerindo que a sinalizacdo para a ativagdo de proteinas
quinase MAPK (de proteinas quinases ativadas por mitogénicos; do inglés, mitogen-
activated protein kinases) sdo essenciais para a tumorigénese e que a alteracdo de um
simples efetor na via MAPK ¢ suficiente para a transformacao celular (Espinosa et al.,

2007; Wojciechowska & Lewinski, 2006).

BRAF ¢ uma das isoformas do tipo B da proteina RAF, correspondendo a um
componente essencial da via RAS-MEK-MAPK, que atua como efetor da sinalizag¢ao
RAS (Matsuo et al., 2004). As mutacdes no gene BRAF sdo as alteracdes genéticas
mais comumente conhecidas nos carcinomas papiliferos e sdo encontradas em
aproximadamente 45% destes tumores (Nikiforov, 2008; Espinosa et al., 2007;
Wojciechowska & Lewinski, 2006). A maioria das mutagdes envolve o nucleotideo
1799 e resulta na substitui¢do de valina pelo acido glutdmico no residuo 600 (V600E).
A substitui¢do confere capacidade oncogénica, correlacionando-a com agressao

tumoral (Nikiforov, 2008; Espinosa et al., 2007; Xing, 2007; Suk et al., 2006).

O mecanismo subjacente a oncogeneidade induzida pela substituicdo V60OE
parece promover uma atividade constitutiva de BRAF quinase, resultando na continua
fosforilacdo da via MEK [do inglés, Mitogen activated protein kinase (MAPK) /
Extracelluar signal-regulated kinase]. Proteinas quinases ativadas por mitogénicos
regulada por sinal extracelular, transferem sinal para o ntcleo celular ao longo da
cascata RAS-MEK-MAPK, a qual desempenha um papel importante na sinalizagcdo da

proliferacdo celular induzida por fatores de crescimento, que atuam por meio de
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receptores serina/treonina quinase, mecanismo recentemente elucidado (Nikiforov,
2008; Espinosa et al., 2007; Wojciechowska & Lewinski, 2006; Puxeddu et al., 2003)
[Figura 2].
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Figura 2. A via RAS-MEK-MAPK (BRAF). Ativacdo de ERK desempenha papel central na sinalizagdo da
proliferacdo celular induzida por fatores de crescimento que atuam por meio de receptores proteinas
serina/treonina quinase. A ativacdo de RAs fosforila uma segunda proteina quinase MEK que ativa membros
da familia ERK por fosforilagdo, uma vez ativada, ERK fosforila varios alvos, incluindo outras proteinas
quinases e fatores de transcri¢do, como os elementos necessarios para a proliferacao celular.

A expressdo de uma proteina de sinalizagdo constantemente ativada ¢
interpretada pela célula como um sinal continuo e irrestrito de indugdo de crescimento
(Rocha & Regner, 2004). As vias de sinalizagdo celular ativadas por estimulagdo dos
fatores de crescimento regulam a maquinaria do ciclo celular, como a via MAPK
(Cooper, 2001). A qual pode implicar em desenvolvimento e progressao da
proliferacdo celular, mediante a mutagdo em genes que codificam as proteinas
quinases, promovendo um efeito positivo no crescimento celular por mimetizar sinais
mitogénicos normais. Esta e outras vias envolvidas na proliferagdo e diferenciacao
celular sdo alvo para a farmacologia, como as drogas que atuam na inibi¢do de MEK,

usadas como terapia para controle do cancer (Knauf & Fagin, 2009; Nikiforov, 2008).

As ERKs ativadas afetam a transcricdo génica via interacdo com fatores de
transcri¢do, cuja fun¢do no nucleo ¢ dirigir a expressdo de genes especificos. Fatores

de transcrigdo podem ser regulados de duas formas principais: através da fosforilagao
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de fatores pré-existentes com ativacdo da transcricdo ou aumento na produgdo dos
proprios fatores de transcrigdo. Varios destes fatores de transcri¢do mais conhecidos
por essa caracteristica sdo: FOS, JUN e MYC. O gene MYC, se destaca por seu papel
na tumorigénese, enquanto os genes FOS e JUN sdo mais associados com a
transformagdo celular (Rocha & Regner, 2004). A ativagdo da via RAS-MEK-MAPK

nos CPTs esté relacionada a tumorigénese em aproximadamente 70% .

A ativagdo de outras vias de sinalizacdo que cooperam com MAPK estdo
relacionadas a progressao tumoral nos CPTs, como o receptor de fator de crescimento
endotelial vascular (VEGF-R) [Figura 2]. A elevada expressdo dos fatores de
crescimento endotelial e vascular C e D (VEGF-C e VEGF-D) tem sido observada em
diversos canceres (Ran et al., 2009; Royston & Jacson, 2009; Lin, 2007). Estudos
avaliando o nivel de expressao do gene VEGF-C em tumor primario associam com a
linfangiogénese e metastases para linfonodos, sendo a expressdao destas proteinas

usadas como fator de prognostico em muitos carcinomas (Iwata et al., 2007).

Iniimeros marcadores moleculares, ciclina D, p53, VEGF e ciclo-oxigenase-2
(COX-2) por imunohistoquimica s3o utilizados para estabelecer diagnodstico e
prognoéstico em carcinomas tiroideanos (Jo et al., 2006). Estudos epidemiologicos
demonstram que inibidores de COX-2, como o acido acetil salicilico, podem reduzir o
risco do desenvolvimento de alguns tipos de canceres (Knauf & Fagin, 2009).
Adicionalmente, a elevada expressdo do gene COX-2 estd relacionada ao processo
inflamatério e estimulo mitogénico comumente encontrado em muitos tumores,
sugerindo que COX-2 contribua no processo da carcinogénese (Iwata et al., 2007).

Diversos mecanismos propostos tém relatado que COX-2 contribui na
progressdo tumoral, incluindo o estimulo da proliferagdo, inibi¢do da apoptose,
estimulo da invasdo celular, supressdao da resposta imune e angiogénese (Iwata et al.,
2007). Adicionalmente, COX-2 estimula a proliferagdo celular, pela migra¢dao e
formagdo de células vasculares endoteliais (Liu et al., 2009; Iwata et al., 2007;
Tunstall et al., 2006; Siironen et al., 2004). Apesar desta co-relagdo, poucos estudos
clinico-moleculares avaliam o nivel de expressao de COX-2 e sua extensdao com a
angiogénese nos tumores tiroideanos pela co-expressao com VEGF-C (Siironen et al.,
2006). No entanto, o mecanismo da linfangiogénese e angiogénese tumoral ainda

possui pouco entendimento.
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1.1.2. Carcinoma Folicular

No CFT, sao destacadas as mutagdes ativadoras do gene RAS e rearranjo PAXS-
PPARy. As mutagdes de ponto descritas em RAS também sdo frequentemente
encontradas em adenomas foliculares, e ¢ provavel que pelo menos uma parte dos
carcinomas foliculares teve sua origem maligna em conseqii€éncia de adenoma folicular
(Fagin & Mitsiades, 2008).

Existem 3 familias do oncogene RAS (K-RAS, H-RAS e N-RAS) com
localizagdes cromossomicas diferentes. Em geral o N-RA4s e com menor frequéncia o
H-RAS, estao mutados no codon 61 (Nikiforov, 2008). Essas mutagdes ocorrem
frequentemente nas formas precoces dos tumores da tirdide e esta ativacao também ¢
encontrada na tirdide adjacente aos nddulos neoplasicos e parece participar do bdcio
adenomatoso. Até o momento ndo se conseguiu atribuir prognoéstico significativo as
mutagdes de RAS (Mishra et al., 2009; Castro, 2006).

O rearranjo PAXS8-PPARy foi descrito inicialmente apenas nos carcinomas
foliculares, sugerindo que pudesse ser um marcador nuclear de malignidade nas
neoplasias foliculares. Posteriormente, também foi identificado nos adenomas
foliculares, mas permanece como um dos aspectos moleculares que caracterizam as
neoplasias foliculares (Castro, 2006).

A alteracdo genética decorre de uma translocagdo t(2;3)q(13;p25) que resulta
na fusdo de PAXS (do inglés, Paired box gene 8), o qual codifica um fator de
transcricdo da tirdide com o gene PPARy (do inglés, Peroxisome proliferation
activated receptor-gama). As células foliculares normais possuem alta expressao do
gene PAXS, pois seu produto ¢ essencial para o desenvolvimento da glandula
enddcrina e para a regulacdo do funcionamento celular (Castro, 2006). O produto da
expressao do gene PPARy esta envolvido na inibi¢do do crescimento e na promog¢ao da
diferenciagdo celular nas células foliculares normais . O rearranjo dos dois genes
elimina a fun¢do de ambos, sendo que esta perda parece favorecer a tumorigénese no
tecido tiroideano (Nikiforov, 2008).

Adicionalmente, mutacdes e outras alteracdes na codificagdo de genes da via de
sinalizacdo PI3K/AKT sao descritas nos CFT (DeLellis, 2004). Embora, a frequéncia
destas mutagdes seja baixa e seu valor biologico carece elucidagdo. As mutagdes de
ponto descrita em RAS também sdo frequentemente encontradas em adenomas
foliculares, e ¢ provavel que pelo menos uma parte dos carcinomas foliculares teve sua

origem maligna em conseqiiéncia de adenoma folicular (Fagin & Mitsiades, 2008).
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1.1.3. Carcinomas pouco diferenciado e Anaplasico

O carcinoma pouco diferenciado ¢ um tumor raro da tirdide que se origina de
células foliculares e ¢ caracterizado pela perda da diferenciacdo e comporta-se como o
mais agressivo de todos os tumores tiroideanos e possui progndstico menos favoravel
em comparacdo com CPT ou CFT (Volante et al., 2007). Em amostras de
tiroidectomia destes carcinomas, ¢ freqiiente encontrar 4reas de carcinomas
diferenciados. Isto sugere que estes tumores possam representar etapas distintas na
progressdo maligna: carcinoma bem diferenciado derivado de células foliculares —
carcinoma pouco diferenciado (CPDT) — carcinoma anaplésico ou indiferenciado
(CAT) [Figura 1]. Em conformidade com tal progressdo, algumas alteragdes
moleculares podem ser consideradas: na indiferenciacdo precoce (CPDT) sao
encontradas mutagdes em RAS e BRAF em todos os niveis desta etapa e na
indiferenciagdo tardia (CIT) ocorrem com frequéncia mutacdes em 7P53 (Maciel et

al., 2005; Nikiforov, 2004).
1.1.4. Carcinoma Medular

E um tumor maligno raro com origem nas células C parafoliculares, que
representa 3 a 10% de todos os tumores tireoidianos e € responsavel por um grande
nimero de mortes em pacientes portadores de cancer de tiredide (Magalhdes et al.,
2003; Raue et al., 1994). Ocorrendo de forma esporadica ou ndo-hereditaria em 75 a
90% dos pacientes. Nos demais, ¢ uma doenca hereditaria autossomica dominante com
alto grau de penetrancia e variabilidade de expressdo podendo fazer parte de 3
sindromes clinicas distintas dependendo dos 6rgdos envolvidos: neoplasia enddcrina
multipla (NEM) 2A, NEM 2B e CMT familiar (CMTF). Das formas hereditarias, a
NEM 2A ¢ a mais comum, representando mais de 90% dos casos de NEM do tipo 2

(Machens et al., 2003).

O proto-oncogene RET possui 21 éxons de aproximadamente 60kb e esta
localizado em 10q11.2 (53). Codifica um receptor de membrana do tipo tirosina-
quinase de 150-170Kd altamente expresso em alguns tecidos normais e tumores
derivados da crista neural, tais como sistema nervoso entérico, por¢do medular da
glandula adrenal e células parafoliculares da tire6ide (Machens et al., 2003). A
proteina RET realiza a transdu¢do de sinais extracelulares de proliferagdo,

crescimento, diferenciacao, sobrevida das células e apoptose celular (Eng et al., 1996).
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Em adi¢do ao seu papel nas formas hereditarias do CMT, o proto-oncogene
RET também tem sido implicado na patogénese dos tumores esporadicos. Mutacdes
somadticas, isto ¢, mutacdes identificadas apenas no tumor, tém sido descritas em uma
frequéncia bastante variavel (23-69%) nos casos de CMT esporadico, afetando
especialmente o codon 918 do RET proto-oncogene (¢xon 16) e resultando na mesma
substituicdo de aminoacidos da NEM 2B (metionina por treonina) (Pinchot et al.,

2009).

Esta mutagdo parece ndo ser uniforme entre as varias subpopulacdes de células
dentro de um mesmo tumor e mesmo de suas metastases, o que pode explicar a grande
variabilidade de dados da literatura quanto a incidéncia deste tipo de mutacdo. Esta
heterogeneidade entre as células tumorais de um mesmo paciente ainda sugere que o
CMT possa ter uma origem policlonal, ou entdo que as mutagdes no proto-oncogene
RET nao sejam eventos iniciais na tumorigénese do CMT esporadico, mas sim de

progressao (Nikiforov, 2008).

Estudos genético-moleculares realizados t€ém demonstrado o envolvimento do
proto-oncogene RET na maioria das formas hereditarias de CMT e, em menor
frequéncia, em sua forma esporadica (Machens et al., 2009). Entretanto, diversos
estudos sugerem que pacientes com CMT esporddico e mutagdes somaticas no codon
918 apresentam maior agressividade tumoral e maior probabilidade de recorréncia
clinica do tumor, porém esta associagdo ainda ndo foi confirmada (Nikiforov, 2008).
Magalhaes et al. (2003) e Nikiforov (2008) descrevem que aproximadamente 1,4-15%
dos pacientes com CMT aparentemente esporadico, apresentam sem historia familiar
com evidéncias de parentes de primeiro e segundo graus acometidos por CMT,
apresentam hiperparatireoidismo, apresentam mutacdes, podendo corresponder a casos
hereditarios erroneamente diagnosticados como isolados, ou entdo a casos de mutagdes

gendmicas de novo do proto-oncogene RET.
1.2. Doencas tiroideanas

A identificagcdo de genes suscetiveis para DAIT tem sido investigada, em geral,
por meio de estudos populacionais caso-controle, comparando-se a frequéncia de
determinado alelo entre as populagdes doente e sadia. Recentes avangos no
entendimento da base genética da DAIT revelaram a participagdo de genes

imunomoduladores e de genes especificos da tirdide como os principais candidatos,
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mas, por enquanto, a maioria dos achados ¢ de polimorfismos de um unico nucleotideo
(SNP) (Jacobson et al. 2007).

Os genes imunomoduladores de susceptibilidade DAIT, identificados e
confirmados, sdo o complexo maior de histocompatibilidade (MHC), o antigeno-4
associado ao linfécito T citotoxico (CTLA-4), a molécula CD40 associada ao linfécito
B e proteina tirosina fosfatase-22 (PTPN22). O gene especifico, identificado como
candidato natural seria o gene receptor do TSH (7SHR), mas alguns estudos tém
rejeitado contundentemente esta hipotese, permanecendo indefinido se o gene 7SHR ¢
candidato real para susceptibilidade a DG (Brix et al., 2001). Em contraste existem
evidéncias solidas do envolvimento de polimorfismo no gene da Tireoglobulina (7G)
como fator de risco para a DAIT. Estudos de triagem gendmica observaram forte
associa¢do entre o cromossomo 8q24 (regido que contém o gene 7G) e a DAIT (Taylor
et al, 2006). Na Tabela 1 estdo dispostos os principais genes candidatos a

susceptibilidade de DAIT.

Tabela 1. Principais genes candidatos para a susceptibilidade de DAIT (adaptado Sgarbi &
Maciel, 2008).

Genes
Principais fun¢oes Fenotipo associado
Genes Imunomoduladores

MHC Modula a ligacdo a apresentagdo de antigenos DG
CTLA-4 Inibidor da ativagao dos linfocitos T DG; TH

CD40 Ativacdo e proliferagio dos linfocitos B DG
PTPN22 Inibidor da ativac¢do dos linfécitos T DG; TH

Genes especificos
TG Codifica a tireoglobulina DG; TH
TSHR Codifica o TSHR DG

MHC: Complexo maior de histocompatibilidade; CTLA-4: Antigeno-4 associado ao linfécito T citotéoxico; MD40: molécula
associada a célula B; PTPN22: proteina tirosina fosfatase-22; TG: tireoglobulina; TSHR: receptor do TSH; DG: Doenca de

Graves: TH: tiroidite de Hashimoto.

A predisposicdo genética ¢ provavelmente predominante e responsavel por,
aproximadamente, 80% da susceptibilidade a DAIT, em que alelos do MHC e l6cus
ndo-MHC, como polimorfismo no gene CTLA-4, tém sido identificados como
marcadores de susceptibilidade (Jacobson et al, 2007). Por outro lado, pelo menos
20% da susceptibilidade seria determinada por fatores ambientais (Brix et al., 2001),
como tabagismo, estresse, infec¢do, selénio, iodo e drogas, entre outros (Prummel et

al., 2004).
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1.3. Polimorfismos Genéticos

Considera-se polimorfismo genético o trago mendeliano existente em uma
populacdo em, no minimo dois fenotipos, nenhum dos quais ocorrendo em frequéncia
menor que 1% (Conforti, 2004; Wiinsh-Filho et al., 2002; Rossit & Conforti-Froes
2001). Os SNPs (do inglés, Single Nucleotide Polymorphisms) sao variagdes de um
unico nucleotideo que ocorrem entre as sequéncias de DNA dos individuos. Estas
variagdes determinam as diferengas fenotipicas entre os individuos, ou seja, a
individualidade genomica de cada um (Parmigiani & Camargo 2004).

A herdabilidade de uma neoplasia maligna ¢ avaliada entre 5 a 10% de todos os
canceres humanos. Portanto, cerca de 90% dos casos correspondem a forma esporadica
da doencga, que resulta da associagdo entre os fatores ambientais e das varidveis que
definem uma susceptibilidade genética ao desenvolvimento tumoral (Yuspa, 2000).

O processo de transformacao de uma célula normal em uma maligna abrange
varias etapas, envolvendo pelo menos de quatro a sete alteragdes genéticas. As
principais anormalidades genéticas observadas no processo de carcinogénese incluem:
expressdo aumentada de proto-oncogenes (Nikiforov, 2008), inativacdo de genes
supressores de tumor, instabilidades genomica, alteracdo nos genes de reparo do DNA
(Pietsch et al., 2006; Hoeijmakers, 2001), reativacdo da enzima telomerase, imunidade
e quimio-resisténcia as drogas e alteracdes epigenéticas (Pietsch et al., 2006; Rountree
etal., 2001).

A associacdo entre os polimorfismos metabdlicos e a susceptibilidade ao cancer
gera uma nova area de abrangéngéncia na oncogenética, a epidemiologia molecular.
Os grandes avancos com o advento de tecnologias falicitam o entendimento da
etiologia, susceptibilidade e terapia. Essas conquistas poderdo trazer beneficios
importantes para o diagnostico precoce, tratamento ¢ qualidade de vida dos pacientes.
Além disso, o conhecimento do perfil polimorfico individual tem um potencial
consideravel na determinacdo de risco para o cancer, identificando grupos de

individuos e auxiliando no estabelecimento de politicas de prevencao.

1.3.1. Polimorfismo das enzimas do metabolismo de xenobioticos

A maquinaria metabdlica dos agentes xenobioticos inclui dois processos: o de

ativacdo, mediado pelas enzimas oxidativas ou de Fase I, e o de detoxificagdo mediado
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pelas enzimas conjugadas ou de Fase II (Marques et al., 2006, Rybicki et al., 2006
Santiago et al., 2002; Sato et al., 2000; Matthias et al., 1998) [Figura 3]. Os individuos
que carregam a forma mais ativa de uma enzima relacionada com a ativacdo dos
carcinogenos ¢ os alelos menos eficientes das enzimas de detoxificagdo, apresentam

um maior risco para desenvolver cancer (Gonzalez et al., 1998).

‘ Xenobioticos ‘
‘ Fasel ‘ ‘ Modificagdo Quimica
‘ Fase I ‘ ‘ Conjugagéo
Fase III ‘ Bxportagéo
Excrecao

Figura 3. Sequéncia dos efeitos biologicos nas reagdes de biotransformagdes dos xenobidticos.

O estudo de variagdes individuais na capacidade de metabolizagdo de
xenobidticos ja identificou inimeros polimorfismos genéticos, sendo a maioria destes
de relevancia clinica (Leichsenring, 2005; Rossit & Conforti-Froes, 2000). Os
polimorfismos metabdlicos que tém sido associados de forma mais consistente ao
aumento do risco de cancer incluem as enzimas da superfamilia citocromo P450
(CYP450), as glutationa S-transferase (GST) e as N-acetiltransferase (NAT)
(Guembarovski 2007; Leichsenring 2005; Jong et al., 2002).

A maioria dos agentes carcinogénicos requer ativacdo metabdlica antes de se
ligarem as biomoléculas (DNA, RNA e proteinas) e as variagdes nos processos de
ativacdo ¢ detoxificagdo de compostos quimicos desempenham papel crucial na
tumorigénese ambiental (Nair & Pillai 2005; Nakajima et al., 2001, Rossit & Conforti-
Froes, 2001). Assim, varios polimorfismos de genes responsaveis pela codificacao de

enzimas envolvidas na biotransformag¢do de carcindgenos também se relacionam com
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o desenvolvimento do cancer. Entre os fatores envolvidos com a carcinogénese tém-se
caracteristicas genéticas relacionadas com o género, idade e sindromes de

susceptibilidade familiar ao cancer (Silva Janior, 2008).

1.3.1.1. Citocromo P450 (CYP1A1)

A superfamilia de genes do CYP450 codifica numerosas enzimas que catalisam
varias reacdes quimicas e metabolizam vdarios substratos exogenos e enddgenos
(Bufalo, 2007). Presume-se que no genoma humano existam em torno de 60 a 100
genes codificadores de enzimas CYP450, muitos deles envolvidos na codifica¢do das
enzimas que metabolizam compostos exdgenos (Conforti, 2004).

Os substratos para CYP450 incluem: vitaminas, esterdides, acidos graxos,
prostaglandinas, aminas, carcindgenos ambientais, antioxidantes, solventes,
anestésicos, corantes, pesticidas, derivados do petréleo, alcoois, entre outros (Conforti,
2004; Guengerich, 2000). Tais reacdes metabodlicas ocorrem principalmente no figado,
podendo ocorrer também por todo o organismo incluindo intestino, pulmao, cérebro e

rim, entre outros (Silva Junior 2008; Bufalo et al., 2006; Yun et al., 1998) [Figura 4].

Xenobidtico  CYP1A1
Defeitos na diferenciagéo terminal

o Defeitc:f no controle de crescimento
Inativag do Heterogensidzds

- T Alteraghes T e, Expansdo Alteragdes
y H‘tl“agﬁ - Y Clonal Gendticas G
|

Excregdo

Gené‘tic:aslr _
| —> | | —> —>
Il\._\ L g 4 I‘\\\ / A

\"- e s a-'f‘

" Iniciag do promogéio Progressdo

Inibigdo
. : lesdo

célnia célnla tumor

normal iniciada pré-neopldsica maligno

Ativagéo de proto-oncogenes
Inativagéo de genes supressores

Manifestagdo Clinica

Figura 4. Mecanismo da carcinogénese (Adaptado de Ribeiro et al., 2003).

As enzimas de CYP450 encontram-se presentes em animais, plantas, fungos e
bactérias, sendo sua nomenclatura definida em 1993, no sentido de padronizar os
nomes até entdo descobertos (Ingelman-Sundberg, 2001). E estdo divididas em

familias denominadas: CYP1, CYP2 e CYP3 com base em sua relacdo evolutiva,
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similaridade de sequéncia de nucleotideos e de aminoacidos. As frequéncias das
variantes alélicas da superfamilia CYP450 diferem entre as etnias e, at¢ 0 momento, as
que parecem mais relevantes para a carcinogénese sdo as que envolvem os genes
CYPIAI, CYP2EI e CYP2D6 (Guembarovski, 2007).

O gene CYPIAI, localizado no brago longo do cromossomo 15 (15q22-24)
(Cascorbi et al., 1996) codifica a isoforma CYPIAI, que catalisa a oxidacao de
Hidrocarbonetos Policiclicos Aromaticos (HPAs) em produtos fenoliticos e epdxidos
(Gonzélez, 1998). A inducdo de CYPIAI ocorre via ligagdo do composto indutor ao
receptor aril-hidrocarbono (Ah) (Dalton ef al., 2000), que ativa a transcri¢do de genes
que codificam proteinas envolvidas na metabolizagdao de xenobiodticos. A bioativacao
de genes por varios HPAs ¢ iniciada pela estimulag¢do do receptor de Ah e este ativa a
transcricdo do CYPIAI, epoxido hidrolase e outras enzimas (Bufalo et al., 2006;
Masson et al., 2005; Autrup, 2000; Hayashi ef al., 1991).

Quatro variantes foram descritas para o gene CYPIAI . Uma envolvendo a
substitui¢do de T3801C na extremidade 3’ do gene (CYPIAIml) resultando na
formagao de uma variante para o sitio de restricdo (Mspl) [Xing et al., 2003; Duell et
al., 2002; Song et al., 2001]; uma outra mutagdo gera a substituicdo de A2455G
(CYPI1A1m2) promovendo a troca de Ile462Val na regido heme do éxon 7 (Hayashi et
al., 1991); uma mudanca de aminoicido (Thr461Asn) gera a variante C2453A
(CYP1A4Im4) e uma substitui¢do especifica em T3205C (CYPIAIm3) no intron 7 gera
uma outra variante (Vineis et al., 2004) [Figura 5]. A existéncia de diversas variantes
jé& detectadas em CYPI1AI ressalta a necessidade de verificagao dos varios haplotipos,
decorrentes das varias combinagdes e do possivel impacto em que cada um deles

atuam como moduladores da susceptibilidade ao cancer (Ferreira & Rocha, 2004).
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Figura 5. Estrutura atribuida ao gene CYP450 [adaptado de Silva Junior, 2008].
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O polimorfismo CYPIAIml originam os genétipos T/T, que representa o
homozigoto selvagem, ndo portador do sitio de restricdo Mspl e os gendtipos T/C e
C/C, respectivamente, o heterozigoto e homozigoto mutante, em que o sitio de
restricdo encontra-se presente na terminagdo 3’ (Conforti 2004, Duell et al., 2002).
Enquanto, o polimorfismo de CYPIAIm2 apresenta como genotipo homozigoto
mutante G/G (Val/Val), homozigoto selvagem A/A (Ile/Ile) e ao gendtipo heterozigoto
A/G (Ile/Val) [Duell et al., 2002].

Os genotipos mutantes resultantes do polimorfismo do gene CYPIAI (ml e
mZ2) levam a um aumento da atividade catalitica da enzima, podendo conferir uma
susceptibilidade aumentada ao cancer por promover uma maior ativacdo de pro-
carcindgenos, como o benzopireno, na fase I da biotransformacao (Vineis et al., 2004;
Guembarovski, 2007). Os alelos CYPIAImI ¢ CYP1AIm?2 foram correlacionados a um
aumento na susceptibilidade ao cancer de pulmao em populagdo japonesa (Song et al.,
2001), porém tal associagdo ndo foi verificada em populagdes caucasodides ou afro-
americanas (Hirvonen et al., 1992). Esses achados nao foram confirmados em estudos
com caucasodides, provavelmente porque a prevaléncia dos alelos CYPIAImI e
CYPIAIm2 é muito baixa nesta populacdo. No Brasil, um aumento no risco do cancer
de pulmao foi significativamente associado a preseng¢a do alelo m2 (Song ef al., 2001).

Bufalo et al. (2006) demonstraram que o genodtipo homozigético selvagem de
CYPIAIml ¢ mais frequente tanto em nodulos tiroideanos quanto em carcinomas
papiliferos do que nos individuos-controle, sugerindo que a fumaca do cigarro e outros
metabolitos dependentes da ativagdo de CYPIAI nao estdo implicados no risco para a
formacgdo de bocio nem no processo da malignidade tiroideana. Esta observagdo vai de
encontro a outros estudos epidemiologicos que ndo foram capazes de associar a
fumaca do cigarro com o cancer tiroideano, ¢ a dados que mostram um risco relativo

baixo de cancer de tirdide entre fumantes.

1.3.1.2. Sistema glutationa S-transferase

Considerada a principal enzima detoxificante da fase II, a GST desempenha um
papel fisioldgico na iniciacdo da detoxificagdo de potenciais agentes alquilantes,
incluindo xenobiodticos toxicos e produtos reativos de processos intracelulares, como a
peroxidagdo de lipidios. As GSTs formam uma familia multigénica subdivididas com
base em seu ponto isoelétrico e na sequéncia de aminodcidos: a, p, e 6. Cada uma

contendo produtos de diferentes locus génicos (Silva Junior, 2008; Duarte, 2005).
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A familia destas enzimas ¢ composta por proteinas diméricas soluveis e
multifuncionais, que podem se conjugar a moléculas eletrofilicas tornando-as menos
toxicas. Sua maior concentragdo ¢ observada no figado, contudo, ¢ encontrada também
em outros 6rgdos, como pulmdes e intestino delgado (Silva Junior, 2008).

A classe p, possui pelo menos 5 genes distintos para GSTM, os quais foram
clonados e seqiienciados: GSTM1, GSTM2, GSTM3, GSTM4 e GSTMS5. Todos os
genes foram mapeados no brago curto do cromossomo 1. Dentre os genes desta familia
encontra-se o GSTMI, situado no locus 1pl3.1, que é polimédrfico possuindo dois
alelos funcionais (GSTM1*4 e GSTM1*B) e eficientes na atividade metabolica.

A proteina GSTMI1A contém uma lisina na posi¢ao 172, enquanto a proteina
GSTMI1B contém asparagina na mesma posi¢do. O gene GSTM pode apresentar um
polimorfismo genético caracterizado pela delecdo total [Figura 6], resultando no
gendtipo homozigoto nulo GSTM1*0 (nulo 0/0), caracterizando um individuo sem

atividade enzimatica (Arruda ef al., 1998).

4 \
\

5 — G — (e
=[ ]=[ J - - R
/, / \ \\ \\\\

-
s
-
-
’

4 ~ ~

”
Alelo selvagem - . A N -

M= — S

Figura 6. Desenho esquematico mostrando as posi¢des dos genes da classe Mu de GS7, no cromossomo

1, e a representacdo do alelo selvagem ¢ mutante do gene GSTM . Adaptado de Silva Jr (2008).

A classe 0 consiste em 2 genes, GSTT1 e GSTT2, localizados no cromossomo
22q11.2 e separados por aproximadamente SOKb. Ambos os genes possuem 5 éxons
com divisdes idénticas de intro/éxon, mas seus produtos protéicos possuem apenas
55% da identidade nos aminodcidos que compde suas estruturas primarias. Andlises
reveleram 2 regides flanqueadoras (HA3 e HAS) contendo repeticdes idénticas de
403pb, que foram identificadas como regides delecdo/jungdo do gendtipo nulo
(Sprenger et al., 2000) [Figura 7]. Estudos demonstram que 20 a 60% dos individuos

ndo expressam esta enzima, devido a delecdo génica (Bufalo ez al., 2006).
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Figura 7. Desenho esquematico mostrando as posi¢cdes dos genes da classe Teta de GST, no
cromossomo 22, e a representacao do alelo selvagem e mutante do gene GSTT1. Adaptado de Silva Jr
(2008).

O gene GSTT1I, assim como o gene GSTM1 apresenta polimorfismo genético,
caracterizado pela delecao total do gene (genotipo GSTT1 nulo ou 0/0), resultando na
falta das proteinas ativas. A delecdo em homozigose do gene GSTM1 ¢ observada em
frequéncias que variam de 20 a 70% nas diferentes populacdes, enquanto que para o
gene GSTTI esta variagdo ¢ de 11 a 38% (Arruda et al., 1998).

Os compostos GST-conjugados sdo geralmente hidrofilicos e atdxicos e,
portanto, sdo facilmente excretados (Duarte, 2005). Como as enzimas codificadas por
esses genes realizam um importante passo na detoxificagdo de xenobioticos, torna-se
claro que a auséncia de sua atividade pode levar a um aumento na toxicidade e na
susceptibilidade ao desenvolvimento de tumores malignos (Cascorbi, 1996). O
polimorfismo de genes que codificam enzimas responsaveis pelo metabolismo de
carcindgenos, como as do sistema da GST estdo relacionadas com o desenvolvimento
de varios tipos de cancer.

Existem varias evidéncias de que a auséncia de uma ou mais formas de GS7 ou
variantes alélicas que expressam diferentes combinacdes de heranga étnica destas
enzimas sdo mais susceptiveis ao estress quimico (Matthias et al., 1998). Genotipos
GSTMI1/T1 nulos estdo associados a um aumento de risco de cancer de bexiga, pulmao
e de cabega e pescogo (Marques et al., 2006; Sato et al., 2000; Matthias et al., 1998),
assim como outros tipos de canceres, pois a auséncia destas enzimas poderia reduzir a
capacidade do organismo de detoxificar metabolitos reativos.

Gongalves et al. (2009) demonstraram que a presenga ou delecdo dos genes
GST (GSTTI e GSTM1) nao sao bom fatores prognosticos para CPT. Siraj et al. (2008)
associaram um risco aumentado no desenvolvimento de CPT para gendtipo GSTT1

nulo, e que o gendtipo GSTMI nulo apresentou um efeito protetor. Enquanto que,
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quando ambos os geno6tipos GSTMI1/T1 estdo nulos, o risco na carcinogénese
tiroideana ¢ aumentado em dobro, mas nao para DAIT (Bufalo et al., 2006). No
entanto, dados relativos ao perfil das GSTs em pacientes com patologias tiroideanas

sd0 escassos na literatura.

1.3.2. Polimorfismo do Gene TP53 no cédon 72 do éxon 4 (TP53")

O gene TP353 estd localizado no brago curto do cromossomo 17 (17p13.1) e
codifica uma proteina nuclear de 53.000 Daltons. O gene ¢ responsavel pela sintese de
uma fosfoproteina chamada proteina p53. Esta proteina controla o ciclo celular,
durante a fase G1, retardando o processo de divisao celular, para que haja o reparo do
DNA ou impedindo a divisado celular por indugdo da apoptose (Oliveira, 2005).

O gene TP53 ¢ um importante supressor de tumor, que aumenta a longevidade
celular e inibe o desenvolvimento de cancer. As mutagdes envolvendo o gene TP53
sdo eventos genéticos frequentemente observados em varios tipos de canceres. Os
clones mutados em 7P53 permitem o aumento de uma populagdo celular com maior
instabilidade genética (Oliveira, 2005). Além das mutacdes no gene 7P53, o
polimorfismo da proteina codificada por este gene também ¢ relatado como evento
genético associado ao desenvolvimento do cancer (Bond et al., 2007).

O polimorfismo localizado no cddon 72 do éxon 4 deste gene ¢ identificado
como um SNP, ou seja, as variagdes na sequéncia de DNA estdo associadas com
alteracdes de apenas uma base nitrogenada, levando as alteracdes estruturais da
proteina p53. O SNP acarreta mudanga na sequéncia de aminoacidos da proteina p53,
resultando na presenca de duas variantes para o residuo 72 na populagdo. O cddon 72
do éxon 4 pode codificar um aminoacido arginina (Arg) ou uma prolina (Pro) (Ribeiro
JR & Safatle-Ribeiro, 2006). O polimorfismo do coédon 72 do gene TP53 ¢
consequentemente a substituicdo de uma Citosina (C) por uma Guanina (G) em uma
regido rica em prolina no dominio de ligagdo SH3. A transversdo ¢ suficiente para
modificar o aminodcido determinado pelo cddon, sendo que a trinca de nucleotideos
CCC codifica para o residuo de prolina (Pro) e CGC para o residuo de arginina (Arg).
Desta forma, dois alelos p53 estdo naturalmente presentes nas populagdes humanas, o
p3534rg e o p53Pro. Consequentemente, SNP de 7P537 originam os genotipos p53
Arg Arg, p53 Arg Proe p53Pro Pro nas populagdes (Buyru ef al,. 2003).

Como a proteina p53 tem um papel destacado na regulacdo de varias rotas

metabolicas dentro do ciclo celular, na percep¢do do dano ao DNA e na ativagdo da
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apoptose (Vazquez et al., 2008), o polimorfismo do gene 7P53, no codon 72, ganhou
uma importancia fundamental no estudo do desempenho fisiologico das duas variantes
protéicas (p53A4rg e p53Pro). Neste contexto, a determinacdo do polimorfismo do gene
TP53 passou a ser alvo de varios estudos, com o intuito de se definir qual perfil alélico
e/ou genotipico ofereceria maior contribui¢do para o risco no desenvolvimento de
varios tumores humanos (Donehower, 2005).

No entanto, o papel deste polimorfismo ainda ¢ controverso em varios tumores,
sendo que muitos estudos apontam ora a presenga de prolina, ora da arginina como um
fator de risco significante (Bergamaschi et al., 2003). Adicionalmente, este
polimorfismo tem sido relatado como potencial fator de risco para canceres como:
cérvice uterina, mama, pulmao, e cabega e pescoco, inclusive os tumores tiroideanos
(Aral et al, 2007; Rogounovitch et al, 2006; Granja et al., 2004). O papel do
polimorfismo do gene 7P53 no prognéstico dos carcinomas tireoideanos ainda ¢
conflitante. Rogounovitch et al. (2006) sugerem que a combinagao diferente do alelo
p53 Arg/Arg pode contribuir para o risco de desenvolvimento de CPT em individuos
expostos a radiacdo durante a infancia e adolescéncia. Enquanto, Granja et al. (2004) e
Boltze et al. (2002) demonstraram que individuos com genétipo p53 Pro Pro tém uma
maior chance de desenvolverem cancer de tirdide.

A defini¢do do real papel do polimorfismo do cédon 72 no gene supressor de
tumor 7P53 e dos genes do metabolismo de xenobidticos na susceptibilidade
individual ao cancer de tirdide necessita maior elucidagdo. Intimeros polimorfismos
téem sido investigados com o objetivo de se delinearem modelos poligenéticos da
susceptibilidade ao cancer. Tais modelos sdo particularmente interessantes para o
cancer de tirdide. Variagdes inter-individuais na susceptibilidade a tiroidopatias
poderdo num futuro préximo, conduzir a novas perspectivas para o diagnostico
precoce, progndstico e tratamentos, determinando quais pacientes com nddulos

tiroideanos se beneficiardo do conhecimento de seu perfil genético.
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2. Justificativa

A analise da predisposi¢do genética vinculada aos fatores ambientais favorece
o entendimento na patogénese das doencas complexas, incluindo as tiroidopatias. O
principio basico dos marcadores de susceptibilidade reside na diferenga interindividual
que confere graus de sensibilidade as doengas induzidas pelo ambiente. Esses
marcadores podem incluir caracteristicas genéticas, diferencas no metabolismo ou na
capacidade diferencial de um 6rgdo de se recuperar de agressdes ambientais (Bufalo,

2007).

Os polimorfismos genéticos podem influenciar no risco para o
desenvolvimento de nodulos tiroideanos, sugerindo que a patogénese de tumores
tiroideanos pode ser devida a exposi¢do continua aos fatores ambientais vinculadas a
susceptibilidade genética. Um perfil genotipico para genes relacionados a
susceptibilidade nas tiroidopatias podera selecionar grupos que poderiam se beneficiar

de medidas preventivas e/ou de intervengdes diagnodsticas e terapéuticas.

39

Tese de Doutorado em Biologia Celular e Molecular — Instituto de Ciéncias Biologicas — Universidade Federal de Goias



3. Objetivos




Estudo da associacdo do polimorfismo genético em carcinomas da tiréide

Angela Adamski da Silva Reis

3. Objetivos

3.1. Objetivo Geral

Analisar a associagdo entre o polimorfismo de CYPIAImlI, CYPIAIm2,
GSTM1, GSTTI ¢ TP53"* em pacientes atendidos no Servigo de Cabega e Pescogo do
Hospital Araujo Jorge da Asscoiacdo de Combate ao Cancer em Goias (HAJ/ACCG)

com tiroidopatia comparados ao grupo controle.

3.2. Objetivos Especificos

e Analisar a associacdo das variantes CYPIAIml e CYPIAIm2 na
susceptibilidade ao cancer de tiroide;

e Analisar a associacao dos genes GSTM1 e GSTT1 na susceptibilidade ao cancer
de tirdide;

e Analisar o polimorfismo no cédon 72 do gene TP53 na susceptibilidade ao
cancer de tiroide;

e Realizar uma meta-analise com dados de artigos publicados entre 2000 e 2009

e os do presente estudo sobre o polimorfismo de 7P53 em cancer de tirdide.
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4. Pacientes e Métodos

4.1. Polimorfismo dos genes relacionados ao metabolismo e detoxicificacio de
xenobioticos e do gene supressor de tumor TP53’? na susceptibilidade aos
carcinomas tiroideanos

Para estabelecer os perfis alélicos de CYPIAImI, CYPIAIm2, GSTMI, GSTTI
e TP53 o grupo amostral foi constituido por 256 individuos no total, sendo os grupos
classificados em caso e controle. O grupo caso foi constituido de 122 pacientes
atendidos no Servigo de Cabeca e Pescoco do HAJ/ACCG, destes 35 apresentaram
nédulos neoplasicos malignos (NNM), 20 nodulos neoplésicos benignos (NNB) e 67
nédulos ndo neopléasicos (NNN). O grupo controle foi constituido de 134 individuos
que ndo possuiam nenhuma suspeita de cancer nas vias aerodigestivas superiores ou
patologias de ordem endocrina associadas a glandula tiroide. Estes foram selecionados
aleatoriamente no banco de amostras do Nucleo de Pesquisas Replicon (NPR). A
participagdo individual no presente estudo teve carater voluntario para ambos, casos ¢
controles, na qual a participacao foi voluntaria, tendo como critério de inclusdo a idade
minima de 15 anos. Para a realizacdo do presente estudo obteve-se o parecer favoravel
do CEP/ACCG [Anexo 1].

Foram coletados 10mL de sangue periférico com anticoagulante, colhidos em
tubos conicos graduados de 12mL, sendo posteriormente processados a 5.000 x g
durante 30 minutos. A partir dessa etapa, o anel leucocitario foi aspirado e armazenado
em criotubos, preservados a -20°C, para posterior analise. No grupo caso, as amostras
de sangue periférico foram coletadas anteriormente ao tratamento.

A extracdo e purificacdo de DNA das amostras obtidas foram executadas com
uso do kit de extragio Wizard” Genomic DNA Purifications Kit (Promega
Corporation, EUA), de acordo com o protocolo sugerido pelo fabricante. As amostras
extraidas foram rotuladas e armazenadas a -20°C. Posteriormente a purificagdo do
material genomico, as amostras foram previamente quantificadas por
espectrofotometria GeneQuant®(GE Healthcare, EUA) em diluigdo 1/10 (1uL amostra
/ 10 uL Agua Milli-Q Estéril) e em seguida as mesmas foram utilizadas nas Reagdes

em Cadeia da Polimerase (PCR, do inglés Polymerase Chain Reaction).
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4.1.1. Genotipagem das variantes CYP1A1ml e CYP1A1m2.

Para a analise dos gendtipos de CYPIAIml e CYPIAIm?2 foram utilizados os
primers descritos na Tabela 2 e as condi¢cdes da Reagdo em Cadeia da Polimerase -
Polimorfismo de Comprimento dos Fragmentos de Restrigdo Enzimatica (PCR-RFLP,
do inglés Polymerase Chain Reaction-Restriction Length Fragment Polymorphisms)

sugerido por Song et al. (2001), com adaptacoes (Tabela 3).

Tabela 2. Caracteristicas gerais dos primers utilizados para a genotipagem de CYPIAImlI e

CYPIAIm?2 nos grupos caso ¢ controle.

Primers Seqiiéncia T.M.

CYPIAImI F: 5> AGTGAAGAGGTGTAGCCGCT 3 340 pb

R: ’TAGGAGTCTTGTCTCATGCCT 3’
F: 5> ACCCGTTGCAGCAGCATAGCC 3’

CYPIAIm2 ¢, & CTGTCTCCCTCTGGTTACAGGAAG 3 204 PP

T.M. = Tamanho Molecular.

Tabela 3. Protocolo de termociclagem para a genotipagem de CYPIAmlI e CYPIAIm2.

Etapas CYP1A1 ml Temperatura (°C) Tempo (min.) Ciclos

Desnaturac¢ao inicial 94 5 1
Desnaturagao ciclica 94 1
Anelamento 61 | 30
Extensdo ciclica 72 1
Extensdo final 72 5 1
Armazenamento 4 00 o0

Etapas CYP1A1m2 Temperatura (°C) Tempo (min.) Ciclos

Desnaturac¢ao inicial 94 5 1
Desnaturagao ciclica 94 1
Anelamento 55 1 35
Extensao ciclica 72 1
Extensdo final 72 5 1
Armazenamento 4 00 )

Todas as 256 amostras foram submetidas a PCR em 50uL de reacdo, contendo
aproximadamente 100ng de DNA das amostras previamente quantificadas, 0,8 nmoles
de cada primer, 1X PCR Buffer (SmM de KCl, 1mM de Tris-HCI), 4,0 mM de MgCl,,
0,10 mM de cada dNTP e 1.5U Taq DNA polimerase platinum® (Invitrogen Life

Technologies, EUA). Para a analise da amplificacdo dos fragmentos de 340pb
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(CYP1AImI), 10uL do produto de PCR com adigao de 3uL de tampao de corrida
(0,05% de azul de bromofenol e xileno cianol, 95% de formamida) foram submetidos a
eletroforese em gel de agarose a 2.0 % em TBE 1X, mediante aplica¢do de um campo
elétrico constante de 10 V/cm por 2 horas. Posteriormente, o gel foi submerso em TBE
1X contendo Sul./ml de Brometo de Etideo (EtBr) por aproximadamente 15 minutos e
em seguida as imagens foram capturadas em sistema de video-documentagao
ImageMasterVDS® (Amersham Pharmacia Biotech, EUA).

Para a anélise dos alelos de CYP1AIml os fragmentos que apresentaram 340pb
foram submetidos a técnica de PCR-RFLP utilizando-se a enzima de restricdo Mspl
(Fermentas UAB, Lituania). Na reagdo foram utilizados 32ul. de solugdo, que
continham agua Mili-Q Estéril, 1X de tampdo da enzima, 1U de Mspl, e 10uL de
amplicon. Posteriormente, as amostras foram submetidas a digestdo enzimatica por
12h a 37°C. Para a visualizagdo dos fragmentos digeridos utilizou-se as mesmas
condicoes de eletroforese anteriormente descritas.

O conjunto de primers para CYPIAIml amplifica um fragmento de 340pb
referente ao gendtipo homozigoto selvagem T/T, o qual contém um sitio de restri¢ao
para a Mspl. Conseqiientemente, apds a digestdo enzimatica apenas uma banda de
340pb foi observada. O genotipo homozigoto C/C possui sitio para a enzima de
restricdo em ambos os alelos, gerando dois fragmentos de 200pb e 140pb. O gendtipo
heterozigoto T/C apresenta trés bandas de 340, 200 e 140pb, correspondente aos dois
alelos (Figura 8).

Figura 8. Gel de agarose a 2,0 % indicando o resultado da genotipagem da variante CYPIAImlI. Al:

homozigoto T/T; A2: homozigoto C/C; A3: heterozigotos T/C e C-: controle negativo.
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Para a analise de CYPIAIm2, as 256 amostras foram submetidas a PCR em
50uL de reagdo, contendo aproximadamente 100ng de DNA das amostras previamente
quantificadas, 0,8 nmoles de cada primer (Tabela 2), 1X PCR Buffer (5mM de KCI,
ImM de Tris-HCI), 2,5 mM de MgCl,, 0,10 mM de cada dNTP e 1.5U Taq DNA
polimerase platinum® (Invitrogen Life Technologies, EUA). Para a analise da
amplificacao dos fragmentos de 204pb (CYPIAIm?2), 10uL do produto de PCR com
adi¢do de 3uL de tampdo de corrida (0,05% de azul de bromofenol e xileno cianol,
95% de formamida) foram submetidos a eletroforese em gel de poliacrilamida a 8,0 %
em TBE 1X, mediante aplicacdo de um campo elétrico constante de 10 V/cm por 4
horas. Posteriormente, o gel foi submerso em TBE 1X contendo Sul/ml de Brometo
de Etideo (EtBr) por aproximadamente 15 minutos e em seguida as imagens foram
capturadas em sistema de video-documentagdo ImageMasterVDS® (Amersham
Pharmacia Biotech, EUA).

O conjunto de primers para CYPIAIm2 amplifica um fragmento de 204pb
referente ao genotipo homozigoto selvagem 149 e 55 pb. O polimorfismo de
CYPI1A1m2 apresenta como genotipo homozigoto mutante G/G (Val/Val) o fragmento
esperado de 204 pb, o homozigoto selvagem A/A (Ile/lle) apresenta 149 ¢ 55pb e o
genotipo heterozigoto A/G (Ile/Val) apresenta fragmentos de 204, 149 e 55pb (Figura
9) [Duell et al., 2002].

C- C+ HM HL HS HS HS HS HS MM
T %

-

A e B II- L «— 200pb

149ph —» RN +—— 150 pb

8 «— 100pb

5% pb —»

«— 50pb

Figura 9. Gel em poliacrilamida a 8% corado por Brometo de Etideo (EtBr) demonstrando os genotipos
para CYPIAIm2, HS: homozigoto selvagem (149pb e 55pb), HM: homozigoto mutante (204pb) e HT:
gendtipo heterozigoto (204pb, 149pb e 55pb). MM: Marcador Molecular de 50pb.
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4.1.2. Analise do Sistema glutationa S-transferase

Para a analise das dele¢oes de GSTMI e GSTTI utilizou-se a técnica PCR-
convencional multiplex com a co-amplificacdo do gene RH92600, o qual amplifica
uma regido de microssatélite de 135pb localizado em 6ql3, usado como controle
interno da reagdo. Os primers utilizados e as condi¢des de PCR foram previamente

sugeridos por Abdel-Rahma et al. (1996), com adaptagdes (Tabela 4 ¢ 5).

Tabela 4. Caracteristicas gerais dos primers utilizados para a analise das dele¢des de GSTMI e

GSTTI nos grupos caso e controle.

Primers Seqiiéncia T.M.'

rH92600 T35 TCATATGCAAAACAGCTTCCC 3’ 135pb
R: 5 CTGGTCCTTCAAGCCTGTATG 3’

GSTMI F: 5>GAACTCCCTGAAAAGCTAAAGC3’ 215pb

R: 5> GTTGGGCTAAATATACGGTGG 3’

GSTTI F: 5 TTCCTTACTGGTCCTCACATCTC 3 480pb

R: 5> TCACCGGATCATGGCCAGCA 3’

'T.M. = Tamanho Molecular

Tabela 5. Protocolo de termociclagem para a analise das dele¢des de GSTMI e GSTTI nos

grupos caso e controle.

Etapas Temperatura (°C) Tempo (min.)  Ciclos
Desnaturacao inicial 94 5 1
Desnaturacéo ciclica 94 1

Anelamento 59 01:30 35
Extensao ciclica 72

Extensdo final 72 7 1

Armazenamento 4 o0 o0

O volume utilizado na PCR foi de 25uL, contendo aproximadamente 100ng de
DNA das amostras previamente quantificadas, 0,06 nmoles de cada primer (Tabela 5),
1X PCR Buffer (5 mM de KCIl, ImM de Tris-HCI), 2,5 mM de MgCl,, 0,10mM de
cada ANTP e 2.5U Taq DNA polimerase ® (Invitrogen Life Technologies, EUA).

Para a andlise da amplificacdo dos fragmentos de 135pb (RH92600), 215pb
(GSTM1) e 480pb (GSTTI), 10uL do produto de PCR com adicao de 3uL de tampao

de corrida (0,05% de azul de bromofenol e xileno cianol, 95% de formamida) foram
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submetidos a eletroforese em gel de agarose a 2.0 % em TBE 1X, mediante aplicagdao
de um campo elétrico constante de 10 V/cm por 2 horas. Posteriormente, o gel foi
submerso em TBE 1X contendo 5Sul/ml de Brometo de FEtideo (EtBr) por
aproximadamente 15 minutos e em seguida as imagens foram capturadas em sistema
de video-documentacio ImageMasterVDS® (Amersham Pharmacia Biotech, EUA).

Os fragmentos de 215pb e 480pb foram observados, respectivamente, nos
individuos GSTM1 e GSTT1 positivos. A auséncia da amplificacdo GSTMI (215pb) ou
GSTTI (480pb), na presenca do controle interno (RH92600 - 135pb), indicou os

respectivos genotipos nulos para cada gene, ou para ambos (Figura 10).

MM A1 A2 A3 A4 C+ C-

480pb

Figura 10. Gel em agarose 2.0% demonstrando os gendtipos GSTT1 (480pb) e GSTMI (215pb) e gendtipos
nulos. MM: Marcador molecular 50pb, Al: gendtipos GSTTI! ¢ GSTMI nulo, A2: GSTTI nulo e GSTM1
presente, A3: GSTTI presente e GSTM1I presente, A4: GSTTI nulo e GSTM1 presente, C+: Controle positivo
(GSTTI presente e GSTM1 presente) e C-: Controle negativo. Utilizou-se o primer RH92600 de 135 pb como

controle enddgeno da reagao.

4.1.3. Polimorfismo de TP53 "

Para a determinagdo do polimorfismo do gene TP53’°, todas as amostras
foram submetidas a rea¢do de PCR, para a obtencdo dos amplicons esperados, para tal
procedimento foram utilizados dois conjuntos de primers (Tabela 6): um para Arginina

(p53A4rg) e outro para Prolina (p53Pro), ambos presentes no codon 72 do gene TP53.
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Tabela 6. Caracteristicas gerais dos primers utilizados para a avaliagdo do polimorfismo de

TP537 nos grupos caso e controle.

Primers Seqiiéncia T.M.!

p534Arg F:5 TCC CCC TTC CCG TCC CAA ¥’ 141
R:5’CTG GTG CAG GGG CCA CGC 3’

p33Pro F:5 GCC AGA GGCTGCTCCCCC®
R: 5 CGT GCA AGT CACAGACIT ¥

'T.M. = Tamanho Molecular.

177

O volume final utilizado na PCR foi de 25ul, contendo aproximadamente
100ng de DNA das amostras previamente quantificadas, 0.15 nmoles de cada primer,
1X PCR Buffer (5§ mM de KCI, 1mM de Tris-HCI), 2.0 mM de MgCl,, 0.10mM de
cada ANTP e 1U Taq DNA polimerase Invitrogen®. Para a amplificacdo dos
fragmentos de p3534rg 141 pb e p53Pro 177 pb de TP537 foi utilizado o protocolo

sugerido de Sourvinos et al. (2001), com adaptagdes [Tabela 7].

Tabela 7. Protocolo de termociclagem para analise do polimorfismo de 7P53 arginina e

prolina.
Etapas Temperatura (°C) Tempo (min.) Ciclos
Desnaturacao inicial 94 5 1

Desnaturacgao ciclica 94 1
Anelamento 59 (Are) / 54 (Pro) 1 35

Extensdo ciclica 72 1
Extensado final 72 5 1
Armazenamento 4 00 00

Para a andlise dos amplicons, 10uL do produto de PCR com adi¢do de 3uL de
tampao de corrida (0,05% de azul de bromofenol e xileno cianol, 95% de formamida)
foram submetidos a eletroforese em gel de poliacrilamida a 8%, mediante aplicagdo de
um campo elétrico constante de 10V/cm por 3 horas. Posteriormente, o gel de
poliacrilamida a 8% foi corado pela técnica de Nitrato de Prata (AgNO3) [Anexo 2] e
em seguida as imagens foram capturadas digitalmente para analise da amplificacao

(Figura 11).
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Figura 11. Gel de poliacrilamida 8% com os amplicons dos alelos de p53: Arginina — 141pb e Prolina —
177pb. Ladder de 50pb (Ld) - Invitrogen®; Amostras 1 ao 4 (alelo arginina); 5 ao 8 (alelo heterozigoto
— p53 Arg/Pro); 9 e 10 (alelo prolina). Para a confirmagdo da reagdo, foram utilizados controles

positivos C (+) e controles negativos C (-).

4.1.3.1. Polimorfismo de TP53 "* ¢ associaciio por Meta-analise

A meta-analise ¢ um procedimento destinado a examinar, de modo simultaneo,
os resultados de vérias investigagdes sobre um mesmo topico. Esse tipo de estudo ¢
bastante utilizado nas areas médicas, pois, com o uso de numerosos dados, de diversos
trabalhos sobre um mesmo assunto, aumenta-se o nivel de confianga nas inferéncias
estatisticas, para varios fins. A meta-analise se justifica porque muitos estudos sobre
um determinado tema sdo concordantes, mas podem também apresentar discordancia,
fato que aumenta a necessidade de andlises conjuntas para que se possam gerar
conclusdes com maior seguranca (Silva, 2009).

Foi realizada uma pesquisa bibliografica no banco de dados SciELO (Scientific
Eletronic Library Online), da WoS (Web of Science) e da PubMed do NCBI (National
Center for Biotechnology Information, USA), entre os anos de 2000 a 2009,
combinando os unitermos T7P353, polymorphism, 72 codon e thyroid cancer. Os dados
do presente estudo e de outros quatro (4) artigos de determinacao de polimorfismo do
gene TP53” em carcinomas tiroideanos foram selecionados e utilizados para a
elaboragao da meta-analise.

No contexto das meta-analises, é importante avaliar a heterogeneidade entre os
estudos agrupados, pois a natureza distinta dos diferentes estudos, em termos de
delineamento e em relagdo aos métodos empregados em cada um ¢ o principal
obstaculo na combinacdo de resultados (DerSimonian & Laird, 1986). Assim, a

heterogeneidade pode ser de trés tipos: clinica, metodoldgica ou estatistica. Com o
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intuito de minimizar estes parametros, definem-se com alargada precisao os critérios
de inclusao e exclusao (Silva, 2009; Berwanger et al., 2007).

A heterogeneidade ¢ definida como a diversidade entre os estudos, podendo
interferir fortemente nos resultados. A diversidade entdo pode ser avaliada pelo teste
do %2 de heterogeneidade (Berwanger et al., 2007). Assim, as frequéncias genotipicas
de todos os artigos foram agrupadas em tabela tinica e a diversidade foi avaliada com o
emprego do teste do y2 de heterogeneidade em tabelas de contingéncia 2x2, para a
comparac¢do das diferentes Odds Ratios (ORs), com intervalo de confianca de 95%,
determinadas em seus respectivos estudos.

Neste contexto, a selecdo dos artigos seguiu os seguintes critérios de inclusdo e
exclusdo: (1) foram publicados no periodo de 2000 a 2009, (2) eram estudos do tipo
caso-controle e os casos genotipados apresentavam confirmagdo histologica para
cancer de tirdide e, finalmente, (3) utilizavam a PCR ou a PCR-RFLP para a
determinacdo do polimorfismo de TP53".

Desta forma, os seguintes dados foram coletados: local onde o estudo foi
realizado, ano da publicacdo, o tipo de carcinoma, numero totais e discriminados por
sexo para os pacientes e os controles, médias das idades de cada grupo e, finalmente, o
tipo de metodologia utilizada para a determinagdo do polimorfismo de TP53".

Aplicou-se o teste de efeito randomico de DerSimonian-Laird para todas as
possibilidades genotipicas: (1) RR x RP, (2) RR x PP e (3) RP x PP. Em seguida,
comparou-se, utilizando o mesmo teste, o gendtipo tipo-selvagem p53 Arg/Arg com a

juncao dos genotipos variantes pS3A4rg/Pro e p53 Pro/Pro, para todos os estudos.

4.2. Analise Estatistica

O estudo do polimorfismo genético associado a susceptibilidade ao cancer,
foram usados o teste exato de qui-quadrado (¥2) para examinar a homogeneidade entre
0s casos € os controles com relacao ao sexo e idade. O teste de Kruskal-Wallis (H) foi
usado para comparar a idade e o sexo entre os grupos. O Odds ratio (OR) e o
coeficiente de intervalo de 95% foram usados para indicar o risco que um determinado
genotipo possui em relagdo ao grupo controle. Todos os testes foram realizados com
p=0,05 como nivel de significancia. O teste de efeito randomico de DerSimonian-

Laird foi utilizado nos dados de meta-analise.
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5. Resultados e Discussao
5.1. Dados gerais

Na andlise do polimorfismo genético e susceptibilidade a carcinogénese
tireoidiana, a média de idade para os pacientes com tiroidopatia foi de 36,2 anos e para
o grupo controle de 44,4 anos. De acordo com o resultado do teste de y* (tabelas de
contingéncia 2X3), os intervalos de idade entre os grupos caso e controle apresentaram
diferengas estatisticamente significativa (X2=18,27; »<,0,001), indicando um maior
nimero de mulheres acometidas pelas doengas tireoidianas (x2=85,26; p<0,001)

[Tabela 8].

Tabela 8. Distribuigao dos dados socio-demograficos, quanto a idade e sexo, dos pacientes

caso e controle.

Caso Controle
Variaveis n (%) n (%) X2 GL P
Idade (anos)
<40 46 83 (61,9)
41 -60 61 47 (35,1) 18,27 2 <0,0001
> 60 15 4(3,0)
Sexo
Feminino 103 36(268)  gs26 1 <0,0001
Masculino 19 98 (73,2)
Total 122 (100,0) 134(100,0)

Corregdo de Yates: 82,95.
Quando os pacientes foram agrupados por tipo de nddulo, o teste Kruskal Wallis
(H) demonstrou que ndo houve diferenca estatisticamente significativa entre os grupos
caso e controle em relacdo aos intervalos de idade (H=3,04; p=0,38). No entanto, em
relacio ao sexo, os dados demonstraram novamente que houve diferenga
estatisticamente significativa, pois, como relatado anteriormente, o sexo feminino foi
predominante (Tabela 9).

Tabela 9. Distribuicdo dos dados socio-demograficos, quanto a idade e sexo dos pacientes

classificados com NNM, NNB e NNN e controle.

NNM NNB NNN Controle
Varidveis n (%) n (%) n (%) n (%) H GL p
Idade (anos)
<40 16 (45,7)  6(30,0) 24(358) 83(61,9)
41-60 14 (40,0)  14(70,0) 33 (49,3) 47 (35,1) 3,04 3 0,38
> 60 5(143) 00,00  10(149)  4(3,0)
Sexo T Z p
Feminino 27 (77,1) 17(85,0) 59(88,1) 36 (26.8)
Masculino  8(229) 3(150) 8(11.9) 98(732) 210 6,96 <0,0001
Total 35(100,0) 20 (100,0) 67 (100,0) 134 (100,0)
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A média das idades demonstra que had uma tendéncia a homogeneidade entre os
grupos quando se separa o grupo caso (122 pacientes) de acordo com o tipo de nddulo
tiroideano (neopldsico € ndo neopldsico). Em relacdo ao sexo observa-se uma
discrepancia quando se faz o pareamento entre os grupos caso e controle, visto que as
doengas tiroideanas sdo mais frequentes em mulheres, provavelmente devido a agdo

estrogénica (Siraj et al., 2008; Grimaldi et al., 2002).

Os pacientes do grupo caso NNM apresentaram 5,7% (2/35) de CFT, 5,7%
(2/35) CMT, 85,8% (30/35) CPT e 2,9% (1/35) Carcinoma de C¢lulas de Hurtle
(CCH). Dentre os pacientes com NNB, 55% (11/20) e 45% (9/20) apresentaram
adenoma folicular (AF) e adenoma de células de Hurtle (ACH), respectivamente. O
grupo NNN apresentou-se heterogéneo com 91% (61/67) de Bocio Coloide (BC),
tendo como classificacdo predominante bdcio coldide multinodular e bdcio coloide
nodular, 7,4% (5/67) apresentaram a DAIT mais comum TH e 1,5% (1/67)

apresentaram bocio adenomatoso (BA) [Figura 12].

100,0

90,0

80,0

70,0

CFT CMT CPT CCH BC TH BA AF ACH

Figura 12. Distribui¢do percentual dos tipos de nddulos presentes nos grupos caso NNM,

NNB e NNN. Legenda: CFT: Carcinoma Folicular da Tirdéide; CMT: Carcinoma Medular da Tir6ide; CPT: Carcinoma

Papilar da Tirdide; CCH: Carcinoma de Células de Hurtle; BC: Bocio Coloide; TH: Tiroidete de Hashimoto; BA: Boécio
Adenomatoso; AF: Adenoma Folicular e ACH: Adenoma de Células de Hurtle.

A incidéncia do nddulo tiroideano palpavel na populagdo geral, € cerca de 5 a
10% (Dean et al., 2008; Hegediis, 2004). Contudo, com o advento da ultra-sonografia,
observou-se um aumento da prevaléncia, demonstrando a alta capacidade mitogénica
deste tecido. Os nddulos sdo em sua grande maioria, lesdes benignas que incluem
bocio coldide e adenomas foliculares, enquanto uma pequena porgao corresponde aos

carcinomas (Matsuo et al., 2004). Os dados do presente estudo corroboram com a
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literatura e, portanto, para NNN e NNB, o maior percentual foi para bdcio coldide e
adenoma folicular, respectivamente. Os casos de NNM apresentaram o CPT como o

tipo histologico de maior prevaléncia.

5.2. Polimorfismo dos genes relacionados ao metabolismo e detoxicificacio de
xenobioticos na susceptibilidade aos carcinomas tiroideanos

Os genotipos de CYP1AImI e CYPIAIm?2 foram analisados nos 122 pacientes
(35 NNM, 20 NNB e 67 NNN) e 134 controles. As frequéncias alélicas do gene
CYP1AIml para os alelos T e C foram de 68,5% e 31,5% para os pacientes com NNM,
80% e 20% com NNB, 77,6% e 22,4% para NNN, 70,1% e 29,9% para o grupo
controle, respectivamente. Pelo Teste do x>, a diferenga alélica entre as popula¢des ndo
se mostrou significativa, tendo p = 0,17. A distribui¢do das respectivas frequéncias

encontra-se na Tabela 10.

Tabela 10. Distribuicdo das frequéncias alélicas da variante CYP1A41ml entre os grupos caso ¢

controle.
CYP1A1Im1 NNM NNB NNN  Controle X2 GL P
n(%) n%) n(%) n (%)
T 24 (68,5) 16(80,0) 52(77,6) 94 (70,1)
C 11 (31,5 4(20,0) 15(22,4) 40(29,9) 5 3 0,17

Total 35(100) 20(100) 67(100) 100

Foram observadas as frequéncias genotipicas de 48,5% (17/35), 65% (13/20),
61,2% (41/67) e 48,5% (65/134) de homozigotos T/T; 40,0% (14/35), 30,0% (6/20),
31,3% (21/67) e 43,2% (58/134) de heterozigotos T/C; 11,5% (4/35), 5% (1/20), 7,5%
(5/67) e 8,3% (11/134) de homozigotos C/C, em pacientes com NNM, NNB, NNN e
controles, respectivamente. Os dados relacionados a frequéncia genotipica encontram-
se distribuidos na Tabela 11 e demonstram que os mesmos nao apresentam diferenca
estatisticamente significativa.

Tabela 11. Distribuigdo das frequéncias genotipicas de CYPIAIml entre as populagdes caso ¢

controle.
NNM NNB NNN Controle
Genétipo  n (%) n (%) n (%) n (%) X> GL P
/T 17 (48,5)  13(65,0) 41(61,2)  65(48,5)
T/C 14 (40,0)  6(30,00 21(31,3)  58(432)
C/C 4(11,5) 1(5,0) 5(7.5) 1183 48 6 056

Total  35(100,0) 20 (100,0) 67 (100,0) 134 (100,0)
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Para verificar se a presenga dos gendtipos T/C e C/C podem ter relagdo com o
risco de tiroidopatia, foi aplicado o teste Odds Ratio (Tabela 12). A comparacdo das
frequéncias genotipicas obtidas entre os grupos NNM, NNB, NNN e controle indicou
auséncia de associacdo com a susceptibilidade a tiroidopatia benigna e maligna
p>0,05.

Tabela 12. Numero de individuos com ou sem genotipos considerados de risco e respectivas
Odds Ratio (OR), Intervalo de Confianca 95% (IC 95%) e valor de p para a variante

CYPIAImI nos grupos caso e controle.

NNN Controle
Genétipo GR* GNR" GR* GNR" OR IC 95% P
T/C 21 41 58 65 0.57  (0.30-1.082)  0.1172
C/C 5 41 11 65 0.72 (0.23-2.22) 0.7681
(T/C + C/C) 26 41 69 65 0.59 (0.32-1.08) 0.1215
NNB Controle
Genétipo GR* GNR" GR* GNR" OR IC 95% p
T/C 6 13 58 65 0.51 0.18-1.44 0.3067
C/C 1 13 11 65 0.45  0.0539-3.8326  0.7537
(T/C + C/C) 7 13 69 65 0.50  0.1905-13506  0.2558
NNM Controle
Genétipo GR* GNR" GR* GNR" OR IC 95% p
T/C 14 17 58 65 0.92 (0.41-2.03) 0.9979
C/C 4 17 11 65 1.39 (0.39-4.91) 0.8633
(T/C + C/C) 18 17 69 65 0.99 (0.47-2.09) 0.8547

a =GR - genodtipo considerado de risco; b = GNR - genotipo ndo considerado de risco

As frequéncias alélicas de CYPIAIm2 para os alelos A e G foram de 77,2% e
22,8% para os pacientes com NNM, 79,2% e 20,8% para NNN, 76,9% e 23,1% para o
grupo controle, respectivamente. O grupo NNB apresentou 100% de frequéncia alélica
para o alelo A (selvagem). Pelo teste do y*, a diferenca alélica entre as populagdes
mostrou-se significativa, tendo p = 0,0001. A distribui¢do das respectivas frequéncias

encontra-se na Tabela 13.

Tabela 13. Distribuicdo das frequéncias alélicas da variante CYP1A41m2 entre 0s grupos caso e

controle.
NNM NNB NNN )
CYP1A1m2 Controle n (%) X GL p

n(%) n(%) n(%)

A 27(77,2) 20(100) 53(79,2) 103 (76,9) 26.49 3 0.0001

G 8 (22.8) 0 14 (20,8) 31(23.1) ’ ’

Total 35(100) 20 (100) 67 (100) 134 (100)
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Foram observadas as frequéncias genotipicas de 65,7% (23/35), 100% (20/20),
65,6% (44/67) e 59,7% (80/134) de homozigotos A/A; 25,7% (9/35), 0% (0/20),
28,3% (19/67) e 36,5% (49/134) de heterozigotos A/G; 8,6% (3/35), 0% (0/20), 6,1%
(4/67) e 3,8% (5/134) de homozigotos G/G, em pacientes com NNM, NNB, NNN e
controles, respectivamente. Os dados relacionados a frequéncia genotipica encontram-
se distribuidos na Tabela 14 e demonstram que os mesmo apresentam diferenca

estatisticamente significativa, p<0,05.

Tabela 14. Distribui¢do das frequéncias genotipicas de CYPIAIm?2 entre as populagdes caso e

controle.
. NNM NNB NNN Controle
1
P n (%) n (%) n (%) n (%) v GL p
A/A 23(657)  20(100)  44(656)  80(59,7)
A/G 9 (25,7) 0 19(28,3)  49(36,5)
G/G 3 (8,6) 0 4(6,1) 5(3,8) 15,07 6 0,02

Total 35 (100,0) 20 (100,0) 67 (100,0) 134 (100,0)

Para verificar se a presenga dos gendtipos A/G e G/G possui relagdo com o
risco do desenvolvimento das doencas tiroideanas, foi aplicado o Odds Ratio (Tabela
15). As comparagdes das frequéncias obtidas demonstram auséncia de associagdo com
susceptibilidade ao desenvolvimento de noédulos tiroideanos benignos e malignos,

p>0,05.

Tabela 15. Numero de individuos com ou sem genotipos considerados de risco e respectivas
Odds Ratio (OR), Intervalo de Confianca 95% (IC 95%) e valor de p para a variante

CYPI1A1m?2 nos grupos caso e controle.

NNM Controle
Genotipo
GR* GNR" GR* GNR" OR  IC95% p
A/G 19 44 49 80 0.70  (0.36-1.34) 0.3661
G/G 4 44 5 80 145 (0.37-5.69) 0.8563
(A/G + G/G) 23 44 54 80 0.77 (0.42-1.42) 0.5049
NNN Controle
Genotipo
GR* GNR" GR* GNR" OR  IC95% p
A/G 9 23 49 80 0.63 (0.27-1.49) 0.4041
G/G 3 23 5 80 2.08 (0.46-9.39) 0.5874
(A/G + G/G) 12 23 54 80 0.77 (0.35-1.68)  0.6493

a =GR - gendtipo considerado de risco; b = GNR - gendtipo ndo considerado de risco
O gene CYPIAI codifica a enzima chave do metabolismo de carcinogenos,
considerada um marcador de susceptibilidade a varios tipos de canceres, especialmente

por estar envolvida com a biotransformacao de PAHs (Vineis et al., 2004). Os dados

57

Tese de Doutorado em Biologia Celular e Molecular — Instituto de Ciéncias Biologicas — Universidade Federal de Goias



Estudo da associacdo do polimorfismo genético em carcinomas da tiréide

Angela Adamski da Silva Reis

apresentados demonstram que o gendtipo homozigoto selvagem de CYPIAImI ¢
frequentes tanto nos nddulos tiroideanos neopldsicos € nao neoplasicos quanto no
grupo controle (x*=4,,83; p=0,56), sugerindo que metabdlitos dependentes da ativagio
de CYPIAIml nao estdo associados ao risco de desenvolvimento de nddulos
tiroideanos.

O estudo apresentado revela que nao foram encontradas associagdes
estatisticamente significativas da variante alélica e genotipica de CYPIAImlI com as
tiroidopatias. Enquanto que para a variante CYPIAIm2, observa-se que tanto as
frequéncias alélicas quanto as genotipicas apresentaram diferenga estatistica
significativa, tendo o valor de p=0,0001. Esse resultado pode ser explicado em virtude
de o grupo NNB ter apresentado a presenca em 100%, tanto dos alelos quanto do
gendtipo, o tipo selvagem. A andlise de OR revelou que ndo hé associagdo de risco
entre o desenvolvimento de nodulos neoplasicos malignos e ndo neoplasicos pela
presenca de gendtipo de risco de CYPIAIm?2 (p>0,05). No entanto, nao se exclui
completamente a possibilidade do gene CYPIAI exercer alguma influéncia no
desenvolvimento de nodulos tiroideanos, tendo em vista que haplétipos envolvendo os
diversos genes do biometabolismo podem contribuir de forma diferenciada para a
carcinogénese.

Bufalo et al., (2006) demonstraram uma associagdo inversa significante entre
CYPIAIml e o habito de fumar no risco para o desenvolvimento do cancer de tirdide.
Demonstrou-se que o alelo homozigoto selvagem de CYPIAImlI ¢ mais freqiiente
tanto em nddulos tiroidianos quanto em carcinomas papiliferos do que nos individuos-
controle, sugerindo que a fumaga do cigarro e outros metabolitos dependentes da
ativacao de CYPIAI ndo estdo implicados no risco para a formacdo de bocio nem no
processo da malignidade tiroideana. Para CYPIAIm2 os autores ndo encontraram
significancia estatistica quando comparado ao grupo controle com pacientes com
nddulos tiroideanos (p=0,8618).

Siraj et al., (2008) demonstraram que o nivel hormonal de estrogénio na
circulagdo ¢ afetado pela variabilidade genética e os polimorfismos genéticos
influenciam na produgdo de estrogeno que contribuem com a carcinogénese tiroideana,
em virtude da forte associacdo entre o homozigoto mutante (AA) de CYPIAIm4 com o
risco de desenvolver CPT (OR: 3.484; p<0,001). O estrogeno pode ser considerado um

dos fatores que poderiam influenciar o risco de cancer de tiréide. Este hormonio
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exerce efeitos pleiotropicos na ativagao dos linfocitos, na proliferacdo e na progressao
celular, como também na apoptose. Adicionalmente, dependendo dos niveis, o cortisol
pode suprimir ou estimular a fungdo imune, sendo sua modulagdo influente no risco de
cancer tiroideano (Siraj et al., 2008; Grimaldi ef al., 2002).

No entanto, o estrogeno pode também contribuir com as desordens auto-imunes
que ocorrem com grande frequéncia no sexo feminino (Grimaldi et al., 2002). Pani et
al., (2002) demonstraram que a susceptibilidade a doencas auto-imunes enddcrinas
(TH e DG) ¢ poligénica, outras variantes genéticas permitem a diferenciagdo da
predisposicdo com interagdo génica. Assim, o CYPIAI ndo ¢ excluido como um
candidato a susceptibilidade a DAIT (Bufalo et al., 2006).

Varios relatos na literatura sugerem que fatores inerentes ao proprio individuo,
incluindo os polimorfismos genéticos podem conferir diferencas individuais na
ocorréncia do cancer, como também a outras doencas complexas, como insuficiéncia
renal cronica, diabetes e doengas cardiacas (Tiwari et al., 2009; Manfredi et al., 2009;
Yalin et al., 2007; Pani et al, 2002). Estudos epidemiologicos t€ém demonstrado a
interagdo entre gendtipo e exposicdo a mutdgenos na susceptibilidade a doencas,
principalmente no cancer, tendo como principais genes afetados, os de resposta
inflamatoéria, os do metabolismo e os do controle do ciclo celular. A heranca de
polimorfismos de genes relacionados com a metabolizagdo e a detoxificagdo de
xenobidticos, assim como a heranga de genes relacionados com a vida e a morte
celular, desempenham um importante papel na susceptibilidade a doengas (Wiinsch
Filho & Zago, 2005).

Estudos envolvendo nddulos tiroideanos e sua associacdo ao polimorfismo de
CYPIAIml e CYPIAIm?2 sao escassos na literatura (Tabela 16). Devemos ressaltar
que CYPIAI ¢ apenas um dos varios genes envolvidos no metabolismo de
xenobioticos que atuam em diferentes substratos e sdo tecido-especificos. A relacao
entre o genotipo e o fendtipo originado de CYPIAIml e CYPIAIm?2 ainda ndo ¢é

suficientemente compreendida.
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Tabela 16. Polimorfismo dos genes relacionados com o metabolismo e detoxificacdo de

xenobidticos em doengas tiroideanas.

n Referéncia Local Genes Grupo amostral Método
1 Gongalves ef al., 2009 Brasil GSTM1 /GSTT1 66 CPT PCR
2 Hemandezetal,2008  Espanha GSTMI / GSTT1/GSTP1/ NAT 176 CDT PCR
167 Controles
223 CPT PCR/
3 Siraj et al., 2008 Arabia Saudita CYPI1A1/ GSTM1/GSTT1/GSTP1 PCR-
513 Controles RFLP
400 DG PCR/
4 Bufalo et al., 2008 Brasil GSTMI1/GSTT1/GSTP1/CYP1A1/P53 PCR-
574 Controles RFLP
5 Lemos et al., 2008 Portugal GSTMI1/GSTT1 188 CPT PCR
247Controles
6  Gongalves ef al., 2007 Brasil GSTMI/GSTT1 18 NNB PCR
14 CDT
67 bocios
PCR/
. CYPI1A1/ 13 AF
7 Bufaloetal, 2006 Brasil GSTMI1/GSTT1/GSTP1/GSTPO1/P53 PCR-
168 CDT RFLP
277 Controles
8 Stankov et al., 2006 Italia GSTM1/GSTT1 CCH PCR
201 CPT
9 Ho et al., 2006 EUA GSTM1/GSTTI 680 controles PCR
103 NNB
10 Rigual et al., 2005 EUA GSTM1/GSTTI 35 CPT baixo/alto risco ~ PCR
11 Gaspar et al., 2004 Portugal GSTM1 / GSTT1/GSTP1 Carcinomas tiroideanos ~ PCR
12 Hernandez et al., 2003 Espanha GSTM1 / GSTT1/GSTP1 134 CPT PCR
116 Controles
49 NNB
13 Morari et al., 2002 Brasil GSTMI1/GSTT1 67 CDT PCR
116 Bocios
209 DM Tipo I
14 Pani et al., 2002 Alemanha CYP1A1 92 DG PCR
106 TH

*CPT: Carcinoma Papilifero da Tiréide; CFT: Carcinoma Folicular da Tiréide; CDT: Carcinoma Diferenciado da Tiréide; DG: Doenga de Graves;
NNB: Nodulos Neoplsicos Benigno; AF: Adenoma Folicular; CCH: Carcinoma de Células de Hiirtle; DM Tipo I: Diabetes Melitus tipo 1 ¢ TH:
Tiroidite de Hashimoto.

Na andlise do sistema Glutationa S-transferase as frequéncias genotipicas
positivas observadas para os genes GSTM1 e GSTT! foram de 34,3% (12/35) e 62,9%
(22/35), 30% (6/20) e 5,0% (1/20), 20,9% (14/67) e 14,9% (10/67) para os pacientes
com NNM, NNB e NNN e de 54,9% (73/134) e 40,3% (54/134) para o grupo controle,
respectivamente. Para a avaliagdo dos genotipos GSTM1 (nulo) e GSTTI (nulo), foram
encontrados em NNM 65,7% (23/35) e 37,1% (13/35), em NNB 70% (14/20) ¢ 95%
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(19/20) e em NNN 79,1% (53/67) e 85,1% (57/67). O grupo controle apresentou os
valores 45,1% (61/134) e 59,7% (80/134). Pelo Teste do y’, a diferenca alélica entre as
populacdes mostrou-se significativa para o genotipo GSTMI (nulo), tendo p <0,0001
(x2 = 22,90; GL= 3). O mesmo foi observado para o genotipo GSTT1 (nulo), tendo p
<0,0001 (x2 = 33,72; GL= 3). A distribuicdo das respectivas frequéncias pode ser
visualizada na Tabela 17.

Tabela 17. Distribuicdo das frequéncias genotipicas para GSTM1 e GSTT! entre as populagdes

caso e controle.

NNM NNB NNN
Genétipo Controle X2 GL p
n (%) n (%) n (%) n(%)
GSTM1
Presente 12 (34,3) 6(30,0) 14(20,9) 73 (54,9)
Nulo 23 (65,7) 14 (70,00 53 (79,1) 61 (45,1) 22,9 3 <0,0001
Total 35 (100,0) 20(100,0) 67 (100,0) 134 (100,0)
GSTT1
Presente 22 (62,9) 1(5,0) 10 (14,9) 54 (40,3)
Nulo 13(37,1) 19(95,00) 57(85,1) 80 (59,7) 33,72 3 <0,0001

Total  35(100,0) 20 (100,0) 67(100,0) 134 (100,0)

O teste Odds Ratio foi aplicado para avaliar se a auséncia dos genétipos
GSTM1 e GSTTI estdo associadas ao risco de tiroidopatia (Tabela 18). Foram
observadas associagdes entre o risco relativo entre os genotipos considerados de risco
(GSTM1 e GSTTI nulos) e os gendtipos ditos selvagens (GSTM1 e GSTTI presente),
pois o valor de p<0,05. A andlise sugere que os pacientes que apresentam genotipos
considerados de risco (GSTMI e GSTTI nulos) possuem um a predisposi¢ao
aumentada para doenca tiroideana benigna do que para maligna. Assim, observa-se
que NNB apresenta um risco aumentado para a presenga de genotipo GSTT1 (nulo)
(OR=12,82; p=0,004) e NNN apresenta risco aumentado na presenca de ambos os
genotipos (GSTM1 e GSTTI nulos) avaliados, sendo para GSTM1 (OR=4,53; p<0,001)
e GSTTI (OR=3,84; p=0,0005), respectivamente.

As células utilizam um amplo espectro de enzimas para modificar carcindgenos
em potencial de diversas formas quimicas, incluindo a ligacdo de grupos acetil, acido
gluconico, glutationa e sulfato; muitas dessas modificagdes quimicas auxiliam na
detoxificagdo e eventual excrecdo de compostos potencialmente tdxicos, incluindo
mutagenos. Devido a heterogeneidade genética do conjunto de genes humanos, o nivel
de expressdo de muitas das enzimas responsaveis por essas reacdes de detoxifica¢do

pode variar muito em diferentes individuos (Weinberg, 2008).
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Tabela 18. Analise polimorfica de GSTM1 e GSTT1 e respectivas Odds Ratio (OR), Intervalo

de Confianca 95% (IC 95%) e valor de p nos grupos caso ¢ controle.

. NNM Controle
Genotipo b b
GR* GNR GR* GNR OR IC 95% p
GSTM1 23 12 61 73 2,29 (1,05 —4,98) 0,05
GSTT1 13 22 80 54 0,39 (0,18 — 0,85) 0,02
R NNB Controle
Genétipo T -
GR* GNR GR® GNR OR IC 95% p
GSTM1 14 6 61 73 2,79 (1,10-7,70) 0,07
GSTT1 19 1 80 54 12,82 (1,66 — 98,66) 0,004
.. NNN Controle
Genétipo ~ ~
GR* GNR GR® GNR OR IC 95% p
GSTM1 53 14 61 73 4,53 (2,29-8,94)  <0,0001
GSTTI 57 10 80 54 3,84 (1,80 —8,18) 0,0005

a =GR - genodtipo considerado de risco; b = GNR - genotipo ndo considerado de risco

Recentes estudos demonstram que os genotipos nulos de GSTMI e GSTTI,
separadamente ou combinados, sdo fatores genéticos de alto risco para o
desenvolvimento de tumores. O gendtipo GSTMI nulo ja foi associado ao
desenvolvimento de diversos tipos de canceres, como o de pulmao; bexiga; mama e de
cabega e pescoco (Rouissi et al., 2009; Zafereo et al., 2009; Bugano et al., 2008;). O
cancer de pulmao € o mais frequentemente associado a auséncia do gene GSTM I, por
este gene se relacionar com a detoxificagao de certos epdxidos dos HPAs encontrados
na fumaca do cigarro e em outros produtos de combustdo (Sreeea et al., 2008; Silva Jr,
2008; Wiinsch Filho & Zago, 2005).

O percentual nos resultados para os gendtipos nulos dos genes GSTMI e
GSTTI foi relativamente maior no grupo caso (NNM, NNB e NNN) quando
comparado com o grupo controle, sendo ¥*=22,9; p<0,0001 para GSTMI e x*=33,72;
p<0,0001 para GSTTI, respectivamente. Na andlise de risco sugere-se que oS
genotipos considerados de risco (GSTM1 e GSTTI nulos) podem ser susceptiveis ao
desenvolvimento de nddulos tiroideanos (p<0,05), em virtude do processo de
detoxificagdo apresentar-se reduzido.

Existem poucos estudos envolvendo os genotipos nulos GSTMI e GSTTI
associado ao risco de doengas benignas e malignas da tirdide (Tabela 16). De acordo
com Gongalves et al. (2009), Siraj et al. (2008), Gaspar et al. (2004) e Morari et al.
(2002) os individuos com genotipo nulos para os genes GSTM1 e GSTTI podem estar
associados ao aumento na susceptibilidade ao cancer de tiréide. Adicionalmente, Ho et

al., (2006) sugerem que a combinagdo dos polimorfismos de GSTM1, GSTTI e GSTP1
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promovem um aumento moderado ao carcinoma tiroideano, especialmente no CPT.
Contrariamente, Lemos et al (2008) e Hernandez et al. (2003) demonstraram em suas
analises, que GSTMI e GSTTI estdo fracamente envolvidos na susceptibilidade a
carcinogénese tiroideana. Nossos resultados demonstram que o gendtipo nulo de
GSTM1 possui uma tendéncia estatistica p=0,05 e risco de 2,79 vezes de desenvolver
cancer de tiroide.

Varios relatos na literatura sugerem que fatores inerentes ao proprio individuo,
incluindo os polimorfismos genéticos podem conferir diferencas individuais na
ocorréncia do cancer, como também a outras doencas complexas, como insuficiéncia
renal cronica, diabetes e doengas cardiacas (Tiwari et al., 2009; Manfredi et al., 2009;
Jarvis et al., 2009; Yalin et al., 2007; Pani et al., 2002). Estudos epidemiologicos tém
demonstrado a interagdo entre genotipo e exposicdo a mutadgenos na susceptibilidade a
doengas, principalmente no cancer, tendo como principais genes afetados, os de
resposta inflamatoéria, os do metabolismo e os do controle do ciclo celular. A heranga
de polimorfismos de genes relacionados com a metabolizagdo e a detoxificagdo de
xenobidticos, assim como a heranga de genes relacionados com a vida e a morte
celular, desempenham um importante papel na susceptibilidade a doengas (Wiinsch
Filho & Zago, 2005).

Andlises genotipicas podem trazer informagdes sobre as vias metabdlicas de
carcinogenos especificos. Entretanto, divergéncias sdo encontradas entre os diferentes

estudos que envolvem estes genes do biometabolismo.

5.3. Polimorfismo de TP53 2

As frequéncias alélicas de p53A4rg foram de 45,7%, 55%, 68,6% ¢ 71,6% para
NNM, NNB, NNN e grupo controle, respectivamente. Para o alelo p53Pro
verificaram-se as frequéncias de 54,3%, 45%, 31,4% e 28,4%, para NNM, NNB, NNN
e grupo controle, respectivamente. A distribuicdo das respectivas frequéncias encontra-

se na Tabela 19.

Tabela 19. Distribuicdo das frequéncias alélicas entre as populagdes de pacientes e controle.

NNM NNB NNN Controle
Alelo n (%) n (%) n (%) n(%) X* GL p
p53 Arg 16 (45,7) 11(55)  46(68,6) 96 (71,6)
p53 Pro 19 (54,3) 9 (45) 21(31,4) 38(284) 961 3 002
Total 35 (100) 20 (100) 67 (100) 134 (100)
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As frequéncias genotipicas encontradas pela analise dos dados em p53 foram:
17,14% (6/35), 35,0% (7/20), 46,3% (31/67) e 57,5% (77/134) para homozigotos
Arg/Arg, 60% (21/35), 45,0% (9/20), 44,8% (30/67) e 29,1% (39/134) para
heterozigotos Arg/Pro e 22,86% (8/35), 20,0% (4/20), 9,0% (6/67) e 13,4% (18/134)
para homozigotos Pro/Pro, para NNM, NNB, NNN e os controles, respectivamente.
De acordo com Teste de Kruskal Wallis (H), ndo houve diferenca estatisticamente
significativa entre os genotipos das populagdes caso e controle, tendo p= 0,15. A

distribui¢do das frequéncias genotipicas encontra-se na Tabela 20.

Tabela 20. Distribuigdo das frequéncias genotipicas entre as populagdoes de pacientes e

controle.
NNM NNB NNN Controles
Genotipo H GL p

n (%) n (%) n (%) n (%)

pS3Argdre  6(17,14)  7(35,0) 31 (46,3) 77 (57.5)

pS3ArgPro  21(60,0) 9 (45,0) 30 (44,8) 39 (29,1) 5,21 3 0,15

p53ProPro  8(22,86)  4(20,0) 6(9,0) 18 (13.,4)

Total 35(100%) 20 (100%) 67 (100%) 134 (100%)

As frequéncias alélicas para p534rg apresentaram percentual elevado tanto nos
casos quanto no grupo controle. A diferenca estatistica significativa (p= 0,02) pelo
teste do y* na distribuicdo das frequéncias alélicas de p534rg entre os grupos
analisados corroboram com evidéncias de que o alelo p534rg ¢ o mais comum nas
populacdes Latino-Americanas (Gallo et al., 2005). Adicionalmente, estudos tém
relacionado o risco aumentado com o cancer de tirdide, a presenca do alelo p53Pro
(Boltze et al., 2002; Granja et al., 2004; Aral et al., 2007).

A frequéncia do alelo p53A4rg foi significativamente maior em ambos 0s grupos
de pacientes NNB e NNN e grupo controle. De acordo com o Teste de Odds Ratio
(Tabela 21), a comparagdo das frequéncias genotipicas dos pacientes NNM, NNB e
NNN com o grupo controle demonstra que gendtipo p53A4rgArg apresenta menor risco
nos pacientes com NNM, sugerindo que a presenca da variante arginina em
homozigose possua um efeito protetor contra a carcinogénese (OR:0,15, IC 95%: 0,06-
0,39, p<0,0001).

O polimorfismo do cédon 72 de TP53 no éxon 4 ¢ extensivamente estudado por
causar impacto na sequéncia codificadora do gene, gerando variantes polimorficas com

caracteristicas bioquimicas e biologicas distintas, além de estar associado ao maior
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risco de desenvolvimento de alguns tipos de canceres (Thomas ef al., 1999; Dumont et
al., 2003; Lattuada et al., 2004). Varias alteracdes celulares que podem culminar com
o desenvolvimento de tumores vém sendo estudadas em todo o mundo. Inimeras
pesquisas sdo publicadas anualmente objetivando associar tais modificacdes a
inicia¢do, promocao e progressao dos canceres humanos, incluindo o cancer de tirdide

(Aral et al., 2007; Rogounovitch et al., 2006; Granja et al., 2004 ¢ Boltze et al., 2002).

Tabela 21. Analise polimorfica de TP537 e respectivas taxas de Odds Ratio (OR), Intevalo de

Confianga 95% (IC 95%) e valor de p nos grupos caso e controle.

Controles NNM
Genotipos n (%) n (%) OR (95% CI) P
Arg/Arg 77 (57) 6 (17,14) 0,15 (0,06 — 0,39) <0,0001
Arg/Pro 39 (30) 21 (60,0) 1,21 (0,45 - 3,25) 0,89
Pro/Pro 18 (13) 8 (22,86) 0,17 (0,05 - 0,56) 0,005

Total 134 (100,0) 35 (100,0)
Controles NNB
Gendtipos n (%) n (%) OR (95% CI) p
Arg/Arg 77 (57) 7 (35,0) 0,40 (0,15 -1,06) 0,10
Arg/Pro 39 (30) 9 (45,0) 1,03 (0,29 - 3,9) 0,78
Pro/Pro 18 (13) 4 (20,0) 0,40 (0,10 —1,59) 0,33
Total 134 (100,0) 20 (100,0)
Controles NNN
Genotipos n (%) n (%) OR (95% CI) p

Arg/Arg 77 (57) 31(46,6)  0,52(027-0,98) 0,06

Arg/lPro 39 (30) 30 (44,7) 2,30 (0,81 - 6,5) 0,17

Pro/Pro 18 (13) 6(8,7) 1,20 0,43-3.22) 0,90
Total 134 (100,0) 67 (100,0)

O gene TP537 esta no centro de vérias vias regulatérias celulares (Bojesen &
Nordestgaard, 2008). As altera¢des de TP537° ja foram relacionadas ao maior risco
para o desenvolvimento de inumeras neoplasias e estdo sendo incorporadas na
avaliacdo prognostica de tumores humanos, inclusive na susceptibilidade as DAIT
(Chen et al., 2008; Achatz et al., 2007; Petitjean et al., 2007; Savage et al., 2006). A
variante p53A4rg ¢ a mais eficiente na indug¢do da apoptose, enquanto que a variante
p53Pro induz o bloqueio do ciclo celular em G1 e a ativagdo de mecanismos de reparo
p53-dependentes de forma mais eficaz (Bojesen & Nordestagaard, 2008; Dumont et
al., 2003; Thomas et al., 1999).

Os poucos estudos publicados envolvendo o polimorfismo de 7P537” ¢ a
susceptibilidade ao cancer tiroideano foram descritas em quatro regides diferentes:

Turquia, Russia, Brasil e Alemanha (Tabela 22). A andlise de OR nos resultados
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apresentados nao revelou nenhum o gendtipo como fator potencial ao risco de cancer
de tir6ide. No entanto, Rogounovitch et al. (2006) sugerem que o gendtipo p53 ArgPro
pode contribuir para o risco de CPT.

Aral et al. (2007), Granja et al 2004 e Boltze et al 2002 indicam que as
frequéncias genotipicas comparadas entre os grupos caso € controle sugerem que o
genotipo p53Pro Pro atue como fator de risco a carcinogénese tiroideana. Por outro
lado, estes estudos também relatam que a presenca do alelo arginina implica como um
efeito protetor contra a carcinogé€nese, similarmente aos nossos achados em NNM
quando em homozigose (OR: 0,15; p<0,0001).

Os dados sobre as frequéncias génicas e genotipicas da literatura mundial sdo
conflitantes em diversos sitios anatomicos, fato que pode ser atribuido as diferencas
étnicas entre as populagdes estudadas. Além desses, outros fatores podem contribuir
para a divergéncia de resultados nos mais variados estudos, incluem o tamanho
amostral, o tipo de amostra utilizada como fonte de DNA, as técnicas de deteccao
utilizadas e as variacdes inter-laboratoriais dos protocolos usados (Almeida, 2008;
Brenna et al., 2004).

Tabela 22. Polimorfismo de 7P537? associado ao cancer de tiroide.

n Referéncia Local Grupo amostral Método

1 58 carcinomas tiroideanos
Aral et al., 2007 Turquia 115 Controles PCR

116 CPT
PCR em tempo real

2 Rougounovitch et al., 2006  Russia 313 Controles

21 CFT

77 CPT
3 Granja et al., 2004 Brasil 44 NNB PCR

14 AF
30 Bocios
153 Controles

21 CPT
4 Boltze et al., 2002 Alemanha 18 CFT PCR-RFLP

22 CAT

36 Tecido tiroideanos

A oscilacdo ou deriva genética, atuando em conjunto com a selecao natural,
envolve flutuagdes aleatorias nas frequéncias de alelos, devido a erros de amostragem,
havendo a tendéncia de fixar-se um ou a outro alelo, especialmente em populagdes
muito pequenas. Dessa maneira, a deriva genética também pode estar associada a

discrepancia dos resultados encontrados na literatura, uma vez que a estabilidade das

66

Tese de Doutorado em Biologia Celular e Molecular — Instituto de Ciéncias Biologicas — Universidade Federal de Goias



Estudo da associacdo do polimorfismo genético em carcinomas da tiréide

Angela Adamski da Silva Reis

frequéncias alélicas varia conforme o tamanho das populagdes (Almeida, 2008). Os
erros de amostragem podem ocorrer devido ao fato de se utilizarem populagdes
relativamente pequenas, como as que incluimos em nosso trabalho.

No presente estudo, sugere-se que os individuos portadores do gendtipo p53
Arg Arg apresentam um efeito protetor a carcinogénese. Por outro lado, os dados ndo
apresentaram associagdao significativa entre as caracteristicas clinicas-patologicas
analisadas e um genotipo que atue como fator de risco a carcinogénese tiroideana.

A alta incidéncia de patologias da tiréide entre as mulheres ¢ uma caracteristica
complexa a ser entendida. No entanto, fatores como o desequilibrio dos hormonios
femininos, poderiam explicar a alta incidéncia de desenvolvimento de nodulos
tiroideanos entre as mulheres (Hernandez er al, 2003). Por outro lado, fatores
nutricionais, especialmente as dietas deficientes de iodo, a exposi¢do terapéutica a
radiacdo (Lima et al., 2007) e a falhas nos sistemas de controle do ciclo celular
estariam associados com a carcinogénese tiroideana (Morari et al., 2002), além do

polimorfismo génico.

5.4. Polimorfismo de TP53 ' e associaciio por meta-analise

Nesta proposta, além dos dados do polimorfismo no gene TP537 para os casos
NNM, foram selecionados 04 artigos sobre o polimorfismo, publicados entre os anos
de 2000 a 2009 (Tabela 22). Os artigos analisaram o referido polimorfismo em
carcinomas tiroideanos. Somente os estudos que atendiam aos critérios de inclusdo e
exclusao foram considerados (Figura 13).

Os artigos utilizados nesta meta-analise, publicados entre os anos de 2000 e
2009, ¢ os dados do presente estudo, avaliaram o polimorfismo do gene TP537° em
grupos de pacientes com cancer de tirdide (3 artigos) e em controles saudaveis. O
estudo de Boltze et al., 2002 foi excluido, devido o grupo controle ser amostras de
DNA de tecido normal da tirdide e ndo de sangue periférico, como nos demais estudos,
inclusive na proposta da presente analise. Os métodos de avaliagdo do polimorfismo

génico foram por PCR (2 artigos) e PCR em tempo real (1 artigo) [Tabela 22].
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Identificacdo as citacdes em
Bancos de Dados

Excluidos:

—) Foram publicados fora do periodo de 2000 a 2008.
N&o estavam em lingua inglesa ou portuguesa.
Leitura dos abstracts
Excluidos:
> N&o eram estudos em seres humanos
Leitura Integral do artigo
Excluidos:
l — N&o eram estudos do tipo caso-controle.

Artigos incluidos na meta-analise do
polimorfismo de TP53

Figura 13. Critérios de identificagdo, inclusdo e exclusdo dos estudos da meta-analise

(Adaptado de Silva, 2009).

Ao avaliar as frequéncias genotipicas, para os 346 pacientes do grupo caso,
encontrou-se: 137 (37,9%) apresentaram o gendtipo p534rg/Arg (RR), 173 (80,3%) o
genotipo p53Arg/Pro (RP) e apenas 50 (19,5%) o gendtipo p53Pro/Pro (PP). No
grupo controle, para os 715 participantes: 340 (50,3%) apresentaram o genétipo RR,
320 (41,6%) o gendtipo RP e 55 (10,0%) o gendtipo PP.

Todos os dados sobre o nimero de individuos por polimorfismo de TP537
(RR, RP e PP) e suas respectivas frequéncias relativas, para os grupos caso e controle,

dos 3 estudos considerados podem ser vistos na Tabela 23.

Tabela 23. Distribui¢do do polimorfismo do gene TP53”> em pacientes com carcinomas
tiroideanos para os genotipos RR, RP e PP, nos grupos casos e controle de artigos publicados

entre 2000 a 2009 e os dados do presente estudo.

CASO CONTROLE
Referéncia RR f RP F PP f TOTAL RR f RP f PP f TOTAL
1 37 0378 49 0.798 12 0.196 98 51 0333 99 0.647 3 0.007 153
2 77 0456 75 0811 17 0.184 169 159 0.508 130 0.415 24 0.002 313
3 17 0293 28 0.678 13 0.315 58 53 0461 52 0452 10 0.008 115
4 6 0171 21 072 8 0.274 35 77 0.575 39 0.291 18 0.008 134
TOTAL 137 0379 173 0.803 50 0.195 360 340 0.503 320 0.416 55 0.001 715

1: Granja et al., 2004; 2: Rogounovitch et al., 2006; 3: Aral et al., 2007; 4: Reis, 2010

O grupo de pacientes com cancer de tirdide variou entre 58 (Aral et al., 2007),

169 (Rougonovitch et al., 2006) e 98 individuos (Granja et al., 2004). Sobre o grupo

controle, os artigos trabalharam com individuos saudaveis, variando entre 115 (Aral et
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al., 2007), 313 (Rougonovitch et al., 2006) e 153 (Granja et al., 2004). Agrupando
todos os estudos, incluindo os dados do presente estudo, tem-se um total de 715
participantes.

Para cada agrupamento, foi aplicado o teste de DerSimonian-Laird (Ayres et
al., 2007). As Odds Ratios foram calculadas com o agrupamento de todos os estudos
para: RR x RP (OR = 0,63; 1C95% = 0,31-1,30; p=0,22; Figura 14), RR x PP (OR =
0,31; IC95% = 0,15-0,63; p=0,0013; Figura 15) e RP x PP (OR = 0,53; IC95% = 0,24-
1,16;p= 0,11; Figura 16). As andlises indicaram diferengas estatisticas entre os grupos

caso e controle RR X PP.

Teste Heterogeneidade
X2 =16,82; GL: 3; p=0,0008

Granja et al., 2004 _I

Rougonovitch et al., 2006

Aral et al., 2007

Combinado

Reis, 2010 B I

] ] ] ] ] ] ] ]
0.01 0.1 0z 0.5 1.0 2.0 50 10.0 100

Figura 14. Odds ratios (OR) ¢ intervalo de confianga de 95% (IC 95%) entre RR ¢ RP para os estudos

com o teste do Qui-quadrado de heterogeneidade significativos (Teste de DerSimonian-Laird).
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Granja et al., 2004

Rougonovitch et al., 2006

Aral et al., 2007

Reis, 2010

Combinado

Teste Heterogeneidade
X2 =6,07; GL: 3; p=0,1080

0.0l 0.1 0z 0.5

1o

20 50 10.0 10

Figura 15. Odds ratios (OR) e intervalo de confianga de 95% (IC 95%) entre RR e PP para os estudos

com o teste do Qui-quadrado de heterogeneidade néo significativos (Teste de DerSimonian-Laird).

-

Granja et al., 2004

Rougonovitch et al., 2006

Aral et al., 2007

Teste Heterogeneidade
X2 =8,59; GL: 3; p=0,03

Reis, 2010

Combinado

|
001 0.1 0z 05

1.0

20 50 100 100

Figura 16. Odds ratios (OR) e intervalo de confianga de 95% (IC 95%) entre RP e PP para os estudos

com o teste do Qui-quadrado de heterogeneidade significativos (Teste de DerSimonian-Laird).
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Na analise apresentada verificamos que os dados combinados RR X PP
apresentaram o do valor de p=0,013, demonstrando uma significancia abaixo da curva.
No entanto, para os outros genotipos RR X RP e RP X PP as andlises indicaram
diferenca entre os grupos.

Adicionalmente, os dados do polimorfismo de TP53"* foram agrupados em cada
artigo, confrontando os valores de RR isolados com os valores de RP ¢ PP unidos.
Calculou-se as Odds Ratios (OR), a variagdo de OR dentro do intervalo de confianga de
95% e a probabilidade de significancia (p) [Tabela 24]. Ao aplicar o teste de
DerSimonian-Laird (Ayres et al., 2007), o OR dos trabalhos combinados (OR = 0,58;
1C95% = 0,30-1,14; p=0,11) ndo indicou diferenca entre os grupos estudados (Figura
17).

Tabela 24. Distribuicdo do polimorfismo do gene 7P53, RR x RP ¢ PP, em casos e controles
dos artigos publicados entre 2000 a 2009 e os dados do presente trabalho.

Casos Controle RR X RP
Referéncia RR RP e PP RR RP e PP OD (IC 95%) p
Granja et al., 2004 37 61 51 102 1.23 (0.71-2.05) 0.56
Rougonovitch et al., 2006 77 90 159 154 0.82 (0.56-1.20) 0.37
Aral et al., 2007 17 41 53 62 0.48 (0.24-0.95) 0.05
Reis, 2010 6 29 77 57 0.15 (0.05-0.39) <0.0001

Teste Heterogeneidade
X2=15,63; GL: 3; p=0,013

Granja et al., 2004

Rougonovitch et al., 2006

Aral et al., 2007

Reis, 2010

Combinado

] | ] | ] ] | ]
0.0l 0.1 02 05 1.0 20 50 10.0 100

Figura 17. Odds ratios (OR) e intervalo de confianca de 95% (IC 95%) entre RR x RP+PP para os

estudos com o teste do Qui-quadrado de heterogeneidade significativos (Teste de DerSimonian-Laird).
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A meta — andlise ¢ definida como procedimento estatistico que consiste numa
revisdo quantitativa e resumida de resultados e estudos distintos, mas relacionados. O
objetivo principal ¢ comparar e possivelmente combinar os resultados de diferentes
trabalhos publicados acarretando numa conclusdo geral. Apesar dos poucos estudos
envolvendo este polimorfismo e o cancer de tirdide, podemos ressaltar que a relagao
entre 0 gendtipo e o fendtipo originado do polimorfismo génico de P53’ ainda ndo é
suficientemente compreendido. Neste contexto, estudos futuros devem ser
intensificados objetivando obter informacdes consistentes para determinarmos o perfil
polimérfico, proporcionando assim a prevengdo primaria, sobretudo na neoplasia

tiroideana.
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6. Consideracoes Finais

A neoplasia tiroideana apresenta-se também como um nddulo tiroideano, achado
clinico extremamente comum na popula¢do, mas que também ¢é caracteristico de outras
doengas benignas da tiréide. Os recursos no servico médico possibilitam determinar a
diferenga entre ndédulo maligno e benigno. Certamente, o fator epidemioldgico de
maior relevancia associado ao cancer de tirdide € a exposi¢ao a radiacdo ionizante.
Entretanto, outros fatores genéticos e ambientais podem contribuir com o aumento da
incidéncia desta particular neoplasia.

Neste contexto, a analise do polimorfismo para os genes envolvidos no
metabolismo e detoxificacdo de xenobidticos demonstrou que as variantes de
CYPIAIml e CYPIAIm?2 avaliadas no presente estudo, demonstram que as
combinagdes genotipicas ndo se mostraram associadas ao desenvolvimento de ndédulos
tiroideanos, seja ele benigno ou maligno.

Na andlise das frequéncias genotipicas para os genes GSTMI e GSTTI,
observamos que o grupo caso (NNM, NNB e NNN) quando comparado ao grupo
controle apresentou um percentual predominantemente maior de gendtipos nulos para
os genes avaliados. Concluimos que os genotipos nulos para GSTMI e GSTTI
contribuem para o risco de desenvolvimento de NNN em aproximadamente 4 vezes. E
que o gendtipo de GSTTI nulo possui risco relativo de 12 vezes e GSTMI de 2 vezes
no desenvolvimento de NNB. Para NNM observamos que o gen6tipo nulo de GSTM1
possui uma tendéncia estatistica p=0,05 e risco de 2,79 vezes de desenvolver cancer de
tiroide.

No polimorfismo de 7P53’* ndo ficou caracterizado um perfil genotipico para o
risco de desenvolvimento do cancer de tirdide. Adicionalmente, o gendtipo
homozigoto selvagem apresentou-se como efeito protetor para NNM. Os estudos de
associagio do polimorfismo de CYPIAI, GSTMI, GSTTI e TP53” no cancer de
tirdide ainda sdo controversos. No entanto, para esta neoplasia em particular, os dados
para o polimorfismo de TP52”° revelaram heterogeneidade pela meta-anélise. Embora,
a maioria dos artigos associe a combinagdo genotipica p53 Pro/Pro como susceptivel
ao carcinoma tiroideano. Neste contexto, ¢ importante ressaltar que o perfil
polimoérfico ndo € um fator independente para o desenvolvimento do cancer de tiroide,

mas sim de diversas variaveis que atuam como um fator comum na carcinogénese.
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Anexo 1. Aprovacio do Comité de Etica da Associacio de Combate ao
Cancer em Goias (ACCG)

ASSOCIAGAD DE COMBAT , N
SA(?% fﬁggﬂoéfgoﬁs . CEP/ACCG - COMITE DE ETICA EM PESQUISA

ASSOCIACAO DE COMBATE AO CANCER EM GOIAS

PROTOCOLO CEPACCG N° 025/07 Goiania, 13/09/2007

INVESTIGADOR (A) RESPONSAVEL (IES): Biom. Prof. Aparecido Divino da Cruz,
Angela Adamski da Silva Reis, Caroline Dias Monteiro, Vera Aparecida Saddi e Leonardo

Barcelos de Paula

TITULO: Polomorfismo de Arginina e prolina no Cédon 72, do Gen TP53, nos Tumores

Papiliferos da Tiredide

Area Tematica: Genética Humana
Local de Realizagdo: UCG — Nucleo de Pesquisas Replicon e Hospital Aratjo
Jorge/Setor de cabeca e Pescoco

Informamos que o Comité de Etica em Pesquisa da ACCG analisou e aprovou *com
recomendacdo o projeto de Pesquisa acima referido, juntamente com os documentos
apresentados e os mesmos foram considerados em acordo com 0s principios éticos

vigentes.

*Recomendamos: Apresentacdo de termo de compromisso e informacao no termo de

consentimento livre e esclarecido de que as amostras de sangue periférico dos pacientes
serdo utilizados somente para esta pesquisa e ndo serdo armazenados para pesquisas

futuras..

Nzo ha necessidade de aguardar o parecer da CONEP — Comissé&o Nacional de Etica em

Pesquisa para iniciar a pesquisa.

O Pesquisador responsavel devera encaminhar ao CEPACCG, relatorios trimestrais do

andamento da pesquisa, encerramento, conclug@o(des) e publicacdo(des).

E LVA QUEIROZ
Coordenador—do CEP/ACCG

Rua 239 n° 181- Setor Universitario — Goiania - Goids CEP.74 605-070
Fone: (62) 3243-7050
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PROTOCOLO CEP/ACCG N° D53/09 Goidnia, 05112009

INVESTIGADOR (A) RESPONSAVEL (IES): Biomédica: Angela Adamski da Silva

Reis.
Orientador: Biomédico Prof. Aparccido Divino da Cruz
TITULO: “Polimorfismos genéticos associados aos nodulos tiroideanos™.

Area Temdtica: Grupo | — Genética Humana
Area de Conheecimento: Ciéncias da Salde
Local de Realizaclio: Ponlificia Universidade Catlica de Goids — PUC-GO

Informamos que o Comité de Etica em Pesquisa da ACCG analison ¢ aprovou o projete do
Pesquisa acima referide, juntamente com os documentos apresentados e os mesmos foram

considerados em acordo com os principios élicos vigenles.

Niio h# necessidade de aguardar o parecer da CONEP — Comissio Nacional de Etica cm

Pesquisa para iniciar a pesquisa.

O Pesquisador responsivel deverd encaminhar ao CEPACCG, relatérios semestrais do

andamento da pesquiss, encerramento, conelusfo (es) e publicagio (Ses).

Rz 239, n° 206, St Univarsitdrio
{zoiinia - Goias - Rrasil - CEP 74.605-070
ASSOCINCRD DE COMEATE A CAMCER EM GOIAS W.K[Elill'l;hf

€ ACG -
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CONSENTIMENTO DA PARTICIPACAO DA PESSOA COMO SUJEITO DA
PESQUISA

Eu, ,RG:-

, CPF: , n° de  matricula
, abaixo assinado, concordo em participar do estudo
“POLIMORFISMOS GENETICOS ASSOCIADOS AOS NODULOS
TIROIDEANOS” sob a responsabilidade do Dr2. Angela Adamski da Silva
Reis como sujeito voluntério. Fui devidamente informado e esclarecido pelo
pesquisador sobre a
pesquisa, os procedimentos nela envolvidos, assim como possiveis riscos e
beneficios decorrentes de minha participacdo.Foi me garantido que posso tirar
meu consentimento a qualquer momento, sem que isto leve a qualquer
penalidade ou interrup¢do de meu acompanhamento,assisténcia e tratamento.

Hospital Araujo Jorge

Data / /

Nome e Assinatura do sujeito ou responsavel

Assinatura Dactiloscopica :

Presenciamos a solicitacdo de consentimento, esclarecido sobre a pesquisa e
aceite do sujeito em participar.

Testemunhas (N&o vinculadas a equipe de pesquisa):

Nome: Nome:
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Anexo 2.

2.1. Protocolo de eletroforese em gel de poliacrilamida (PAGE 8%)

Todos os géis utilizados para separar os fragmentos de DNA, amplificados por
PCR em CYPIAIml, CYPIAIm2 e p53 foram de poliacrilamida a 8%. Para a
realizacdo da eletroforese submeteram-se os géis a uma voltagem constante de
10V/cm, por um tempo médio de 4h em TBE 1X. Em cada canaleta foram aplicados
cerca de 10uL de amostra amplificada com 3puL de corante de corrida. Depois de
realizada a corrida eletroforética, os géis foram corados utilizando a técnica de
colara¢do por Nitrato de Prata (AgNOs3) ou por Brometo de Etideo e em seguida as
imagens foram capturadas para analise da amplificacao.

A acrilamida ¢ um monOmero neurotdxico potente com agdo cumulativa. O
brometo de etideo ¢ uma substancia altamente mutagénica e carcinogénica. Por isso,
para trabalhar com acrilamida e brometo de etideo ¢ necessario utilizar todos os
procedimentos de seguranca. O gel de poliacrilamida é o recomendado para o tamanho

dos fragmentos esperados, pois permitem a separagao de fragmentos de até 500pb

Tabela 23. Protocolo de preparacao do gel de poliacrilamida a 8%

Gel para cuba de 45 mL
Reagentes Volume
Acrilamida 40%* 9,0 mL
TBE 10X 4,5 mL
H20 dd 31,5 mL
APS 10% 450 pLL
TEMED 45uL

*Para a confecgdo da acrilamida a 40% acrescenta-se acrilamida e bis-acrilamida em uma proporgao de 19:1
ou 38g de acrilamida para 2 g de bis - acrilamida q.s.p. 100mL

2. 2. Soluc¢oes utilizadas

2.2.1 TRIS-Borato de EDTA (TBE 10x) 2.2.2. EDTA 0,5M pH (8.0)

- Tris Base 108 g - EDTA (p.m. 372,24) 186.12 g

- Acido Bérico 55 g - H,0dd q.s.p 1000 ml

- EDTA 0,5 M (pH 8.0) 40 ml. - Controle o pH com NaOH (20 g de
- H,0dd q.s.p 1 litro NaOH)

2.2.4. Corante de corrida 6X
- Azul de Bromofenol 0,25%
- Xileno Cianol FF 0,25%

- Ficol tipo 4000 15%

- EDTA 120mM

2.2.3. Persulfato de Amonia (APS 10%)
- APS10g
- H,0dd gq.s.p 100 ml

2.2.5. Tampao de Eletroforese

Usa-se o tampdo de corrida TBE 1X produzido a partir do tampao stock TBE 10x.
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2.3. Método de Coloracao Rapida por Nitrato de Prata (AgNO3)

- Solucio de Fixacao 25:1 (Preparo no momento do uso)

Reagentes Volume
Alcool Etilico P.A.  50mL
Acido Acético P.A 2mL
Agua deionizada 248 mL
Volume Final 300 mLL

Solucio de Nitrato de Prata (AgNO3) a 15%

Reagentes Voium
Nitrato de Prata (estoque) 7,5¢
Agua deionizada (q.s.p.) 50 mL
Volume Final 50 mL

- Solucio de Revelacio (Preparo no momento do uso)

Reagentes VOleum
NaOH 30% 15mL

Fprmaldeido a 37%%* 2mL
Agua deion. (q.s.p.) 183 mL
Volume Final 200 mL

* Adicionar o Formaldeido somente no instante da revelagao.

2.3.1. Procedimento:

1. Depositar o gel sobre um recipiente limpo e seco contendo 150mL de Solugdo de
Fixacao;

2. Adicionar 2mL da Solu¢do de Nitrato de Prata sobre a solucdo e agitar por 5
minutos;

3. Desprezar a Solugdo de Fixagao, segurando o gel com os dedos. Lavar 2X com
agua deionizada por 20 segundos cada lavagem;

4. Adicionar a Solucao de Revelagdo com cuidado, aplicando na parede do recipiente
sem manchar o gel; Aguardar a revelacao das bandas por cerca de 5 minutos.

5. Desprezar a Solugdo de Revelacao e adicionar a Solugdo de Fixag¢ao (150mL) e

aguardar até o momento de captura de imagens e/ou secagem do gel.
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Anexo 3. Dados brutos, idade, sexo, tipo de nédulo e analise polimorfica

3.1. Nodulos Neoplasicos Malignos

ID Idade sexo prontuério Tipo - maligno P53 GSTT1 GSTM1 CYPlalml CYPlalm2
Ty-001 66 2 200105984 Ca folicular AIP 0 1 TIT AIG
Ty-106 57 1 2001103626 ca folicular P/P 0 0 T/IC AIG
Ty-059 34 2 2000110944 ca medular AP 0 0 T/IC AIA
Ty-126 33 1 2002100059 ca medular AP 0 1 T/IC AlIA
Ty-004 35 2 92105541 Ca papilar AP 1 1 TIT AIA
Ty-009 21 1 2000107061 Ca papilar AIP 1 1 TIT AIG
Ty-022 64 2 2000108185 ca papilar P/P 0 0 TIC AIA
Ty-024 58 1 2000107531 Ca papilar AIA 0 0 TIC AIA
Ty-026 36 1 2000108622 Ca papilar AIA 0 1 TIT AIA
Ty-034 83 2 2000109521 Ca papilar AIA 1 0 TIT AIG
Ty-038 45 2 1996105613 Ca papilar P/P 0 1 TIT AIG
Ty-039 43 2 2000109836 Ca papilar P/P 1 1 TIC AJA
Ty-043 41 2 2000110047 Ca papilar AP 0 0 TIT AIA
Ty-046 52 2 2000110407 Ca papilar AP 1 0 T/IC C/C
Ty-047 43 2 2000109359 Ca papilar AIP 1 1 TIC AIA
Ty-056 21 2 2001110573 Ca papilar P/P 0 0 TIT CIC
Ty-062 55 2 2000111117 ca papilar AIA 0 0 TIT C/IC
Ty-075 46 2 2000011428 Ca papilar AIP 1 0 TIT AIA
Ty-078 21 2 2001100729 Ca papilar AP 0 0 T/IC AIA
Ty-094 45 2 2001103009 Ca papilar AIA 0 0 T AIA
Ty-102 36 2 2001104044 Ca papilar AP 1 1 TIT AIA
Ty-104 34 2 2001109875 Ca papilar AlIA 0 0 TIT AIA
Ty-110 50 2 2001104581 ca papilar P/P 0 0 TIT AJA
Ty-114 31 2 2001105022 ca papilar P/P 1 0 CIC AIA
Ty-116 71 2 2001105305 ca papilar AIP 0 0 TIC AIG
Ty-119 47 1 2001107019 Ca papilar AP 0 0 CiC AIA
Ty-122 37 2 2001108619 Ca papilar AP 1 0 CiIC AIG
Ty-124 59 2 2001108924 Ca papilar AP 0 0 TIT AIA
Ty-128 22 2 2002100867 ca papilar AP 0 0 c/iC AIA
Ty-132 71 2 2002101803 Ca papilar AIP 0 0 T/IC AIG
Ty-134 35 1 2002102249 Ca papilar AIP 0 0 TIC AIA
Ty-138 43 2 2002102779 ca papilar P/P 0 1 T/IC AIG
Ty-139 17 1 2002102923 Ca papilar AIP 1 1 TIT AIA
Ty-154 40 2 2002109183 ca papilar AP 1 1 TIT AIA
Ty-113 26 2 2001104772 Carcinoma cels Hurtle AP 1 0 TIC C/C
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ID Idade sexo prontuario Tipo - benigno P53 GSTT1 GSTM1 CYPlalml CYPlalm2
Ty-070 39 2 93104146  Adenoma Cels Hurtle A/P 0 0 C/C AIA
Ty-072 35 2 2000110533 Adenoma Cels Hurtle P/P 0 0 TIC AIA
Ty-085 40 1 2000111569 Adenoma Cels Hurtle A/P 0 0 TIC AIA
Ty-092 49 2 93101113  Adenoma Cels Hurtle A/P 0 0 TIT AIA
Ty-097 35 1 2001103394 Adenoma Cels Hurtle A/P 0 0 TIT AIA
Ty-048 50 2 2000110519 Adenoma Cels Hurtle A/A 0 1 TIT AIA
Ty-079 52 2 2001101121 Adenoma Cels Hurtle A/A 0 1 TIT AIA
Ty-152 48 2 92104125  Adenoma Cels Hurtle P/P 0 1 TIT AIA
Ty-042 52 2 2000110132 Adenoma Cels Hurtle A/A 1 1 TIT AIA
Ty-010 22 2 2000101764 adenoma folicular AIA 0 0 TIC AIA
Ty-019 46 1 2000104155 adenoma folicular AP 0 0 TIT AIA
Ty-060 45 2 2000107019 adenoma folicular AlIA 0 0 TIT AIA
Ty-065 29 2 2000111360 adenoma folicular AP 0 0 TIT AIA
Ty-069 43 2 2000111075 adenoma folicular AP 0 0 T/IC AlIA
Ty-087 47 2 2001101166 adenoma folicular P/P 0 0 TIT AIA
Ty-091 58 2 2001101411 adenoma folicular AP 0 0 TIT AIA
Ty-112 56 2 2001104108 Adenoma folicular AlIA 0 0 TIT AIA
Ty-125 48 2 2002100090 adenoma folicular AIA 0 0 TIT AIA
Ty-084 51 2 200011569 adenoma folicular AP 0 1 TIT AIA
Ty-149 48 2 2002106286 adenoma folicular P/P 0 1 TIC AlIA
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3.3. Nodulos Nao Neoplasicos

ID Idade sexo prontuario Tipo —doenga tireocideana P53 GSTT1 GSTM1 CYP1Aml CYP1lAm2
Ty-003 40 1 2000104584 bécio coloide multinodular AP 1 1 TIT AIG
Ty-006 32 2 2000107998 tiroidite hashimoto P/P 1 0 TIC AIG
Ty-007 41 2 2000104333 bécio coloide AP 0 0 TIC AIG
Ty-008 23 2 2000106649 bdcio coloide difuso + hashimoto ~ A/A 0 0 TT AA
Ty-011 21 2 2000105653 tiroidite hashimoto AIP 0 0 CIC AIA
Ty-012 43 2 2000107741 bécio multinodular P/P 0 0 TIT AIA
Ty-013 59 1 2000107989 Bécio coloide multinodular AIA 0 0 TIT AIG
Ty-014 51 2 2000104472 bécio coloide nodular AIA 0 0 TIT AIA
Ty-015 35 2 2000103360 bécio coloide multinodular AIP 0 0 TIC AIG
Ty-016 74 2 2000107556 bécio coloide multinodular AP 0 0 TIT AIG
Ty-017 28 2 2000103892 tiroidite hashimoto AIA 0 0 TIT AIA
Ty-018 20 2 1994109171 bécio coloide cisitificado AIA 0 0 T/IC AIA
Ty-020 68 2 2000104721 bécio coloide P/P 0 0 T/T AIG
Ty-025 43 2 2000105765 bécio coloide AIA 0 0 TIT AIA
Ty-027 43 2 2000104932 bécio coloide multinodular AP 1 1 TIT AIA
Ty-028 34 2 2000108829 bécio coloide nodular AP 1 1 c/iCc AIA
Ty-029 45 2 200108769 bécio coloide multinodular AP 1 1 TIC AIG
Ty-030 31 2 2000105454 tiroidite hashimoto AP 0 0 TIC AIG
Ty-031 32 2 2000109299 bécio coloide AIA 1 0 T/IC AIA
Ty-032 61 2 97101973 bécio coloide nodular AP 1 0 c/iC AIA
Ty-033 64 2 95106997 bécio coloide AIP 1 1 TIT AIG
Ty-035 28 2 2000109151 Bdcio coloide AIA 1 1 TIC AIA
Ty-036 52 2 2000108268 bécio coloide AIA 1 1 TIC AJA
Ty-037 35 2 2000106455 bécio coloide multinodular AlIA 0 0 TIT AIA
Ty-040 27 2 94106877 bécio coloide nodular AIA 0 0 T/IC AIA
Ty-041 42 2 2000106022 bécio coloide nodular AIA 1 1 T/IC AIA
Ty-044 44 2 98110259 bécio coloide multinodular AIA 0 0 TIT AIA
Ty-052 48 2 2000110657 bécio coloide nodular AIP 1 0 TIT AIA
Ty-053 41 2 2000109223 bécio coloide AP 0 0 TIT AlIA
Ty-054 67 2 97110474 Bdcio coloide AlIA 0 0 c/ic AIA
Ty-055 43 2 2000107263 bécio coloide nodular AP 0 0 TIT GIG
Ty-058 39 2 2000107611 bdcio coloide AIP 1 1 TIC AIA
Ty-061 44 2 2000110879 bécio coloide AIA 0 0 CiC AIA
Ty-063 36 2 2000109895 bécio coloide nodular AP 0 1 TIT AIA
Ty-064 48 2 2000107955 bécio coloide multinodular AIA 1 1 TIT AIA
Ty-066 56 2 2000110284 bécio coloide AP 0 0 TIT AIG
Ty-067 25 2 2000108105 hiperplasia difusa AIA 0 0 T/IC AlA
Ty-068 46 2 2000110313 bécio coloide nodular AP 0 0 TIT AlIA
Ty-071 50 2 2000111490 bécio coloide multinodular AP 0 0 TIT GIG
Ty-073 34 1 2001100612 bécio coloide multinodular AIA 0 0 TIT AIA
Ty-076 60 2 2000108589 bécio coloide nodular AIA 0 0 TIT GIG
Ty-077 60 2 99109939 bécio coloide nodular AIA 0 0 TIT AIA
Ty-081 50 1 2001100945 bécio coloide nodular AA 0 1 TIT GIG
Ty-082 71 2 92106826 bécio coloide multinodular AIA 1 0 TIT AIA
Ty-088 44 2 2000105780 bécio coloide nodular P/P 0 0 TIT AIA
Ty-089 35 1 2001101985 bécio coloide AIP 0 0 TIC AIA
Ty-093 52 2 2001102728 tiroidite hashimoto AP 1 0 T/IC AIA
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ID Idade sexo prontuéario Tipo —doenga tireocideana P53 GSTT1 GSTM1 CYP1Aml CYP1Am2
Ty-096 27 2 2001102622 bécio coiloide P/P 0 1 TIT AIA
Ty-098 49 2 2001103289 bécio coloide multinodular AIA 0 0 TIT AIG
Ty-099 20 2 2001103500 bdcio coloide nodular c cistificacdo  A/P 0 0 TIT AIA
Ty-109 50 2 2001104657 bécio coloide nodular AIA 1 0 TIT AIA
Ty-115 53 2 97100536 bécio coloide multinodular AP 1 0 TIT AIG
Ty-118 28 2 2001107945 bécio coloide AIP 1 0 TIT AIA
Ty-120 29 2 2001108879 bécio coloide AIA 1 0 TIC AIA
Ty-123 43 2 2001105649 bécio coloide AP 1 0 TIT AIA
Ty-127 65 1 2002101170 bécio coloide AP 1 0 TIT AIA
Ty-129 33 1 2002101300 bécio adenomatoso AIA 1 0 TIT AIA
Ty-140 62 2 2002102253 bécio coloide multinodular A/P 0 0 T/IC AIA
Ty-141 53 2 2002103877 bécio coloide nodular AIA 0 0 TIC AIG
Ty-146 64 1 2002105687 bécio coloide nodular A/P 0 0 T/IC AIA
Ty-151 42 2 2002107249 bécio coloide P/P 0 1 TIT AIA
Ty-158 45 2 2000100507 bécio coloide multinodular AIA 0 0 TIT AIG
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