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ABSTRACT

The incidence of obesity and of differentiated thyroid cancer (DTC) has increased
exponentially over the world and there are strong indications that these two
conditions are combined. Several studies have shown that adipokines such as
adiponectin, resistin, leptin and ghrelin may be the link between these diseases. The
objective of this investigation was to study the molecular profile of adipokines:
adiponectin, leptin, resistin and ghrelin and its relationship with the anthropometric
features of patients with various types of thyroid nodules in order to investigate the
link between obesity and neoplasms and identify possible markers of diagnosis,
evolution and prognosis for DTC. A group of patients with DTC, patients with benign
thyroid nodules and healthy control subjects were interviewed about their eating
habits and routine, and went through a complete anthropometric assessment. The
serum concentrations of adiponectin, leptin, resistin, and ghrelin were measured by
ELISA. Patients were genotyped for 21 SNPs in genes encoding adipokines and
their receptors using Tagman SNP Genotyping technique. In addition, surgical
specimens were investigated for mRNA of these adipokines. We demonstrated that
being overweight increases the risk of developing CDT almost 4 times and this risk
may increase when there is excess intake of calories associated with excessive
consumption of carbohydrates and proteins. Serum concentrations of adipokines
were excellent markers of nodules malignancy diagnosis, with a 100% accuracy
using leptin and resistin. The genetic inheritance of polymorphisms rs7799039 in
LEP rs1137101 and rs2232165 in LEPR in GHSR increased the risk of developing

CDT 4, 11 and 22 times, respectively. In addition, SNPs heritage in LEP (rs7799039,
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rs2167270), ADIPOQ - rs12629945, ADIPOR1 - rs2232853 and rs1342387,
ADIPOR2 - rs1058322 and GHSR - rs2232165 altered sérum concentrations of
leptin, adiponectin and ghrelin. Also, we showed that although the thyroid cell is not
the main producer of adipokines, adiponectin, leptin, and ghrelin resitina are
produced by thyroid cancer cells, findng mRNA for all cytokines in the tissues
analyzed, suggesting that they play an important role in tumorigenesis or thyroid
tumor proliferation. We conclude that individuals with thyroid nodules, especially
individuals with DTC have different anthropometric and molecular adipokine profiles
that increases the susceptibility to DTC as well as genetic changes and / or
expression of adiponectin, leptin, resistin and ghrelin. We suggest that it is possible
to draw a CDT carrier Individual profile for body constitution, eating habits and
molecular profile of adiponectin, leptin, resistin and ghrelin may identify individuals

at risk for DTC, and are a potential link between obesity, inflammation, and DTC.
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RESUMO

A incidéncia da obesidade, bem como do cancer diferenciado de tireoide
(CDT), tem aumentado exponencialmente em todo o mundo e existem sdélidos
indicios de que essas duas condi¢cdes se associam. Diversos estudos demonstram
que adipocinas como adiponectina, leptina e resistina e também a grelina podem
ser o elo entre essas doengas. O objetivo deste trabalho foi de verificar os perfis
antropométrico e molecular das adipocinas: adiponectina, leptina, resistina e grelina
de pacientes com diversos tipos de nodulos tireoidianos e compara-los a individuos
saudaveis, buscando encontrar o elo entre a obesidade e o CDT, além de identificar
possiveis marcadores de diagndstico, evolucdo e prognéstico para o CDT.
Estudamos pacientes com CDT, pacientes com nodulos tireoidianos benignos e
individuos controle saudaveis. Todos foram entrevistados quanto a seus habitos
alimentares e rotina, além de passarem por avaliacdo antropométrica completa.
Para investigar o perfil molecular da adiponectina, leptina, resistina e grelina,
investigamos as concentragdes séricas dessas citocinas atraves da técnica de
ELISA, genotipamos os pacientes para 21 SNPs nos genes que codificam as
adipocinas e tambem seus receptores através da técnica Tagman SNP Genotyping,
analisamos ainda, espécimes cirurgicos dos pacientes quanto a producao de RNAm
dessas adipocinas. Demonstramos que 0 excesso de peso aumenta o risco de de
CDT em quase 4 vezes e esse risco pode aumentar ainda mais com a ingesta
excessiva de calorias, associada ao consumo excessivo de carboidratos e
proteinas. As concentracfes séricas das adipocinas podem ser excelentes

marcadores de diagnostico entre nddulos tireoidianos malignos e benignos, sendo



que a acuracia do teste utilizando a leptina e resistina chegou a 100%. A heranca
genetica dos polimorfismos rs7799039 em LEP, rs1137101 em LEPR e rs2232165
em GHSR aumentou o risco de CDT em 4, 11 e 22 duas vezes, respectivamente.
Além disso, a heranca de SNPs em LEP (rs7799039, rs2167270), ADIPOQ -
rs12629945, ADIPOR1 — rs2232853 e rs1342387, ADIPORZ - rs1058322 e GHSR
- rs2232165 alterou as concentracbes séricas de leptina, adiponectina e grelina.
Demonstramos, ainda, que embora a célula tireoidiana ndo seja a principal
produtora de adipocinas, a adiponectina e seus receptores, o receptor da leptina, e
a grelina e seu receptor sdo produzidos por células tumorais tireoidianas, uma vez
que encontramos RNAm para todas essas citocinas nos tecidos analisados,
sugerindo que essas adipocinas desempenham um papel importante nesses
tecidos. Concluimos que individuos portadores de nédulos tireoidianos,
especialmente os individuos portadores de CDT possuem um perfil antropométrico
e molecular (em relacdo as adipocinas) diferenciado, sendo que aqueles que estao
mais fora do peso considerado adequado estdo mais suscetiveis ao CDT, assim
como aqueles que apresentam alteracoes genéticas e/ou de expressao da
adiponectina, leptina, resistina e grelina. Sugerimos que é possivel tracar um perfil
do individuo portador de CDT em relacdo a sua constituicao fisica, seus habitos
alimentares e também o seu perfil molecular a adiponectina, leptina, resistina e
grelina, que foram identificadas como boas candidatas a marcadores moleculares

para o CDT, além de serem potenciais links entre a obesidade, inflamacéao e CDT.
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1-INTRODUCAO

1.1 — OBESIDADE, IMC E O CANCER DE TIREOIDE

1.1.1 — Dados epidemioldgicos

A Organizagdo Mundial de Saude (OMS) utiliza o indice de massa corporal
(IMC), uma medida do peso em relagdo a altura (kg/m2) para indicar a gordura
corporal, e recomenda uma meédia de IMC na faixa de 21-24 kg/m2 para a
manutencdo de boa saude geral. A indicagdo da OMS é de que o IMC esteja na
faixa 18,5-24,9 kg/m2, uma vez que um grande numero de estudos ja demonstraram
que ha um risco aumentado de comorbidades para IMCs variando de 25,0-29,9
kg/m2, e um risco moderado a alto de comorbidades para individuos com IMC maior
que 30 kg/m2 (1). A OMS estima que, atualmente, 65% da populagdo mundial vive
em paises onde o0 excesso de peso e obesidade causam mais doengas e mortes do
que a desnutricao (1). A prevaléncia mundial da obesidade quase dobrou entre 1980
e 2008 (2), e, embora estudos mais recentes venham mostrando uma tendéncia de
estabilizacdo nas taxas crescentes de obesidade (3, 4), as taxas de sobrepeso e
obesidade ainda permanecem muito elevadas na populagéao (4). Ainda segundo a
OMS, mais de 50% da populacdo da América, Mediterraneo Oriental e Europa

estavam acima do peso em 2008 (4).

A obesidade e o0 excesso de peso tém sido reconhecidos como importantes

fatores para o desenvolvimento de vdrias doencas, dentre elas a hipertenséo,
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hipercolesterolemia, diabetes, resisténcia a insulina e diferentes tipos de cancer. De
maneira similar ao que ocorre com a obesidade, o CDT vem crescendo
significativamente nas ultimas décadas (5-9). Este aumento deve-se principalmente
ao aumento na incidéncia dos carcinomas diferenciados da tireoide (CDTs), e mais

especificamente dos carcinomas papiliferos da tireoide (CPTs) (10).

Estimativas da Sociedade Americana de Cancer para o ano de 2013
mostraram que o cancer de tieoide foi o 5° tipo mais frequente de cancer entre as
mulheres (11). Estes dados também foram validos para o Brasil no mesmo periodo,
no qual o cancer de tireoide ocupou o 4° tipo de cancer mais frequente na populacao
feminina (12). Para o ano de 2014, o Instituto Nacional de Cancer (INCA) estimava
que registrariamos cerca de 580 mil casos novos de céancer, sendo 1150 casos
novos de cancer de tireoide para o sexo masculino (o décimo terceiro mais
frequente nos homens na regido Sul e Nordeste, e nas regides Centro-Oeste, Norte
e Sudeste, 0 décimo quarto). Para o sexo feminino estimava-se 8050 novos casos
de cancer de tireoide, sendo o quinto colocado na classificagdo nacional, na Regido
Sul o quarto, na regidao Sudeste o sexto, e na regido Centro-Oeste 0 nono cancer

mais frequente (Figura 1) (13).



Localizagdo primdria casos % Localizagao primaria £asos %

Prostafa 68800 228%  Homens Mulheres  Mama Feminina 57.120 20.8%

Traqueia, Brinquin e Pulmdn 16400 54% Cdlion & Reto 17.530 64%

CobneRetn 15070  50% ' Colo do Utero 15580  57%

Estimago 12870 4 3% Traqueia, Brinquio e Pulméo 10.9_3[? 4.0%
Cavidade Oral 11260 37% m YT

Esffago 8010 26% Esttmago 7.520 2,7%

Laringe 6.870 23% Corpa do Utero 5.900 22%

Bexiga 6750  22% Dvirio 5.680 21%

Leucemias 5.050 1.7% Linioma ndo Hodgkin 4850 18%

1,6%

Sistemna Nervoso Central 4960 1.6% Leucemias 4320

*Mimergs amedondados para 10 ou milfipls de 10,

Figura 1: Distribuicao dos dez tipos de cancer mais incidentes estimados para 2014

por sexo, exceto pele ndo melanoma. Modificado de INCA, 2014 (13).

O céancer de tireoide apresenta diferentes tipos histolégicos. A maioria dos
carcinomas € de CPTs, seguida dos carcinomas foliculares (CFT). Estes dois tipos
sdo derivados das células foliculares e sdo agrupados como carcinomas
diferenciados da tireoide (CDT). Os demais tipos sdo considerados mais raros e
agressivos, sendo que os Indiferenciados representam aproximadamente 1% dos
carcinomas tireoidianos, enquanto que os medulares, que sdo derivados das células
parafoliculares, produtoras de calcitonina, representam apenas 3% dos carcinomas
tireoidianos (14). Os CPTs representam aproximadamente 85% das malignidades
epiteliais da tireoide, sendo os grandes responsaveis pelo aumento em incidéncia
dos canceres de tireoide de forma geral (10). S&o canceres indolentes, e a maioria
deles nao tem uma progressao clinica consideravel, que levaria o paciente a morte
(15). Isso é evidenciado pelos dados que mostram que, embora a incidéncia de

canceres da tireoide tenha aumentado significativamente nos ultimos anos, as taxas
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de mortalidade permaneceram estaveis, sugerindo que boa parte desses tumores
anteriormente nao diagnosticados possivelmente nunca apresentariam uma

evolucao clinica (16).

No entanto, as razdes pelas quais a incidéncia do CDT tem aumentado ainda
nao sao bem estabelecidas e permanecem controversas (17). Diversos autores
sugerem que este aumento de incidéncia esta relacionado apenas a melhoria nos
métodos diagndsticos e ao acesso da populagéo a eles, utilizando como justificativa
o fato de que os tumores que mais cresceram em incidéncia sdo os tumores
pequenos, que no passado nao podiam ser percebidos ao principal exame clinico,
que era a palpacéo do pescoc¢o do paciente (7, 18, 19). Porém, outros autores ja
demonstraram que o aumento da incidéncia ndo compreende apenas os tumores
menores que 1 cm (com diagndstico favorecido por melhores exames de imagem),
mas compreende também os tumores maiores, 0 que torna inviavel dizer que as
mudancas na incidéncia estariam ocorrendo exclusivamente devido a melhorias no

diagnéstico e acesso ao sistema de saude (20).

Desta forma, € possivel hipotetizar que estamos sujeitos a uma crescente
exposicao a fatores que podem contribuir para este notavel aumento de CDTs que
vem sendo relatado. Dentre os fatores de risco ja& bem reconhecidos para o
desenvolvimento do CDT, é possivel listar a exposicao prévia a radiagédo ionizante,
a ingesta de iodo, a histéria familiar de doencas tireoidianas, os fatores hormonais
e reprodutivos e os niveis de TSH alterados. Mais recentemente, o perfil genético,
a presenca de inflamacao na area peritumoral e também o IMC vem sendo incluidos

na lista de potenciais fatores de risco para o CDT (9).



1.1.2 - Associacao entre a obesidade e o CDT: estudos observacionais

A relagao entre 0 excesso de peso e cancer tem sido investigada ha décadas,
e 0s primeiros estudos disponiveis remontam a década de 1940. Em 1987, a década
em que o primeiro “boom” da obesidade foi relatado, Albanes revisou uma série de
estudos sobre a relagao entre varios tipos de cancer e sobrepeso e observou que
os individuos com elevado peso corporal ou alta ingestdo calorica apresentavam
maior risco de desenvolver canceres de mama, célon, reto, préstata, endométrio,
rim, colo de Utero, ovario, tireoide, e de vesicula biliar (21). Entretanto, foi somente
apdés o ano 2000 que estudos com maiores coortes e design mais convincentes
comecgaram a aparecer, fornecendo as primeiras evidéncias sélidas da relacao CDT

e excesso de peso (22).

Existem dois tipos de estudos observacionais compreendendo a relacéao
entre obesidade e CDT: um primeiro tipo, em que a prevaléncia de CDT & procurada
em pacientes obesos/com sobrepeso; e um segundo tipo, em que o0s pacientes com
CDT sao investigados em relacdo a presenga de obesidade. Estas abordagens nos
fornecem informacgdes diferentes, e € importante observar que a obesidade pode
ser um epifenémeno do CDT, fazendo com que os resultados do segundo tipo de
estudo devam ser interpretados com cautela, uma vez que, até o presente momento
ndo ha evidéncias concretas de que o CDT induz alteracbes metabdlicas

importantes.

Em 2000, Dal Maso et al, analisaram 12 estudos caso-controle realizados
durante a década de 1990, incluindo 2.056 mulheres e 417 homens com CDT, e
encontraram uma fraca relagéo do IMC no diagndéstico com o aumento do risco de
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CDT em mulheres (OR = 1.2), mas nenhuma associacao foi encontrada para o sexo
masculino (23). Apesar de, até entdo, alguns outros autores terem mostrado
associacdes da ingesta de alimentos com o risco de CDT (24-26), neste primeiro
grande estudo, foram considerados apenas os fatores antropométricos, ndo tendo
sido incluidos quaisquer dados sobre os habitos alimentares ou outros possiveis
fatores que poderiam estar relacionados a relacao da obesidade com o risco de
CDT. No entanto, estes estudos relacionados a fatores que poderiam conectar a
obesidade ao cancer, forneceram a base l6gica para estudos posteriores. Nos anos
90, houveram poucos estudos que procuravam compreender oS mecanismos

envolvidos nos canceres de tireoide relacionados a obesidade.

Durante a proxima década (2001-2010), muitos estudos investigaram a
relacdo entre 0 excesso de peso e canceres e, embora uma parte consideravel
deles nao tenha sido projetada especificamente para o CDT, muitos autores
apresentaram dados evidenciando a relag&o entre CDT e obesidade. Estes estudos
incluiram coortes maiores e, até o final da década, os mecanismos que ligariam
CDTs e sobrepeso/obesidade comegaram a aparecer como objetos de investigacédo

(22, 27-29).

Estudos posteriores mostraram associacées entre peso, IMC, area de
superficie corporea e/ou sobrepeso/obesidade e CDT, demonstrando que esses
parametros elevam o risco de desenvolvimento desses tipos de cancer (30-33). No
entanto, como ja afirmaram Wolin, Carson e Colditz em uma completa revisao sobre
a associacao de obesidade com os céanceres, até o ano de 2010, ainda haviam

poucos estudos conclusivos sobre o0s mecanismos que ligariam o



sobrepeso/obesidade e os canceres de tireoide (34), embora alguns autores tenham
comecado a apontar para vias relacionadas com a insulina como possiveis fatores

envolvidos nessa relagcao (35-39).

Durante a década atual, varios autores tém estudado a relagao entre o
excesso de peso e o cancer, tentando propor mecanismos envolvidos nesta relagao,
com base nos avancos feitos pela biologia molecular. Kitahara et al publicaram trés
grandes analises de estudos de coorte sobre os papéis da obesidade, da
quantidade de exercicio praticada e da circunferéncia da cintura no CDT (40, 41).
Em todos esses estudos, que incluiram grandes casuisticas, os autores
demonstraram que os individuos com excesso de peso e obesos apresentaram
maior risco de desenvolver canceres da tireoide (HR= 1,20; 95%Cl, 1,04-1,38 e HR=
1,53; 95%ClI: 1,31-1,79, respectivamente) quando comparados com individuos
eutréficos (42). Além disso, individuos com IMC 225 kg/m2 que declararam realizar
maiores quantidades de atividade fisica apresentaram um maior risco de CDT (HR
= 1,34 IC 95%: 1,09-1,64) (40). Quando estudaram alguns parametros
antropométricos, Kitahara et al demonstraram que circunferéncias de cintura
aumentadas (>102 cm nos homens e >88 cm nas mulheres) aumentaram o risco de
CDT né&o s6 nos homens (HR =1,79; IC 95%: 1,21-2,63) mas também nas mulheres
(HR= 1,54; IC95%: 1,05-2,26) (41), sugerindo que a adiposidade central poderia
exercer um efeito sobre o equilibrio hormonal e 0 metabolismo, aumentando, assim,

o risco de CDT.

Em 2012, dois outros estudos com grandes casuisticas demonstraram a

associacdo do excesso de peso com canceres da tireoide também. Rinaldi et al



estudaram 343.765 mulheres e 146.824 homens, encontrando entre eles uma
incidéncia de 566 canceres da tireoide. Neste estudo, os autores encontraram uma
associacdao do CDT com o sexo feminino (HR (mais alto vs quintil mais baixo) =
1,41; 1C95% = 1,03-1,94), mas nao significativa para os homens (43). Zhao et al,
em uma meta-analise de cinco estudos, incluindo um total de 8.099.411 individuos
e 5.154 pacientes com CDT, demonstraram que o0 excesso de peso estava
associado com um risco aumentado de CDT (OR = 1,18; 1C95% = 1,11-1,25).
Ambos sobrepeso e obesidade foram fatores de risco para o CDT, embora o
excesso de peso represente um risco ligeiramente menor do que a obesidade (OR
=1,13; IC 95%: 1.04- 1,22 - para sobrepeso e OR = 1,29; IC95% = 1.18- 1,41 para

a obesidade) (44).

Em 2013, Kim et al mostraram que a obesidade ndo apenas estava associada
com um risco aumentado de CDT, mas também podia exercer uma influéncia sobre
a forma como o tumor se desenvolve. Autores relataram que um aumento do IMC
estava associado a PTCs >1 cm (OR = 1,31; p <0,001), invasdo extra-tireoidiana
microscépica (OR= 1,23, p= 0,006), e com estadio TNM avancgado (Il e IV) (OR =
1,30, p =0,003) (45). Neste mesmo ano, Han et al demonstraram que, dentre 15.068
individuos (8491 homens e 6577 mulheres) que passaram por exames de check-up
de saude geral, 1427 passaram por bidpsia de agulha fina (PAAF) por apresentarem
nddulos tireoidianos considerados suspeitos, tedo sido confirmada a presenca de
malignidade em 267 deles. Os canceres de tireoide diagnosticados em mulheres

estiveram associados a IMCs mais altos, sendo que a cada 5 kg/m2 de aumento,



estas mulheres apresentavam 1,63 vezes mais risco de CDT (OR)=1.63, 95% ClI

1.24-2.10, P<0.001).

No ano de 2014, Kitahara et al demonstraram que a altura e o IMC durante a
infancia podem afetar o risco de desenvolvimento do CDT, sugerindo duas
importantes colocacdes: 1) a obesidade realmente nao seria um epifenémeno, mas
sim uma condicdo que propicia o desenvolvimento e/ou crescimento de tumores
tireoidianos; e 2) o controle de fatores de risco como a obesidade, desde a infancia,
pode ser de grande ganho para a vida adulta, prevenindo o aparecimento do CDT
(46). Seguindo este raciocinio, Cham et al compararam o rastreamento de nédulos
tireoidianos em obesos, seguindo diferentes guidelines: realizagdo de ultrassom
(US) em todos os obesos, US nos obesos que tinham nodulos palpaveis e US em
obesos que tinha pelo menos um fator de risco associado (além da obesidade). Os
autores sugeriram que, a presenga da obesidade associada a fatores de risco como
histérico familiar, exposicao a radiagéao, histérico de tireoidite de Hashimoto ou TSH
elevado, deve ser um fator indicativo de necessidade de US cervical, para
rastreamento de nédulos. Comparando custos para o sistema do saude, os autores
concluiram que este tipo de rastreamento de nddulos pode ser de interesse
econdmico, poupando exames desnecessarios em individuos que néo
necessitariam, além de n&o deixar que outros individuos que jamais seriam
diagnosticados figuem sem diagnédstico (47). Ainda no ano de 2014, outro grupo de
autores chineses demonstrou que altos IMCs estavam associados a fatores de

agressividade dos tumores, como comprometimento de linfonodos (p= 0,004),



invasado linfatica (p= 0,003) e aparecimento de mais de um tumor (tumores

multinodulares) (p= 0,008) em pacientes acima de 45 anos de idade (48).

Outros autores tém publicado mais recentemente dados que reforcam a
relacao entre obesidade e CDT, e alguns destes estudos tém se concentrado em
sugerir e compreender as possiveis ligagdes para esta associagdo, tais como
diabetes e/ou resisténcia a insulina (49-51), perfil de citocinas (52-54), dieta (55),
fatores antropométricos (56) e até mesmo variantes genéticas que poderiam

modificar a suscetibilidade aos canceres de tireoide (57).

1.2 — MECANISMOS ENVOLVIDOS NA ASSOCIACAO ENTRE A OBESIDADE E

CDT

Durante muitos anos, o tecido adiposo foi considerado como um mero
depdsito de gordura no organismo. Hoje, o tecido adiposo é entendido como uma
glandula dinamica, e a diversidade de moléculas produzidas pelos adipdcitos inclui
proteinas envolvidas no metabolismo lipidico, na sensibilidade a insulina, no
sistema complemento, na hemostasia vascular, na regulacdo da pressao arterial,
na angiogénese, na regulacéo do balango energético, assim como na inflamacao
(58). O tecido adiposo pode ser considerado como um componente do sistema
imune, uma vez que expressa receptores de muitas moléculas do sistema
imunoldgico, além de produzir moléculas imunes que podem ser liberadas para a

circulacao (59, 60). Essas moléculas podem proporcionar condi¢cées favoraveis que
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dariam suporte a um microambiente imune pré-tumor, 0 que sugere que a
inflamacéo ligada a obesidade pode ser um dos elos de ligacdo entre obesidade e

cancer.

1.2.1 - Inflamacao

Além de adipécitos, o tecido adiposo contém células que sao produtoras
ativas de moléculas que podem influenciar a resposta imune. Com o objetivo de
caracterizar as alteragcées que ocorrem no tecido adiposo com 0 aumento da
adiposidade, Weisberg et al buscaram tracar um perfil de expressao dos transcritos
do tecido adiposo de varios grupos de ratos. Eles descobriram que a expressao de
1304 transcritos se correlacionava significativamente com o IMC e muitos destes
transcritos eram caracteristicos de macrofagos. Estes resultados foram confirmados
por analises imunoistoquimicas do tecido adiposo, que mostraram que a
porcentagem de células que expressavam marcadores de macréfagos era
significativamente e positivamente correlacionada tanto com o tamanho dos
adipdcitos quanto com o IMC, sugerindo uma associacao entre a infiltracdo de

macrofagos e a obesidade (61).

Tem sido proposto, ainda, que os linfécitos T pré-inflamatorios estao
presentes no tecido adiposo visceral e podem contribuir para a ativagao de células
inflamatérias locais, antes do aparecimento de macréfagos, sugerindo que estas
células podem desempenhar um papel importante na iniciacdo e perpetuagéao da

inflamacédo do tecido adiposo (62). Ambos os macréfagos M1 e M2 podem ser
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encontrados no tecido adiposo. M1 sdo macréfagos estimulados por IFN-y ou
lipopolissacarideos e sao capazes de produzir citocinas pré-inflamatérias. Por outro
lado, os macréfagos M2 estao relacionados com a resposta imune humoral e sao
capazes de produzir citocinas anti-inflamatérias, tais como IL-10 (63). Nestas
condicoes, a hipdxia local existente na obesidade pode promover a mudanca de M2
para M1 (64). Curiosamente, estes macréfagos sao responsaveis por quase toda a
expressao de TNF-alfa e de quantidades significativas de iNOS e IL-6 nos tecidos

adiposos (61).

O TNF-alfa € uma citocina que medeia a citotoxicidade de tumor, além de um
potente indutor de crescimento de novos vasos sanguineos (angiogénese) (65). Liu
et al demonstraram que a obesidade induzida por dieta produz uma elevagéao de
TNF-alfa no célon e instiga diversas alteragbes de componentes importantes da via
de sinalizacdo Wnt, que tém uma natureza pré-transformacao, sugerindo que a via
de Wnt seria 0 mecanismo pelo qual a obesidade aumenta o risco de cancer
colorretal (66). O TNF-alfa tem uma acéao anti-proliferativa em uma linhagem celular
humana de CPT, através de um mecanismo mediado por receptores (67), e a
exposigao das linhagens celulares de CPT ao TNF-alfa resultou num aumento da
perda da atividade anti-proliferagéo induzida por TNF-alfa, denominada resisténcia
(68). Provavelmente, a elevada exposicdo ao TNF-alfa fornecida pela obesidade
induz a uma resisténcia a esta molécula, o que facilitaria a progressédo dos tumores

da tireoide.

IL-6 € uma citocina pleiotrdpica. Ela interfere no crescimento e diferenciagéo

e alguns dados sugerem que a IL-6 pode aumentar o risco de certos tipos de
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canceres, como os de mama, do figado, da préstata, do célon, e do esbéfago (69).
No entanto, o papel da IL-6 no CDT ainda é controverso. Usando linhagens
celulares humanas derivadas de cancer de tireoide, Couto et al determinaram que
a sinalizacao de IL-6/gp130/JAK é responsavel pela ativacdo de STAT3. A
deficiéncia de STAT3 levou a formagao de tumores maiores e com mais capacidade
proliferativa, o que sugere que, ao menos nos canceres de tireoide, a STAT3 é
paradoxalmente um regulador negativo do crescimento do tumor (70). Uma
linhagem celular de carcinoma tireoidiano anaplasico secreta niveis elevados de IL-
6 (71). Apesar de ainda serem poucos os estudos que ligam IL-6 diretamente com
o CDT, IL-6 pode ser importante para o microambiente inflamatério na
carcinogénese do CDT, e este microambiente ja tem sido comprovado como fator

que influencia o desenvolvimento e progressao do CDT (72, 73).

Nosso grupo demonstrou que a probabilidade de pacientes com céancer
diferenciado de tireoide e com historia de autoimunidade tireoidiana prévia ou
autoanticorpos antitireoidianos ter um pior progndstico € significativamente menor
do que pacientes sem evidéncia de autoimunidade prévia, sugerindo que a atividade
autoimune contra a glandula tireoide pode exercer um papel de protecdo em
pacientes com céancer diferenciado de tireoide (74). A associacao entre Tireoidite
Linfocitica Cronica/linfocitos/macrofagos e céncer diferenciado de tireoide
permanece controversa e a presenca de TLC nos cancer diferenciado de tireoide é
reportada em uma ampla freqiéncia, variando de 0,5% a 38% (75-79). Alguns
investigadores mostram que a presenga de TLC ou ainda linfocitos infiltrantes de

tumores quando associada ao cancer diferenciado de tireoide imprime a esses
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pacientes um melhor prognéstico e menor agressividade da doengca no momento de
sua apresentacao (80-83). Nosso grupo recentemente estudou o perfil de infiltragéo
de células do sistema imunolégico de pacientes com cancer diferenciado de tireoide
e de pacientes com lesdes benignas da tireoide, demonstrando que os nodulos
tireoidianos malignos ndo apenas tinham maior tendéncia a exibirem diversos tipos
de moléculas do sistema imune, como também a evolucao dos tumores podia estar
associada ao perfil de moléculas que esses tumores expressavam (84, 85). A
infiltracdo de macrofagos foi mais frequente entre as mulheres e foi associada a
sobrevida livre de recidiva. A infiltracdo de linfocitos T citotoxicos se mostrou um
possivel marcador de melhor prognostico. Entretanto, a analise multivariada falhou
em mostrar estas duas células como marcadores independentes do prognéstico
destes pacientes (84).

Desta forma, temos dois fatores amplamente reportados como sendo
relacionados ao CDT (obesidade e inflamagéo), sendo que ambos possuem uma
relacdo muito intima entre si, uma vez que as moléculas de ambos podem ser as
mesmas, como é o0 caso das adipocinas, que nada mais sdo do que citocinas
relacionadas a inflamacao (dentre outras fungdes) que sao encontradas em niveis
diferenciados em individuos obesos. Estas adipocinas e também outras citocinas

séo produzidas no tecido adiposo.

O tecido adiposo, além de contribuir para o armazenamento de energia,
regulacao hormonal dos sistemas homeostaticos, termogénese e protecao de
impacto contra as visceras, tem uma importante funcao endécrina, ja que secreta

uma variedade de proteinas sintetizadas e liberadas pelos adipécitos (Figura 2).
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Figura 2: AlteragGes bioquimicas, fisiolégicas e imunoldgicas da obesidade.

Presentes no tecido adiposo de individuos obesos, macréfagos, células
endoteliais e em menor grau, os adipécitos e outros componentes celulares
produzem varios marcadores inflamatorios circulantes entre eles fatores pro e anti-
inflamatorios, citocinas, fatores de crescimento e proteases que induzem um estado
inflamatorio crénico e resisténcia a insulina. Estas alteragdes vistas em individuos
com aumentado IMC tém um efeito sistémico que incluem complicagées

metabolicas graves e aumentado risco cardiovascular. Fonte: Santos, 2007 (86).

Estas adipocinas tém diferentes funcbes, como: regulacdo de apetite e

balancgo energético, imunidade, sensibilidade a insulina, angiogénese, inflamacgéo e
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resposta de fase aguda, pressdo sanguinea e metabolismo de lipideos (87).
Atualmente sado muitas as pesquisas envolvendo adipocinas como leptina,
adiponectina e resistina, considerando que essas adipocinas possuem relacao
direta com o tecido adiposo e estao diretamente envolvidas em alteragdoes na
resposta imunolégica e na resisténcia insulinica, que podem ser fatores de risco
para diversas doencas associadas a obesidade, como o diabetes. Além disso, outra
proteina que ndo é secretada por adipécitos, porém é bastante importante a

obesidade, a grelina, tem sido demonstrada como importante na progressao de

alguns canceres.

1.2.2 - Adipocinas

O nosso organismo produz citocinas a fim de responder as caracteristicas
agressivas ou nao-préprias a que somos sujeitados. Estas moléculas podem
influenciar a ativagéo, crescimento e diferenciagao de varias células-alvo diferentes.
Adipocinas ou adipocitocinas sdo os nomes dados ao subconjunto de citocinas
produzidas pelo tecido adiposo (73). Elas ndo estao apenas envolvidas na resposta
imune, mas também na regulacdo do apetite e do balango energético, na
sensibilidade a insulina, na angiogénese, e na regulacdo da pressao arterial e do
metabolismo lipidico (88). A obesidade, por si sd, ja esta relacionada com um estado
inflamatério, mas a presenca de resisténcia a insulina pode aumentar esta
inflamacgéo, diminuindo a produgdo de moléculas anti-inflamatérias, tais como a
adiponectina, e produzindo adipocinas pré-inflamatérias, tais como leptina e

resistina, o que conduz a estimulacdo ou bloqueio de varias outras moléculas
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imunolégicas, promovendo, assim, um ambiente 6timo para o crescimento e
desenvolvimento tumoral (64). Seguiremos com uma descricdo das principais
adipocinas incluidas neste estudo. Para fins didaticos, a Grelina foi também

agrupada as adipocinas.

Adiponectina

A adiponectina é uma adipocina com potentes propriedades anti-
inflamatérias. E produzida exclusivamente pelos adipécitos; e fatores pro-
inflamatérios como TNF-alfa, IL-6 e ROS podem exercer um papel regulador em
sua expressao (89). Essa adipocina é capaz de melhorar a sensibilidade a insulina,
influenciar a proliferacéo de células, e regular o equilibrio das moléculas e células
com atividades anti-pro-inflamatorias, como: TNF-alfa, IL-10, macréfagos, células T,
células NK, visando sempre controlar a inflamacéao (90-92). Para desenvolver estas
fungdes, a adiponectina se liga a dois receptores diferentes: AdipoR1 e AdipoR2.
Estes receptores tém um papel importante na melhoria da sinalizagao da insulina
nas células alvo, através do aumento da atividade da AMPK e PPARa e PGC-aq,
também, indiretamente, levando a um reflexo nas vias AKT/mTOR/PISK e MAPK
(Figura 3), j& bem conhecidas pela regulagcdo que exercem no processo de
proliferacao celular (93). Além disso, durante este processo, a adiponectina também
influencia o sistema imunoldgico através da regulacédo de NF-kB (94). Devido as
suas complexas fungdes anti-proliferativas e de contencéao de inflamacéao, tem-se
sugerido que a adiponectina teria propriedades anti-neoplasicas em alguns tipos de

canceres. Nos ultimos anos, diversos autores tém demonstrado a associagao da
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adiponectina com cénceres de: mama, endométrio, préstata, colorretal, figado,
pancreas e canceres gastricos, bem como com alguns tipos de canceres
hematoldgicos, como a leucemia, o linfoma e o mieloma (94). Em 2011, Mitsiades
et al demonstraram que as concentragbes séricas de adiponectina estavam
inversamente correlacionadas com o CDT, sugerindo que esta adipocina exerceria
um efeito protetor contra o desenvolvimento desse tipo de cancer. Além disso, os
autores demonstraram que tecidos da tireoide expressam AdipoR1 e 2, facilitando
a entrada e o funcionamento de adiponectina na tireoide (95), 0 que sugere que nao
apenas a adiponectina é expressa em células da tireoide, mas também & funcional
nelas. Cheng et al, num outro estudo recente, demonstraram que os receptores de
adiponectina podem ser importantes para o CDT. Comparando-se os tecidos de
CPTs primarios com tecidos metastaticos, os autores relataram que 27% dos
tumores primarios expressavam AdipoR1 e 47% expressavam AdipoR2. Quando os
tecidos eram negativos para ambos os receptores, os tumores estavam
significativamente associados com caracteristicas de agressividade tumoral, como:
invasdo extra-tireoidiana, multicentricidade, e estadios TNM mais avangados,
sugerindo que a expressao de receptores de adiponectina estd associada a um

progndstico melhor para os pacientes (53).

A literatura relata, ainda, que pacientes com obesidade e excesso de peso
possuem polimorfismos nos genes da adiponectina e de seus receptores que
podem modular essa expressao (96-98). Dessa forma, sd0 necessarios mais
estudos que nos permitam compreender melhor essa existéncia da adiponectina

nos CDT e possiveis formas de sua regulagao.
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Figura 3. Representacdo das vias moleculares com as quais a adiponectina
interage, destacando-se as vias de AKT, mTOR e AMPK, todas ja bem conhecidas
por terem influéncia na carcinogénese tireoidiana. Fonte: “Adiponectin sensitizes
insulin signaling by reducing p70 S6 kinase-mediated serine phosphorylation of IRS-1”.

Wang et al (99).
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Grelina

A grelina € um hormdnio gastrointestinal que foi primeiramente isolado da
mucosa oxintica do estdbmago. Ela é produzida, predominantemente, pelas células
Gr do trato gastrointestinal, e também em menores quantidades no sistema nervoso
central, rins, placenta e coracdo (100-102). A grelina € um potente estimulador da
liberacdo de GH nas células somatotréficas da hipéfise e do hipotalamo. Além disso,
ela possui outras importantes atividades, incluindo a estimulacdo da secrecao
lactotréfica e corticotréfica, o controle do gasto energético; o controle da secrecao
acida e da motilidade gastrica, a influéncia sobre a fungdo endécrina pancreética e
0 metabolismo da glicose e ainda acdes cardiovasculares e efeitos anti-
proliferativos em células neoplasicas (Figura 4) (100, 103-107). Dentre as acbes
periféricas deste horménio, destacam-se a estimulacdo da secrecdo acida e o

esvaziamento gastrico em humanos (107).

Os efeitos anti-proliferativos da grelina permitem extrapolar que essa
substancia pode exercer agdes anti-neoplasicas, uma vez que receptores
especificos para GHS tém sido encontrados em tecidos tumorais de 6rgaos que nao
tém a expressao desses receptores em condigdes fisioldgicas normais (108). A
grelina nao-acilada, que € a forma que circula em maiores quantidades que a
acilada, nao é a forma que a literatura aponta como a forma ativa. Porém, esta forma
nao-acilada, ndo é biologicamente inativa e cabe a mesma o desempenho de
algumas ac¢oes nao enddcrinas, incluindo o efeito cardioprotetor e as atividades anti-
proliferativas, por intermédio de sua ligacdo a diferentes subtipos de receptores

GHS (os chamados GHSR) (109).
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Na ultima década, a literatura tem mostrado a associacdo da grelina com
alguns tipos de cancer, como: endometrial, pulmao, colorretal, gastrico, préstata,
mama, ovario, renal, testicular e adrenocortical (110-112). Um estudo de 2014
demonstrou que polimorfismos no gene da grelina (GHRL) e no gene que codifica
seu receptor (GHSR) podem reduzir ou aumentar o risco de cancer, dependendo
do alelo herdado. Neste estudo, Pabalan et al realizaram uma meta-analise de seis
estudos, compreendendo um total de 8.430 casos e 14.008 controles, de estudos
casos-controle relacionados a canceres: de mama, eséfago, colorretal e linfoma
nao-Hodgkin. Dois dos polimorfismos analisados no gene GHRL conferiram
protecdao em relacao ao desenvolvimento de cancer, ja um terceiro polimorfismo em
GHRL e um polimorfismo em GHSR aumentaram o risco de desenvolvimento de
cancer de mama (113). Ha ainda estudos relacionando polimorfismos nos genes da
grelina e de seu receptor com maior risco para o excesso de peso e para diabetes
(114-120), porém, até o presente momento, ndo ha dados relacionados as
concentracdes séricas da grelina e/ou polimorfismos relacionados a ela e seu

receptor com os CDTs.
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Figura 4. Principais vias moleculares com as quais a grelina interage e sobre as
quais pode exercer seus efeitos, destacando-se as vias de PI3K/AKT e ERK, que
sdo muito conhecidas por seus efeitos na carcinogénese tireoidiana. Fonte:
“Unraveling the role of the ghrelin gene peptides in the endocrine pancreas”. Granata

etal (121).
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Leptina

A leptina é outra adipocina predominantemente secretada pelo tecido
adiposo, embora também possa ser produzida pelo musculo esquelético, pelo
estbmago e no plasma (122). A leptina é estruturalmente semelhante a outras
citocinas, como IL-2, IL-6, e o fator estimulante de colénias de granuldcitos (G-CSF),
uma caracteristica que faz com que a leptina seja capaz de participar de processos
celulares e organicos semelhantes, como o controle da ingestdo de alimentos
através da sensacao de saciedade; a regulacdo do gasto de energia; a ativagao de
mondcitos e macrofagos; a estimulacdo de VEGF e, portanto, da angiogénese; a
proliferacdo celular; e a supressao de citocinas anti-inflamatérias (88). A indugéo de
respostas de leptina e seus efeitos envolve a sua ligagéo ao receptor b de leptina
(ObR ou LEPR), levando a ativagao de sinais intracelulares através JAK2, STAT3 e
AMPK (88). Estas moléculas, entdo, regulam varias vias de importancia crucial para
os canceres, como a via AKT/mTOR/PI3K e ERK/MAPK, envolvidas no crescimento
e sobrevivéncia celular; COX2, IL-1 e NF-kB, relacionados com a inflamacgéao; e
VEGFs, envolvidos na angiogénese (Figura 5) (123). Assim, a leptina interage com
diversos fatores que participam de diversas etapas da carcinogénese, e sua relacao
com os canceres de mama, préstata, colorretal, hepatocelular, pancreas e pulmao,
bem como com o CDT, tem consistentemente sido demonstrada pela literatura (124,
125). Quanto aos canceres de tireoide, e mais especificamente o CDT, a expressao
de leptina e de LEPR nesses tumores foi demonstrada pela primeira vez por Cheng
et al, que encontraram-nos associados a um alto risco de metastases linfaticas

(126). Outros grupos relataram ainda o envolvimento da leptina na apresentacao
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clinica dos CDTs, e tem sido sugerido que a leptina pode afetar a migracao das
células da tireoide, colaborando para a configuracdo de um progndéstico pior e
desenvolvimento de metastases (52, 55, 127-129). Recentemente, Rehem et al
mostraram que as concentragdes séricas de leptina eram mais altas em pacientes
com CDT quando comparadas a individuos controles e que, pds cirurgia para
remogdo do tumor, esses pacientes apresentavam uma queda bastante
considerada nas concentragdes de leptina, chegando a ficar com menos leptina
disponivel do que os individuos controle (130). Os mecanismos pelos quais essas
concentragdes de leptina se alteram nos pacientes com CDT ainda nao séo

conhecidos.
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Figura 5. Representacdo esquematica mostrando com quais vias
celulares/moleculares a leptina interage e exerce atividades, com destaque para
RAS, RAF, STATS, PI3K e MAPK, todos conhecidos por seus importantes efeitos
nas células tireoidianas, especialmente naquelas em que estdo passando por

transformacdo neoplasica. Fonte: http://www.sigmaaldrich.com/life-science/cell-

biology/obesity-research/learning-center/effects-of-peptides.html. Acesso em:

09/01/2015.

Resistina

A resistina € um adipocina produzida por monécitos e macrofagos humanos,
bem como por adipécitos (88). Ela possui este nome por ter sido, primeiramente,
relacionada a resisténcia a insulina através da supressao da sinalizacdo mediada
por insulina em adipdcitos de ratos (131), mas em humanos essa associa¢gao nem

sempre € verdadeira. Na verdade, em seres humanos, a resistina apresenta

25


http://www.sigmaaldrich.com/life-science/cell-biology/obesity-research/learning-center/effects-of-peptides.html
http://www.sigmaaldrich.com/life-science/cell-biology/obesity-research/learning-center/effects-of-peptides.html

diversas fungdes em eventos anti-apoptéticos, pré-inflamatérios, pré-angiogénicos
e proliferativos (122, 132). As citocinas inflamatorias como IL-1B, IL-6, TNF-alfa, e
LPS podem induzir a expressdo de resistina, mas, inversamente, a resistina
estimula a produgédo de IL-6 e TNF-alfa através da via de sinalizacdo de NF-kB
(Figura 6) (133). Além de sua acao sobre as moléculas do sistema imunolégico, a
resistina também pode ligar-se a RST4, ativando JNK e p38 MAPK, para induzir
resisténcia insulinica (134). Devido a sua capacidade de regular a producao de
moléculas do sistema imunol6gico e de sua regulacao indireta sobre a via da MAPK
e outros eventos de proliferacdo, a resistina tem sido investigada em varios
canceres humanos. Sua expressao tem sido associada ao aumento da proliferacao
do céncer da prostata por estimulagdo da via AKT/mTOR (135). A resistina também
tem sido associada a cancer de mama, do endométrio, colorretal, carcinoma

hepatocelular, pancreético e do pulmao (132, 136-140).
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Figura 6. Esquema demonstrando as mais diversas células e moléculas sobre as
quais a resistina atua, exercendo suas fungdes. Destacamos aqui as moléculas do
sistema imune, as quais exercem regulacao sobre a resistina, mas que também sao
reguladas por ela. Fonte: “The role of resistin as a regulator of inflammation:

Implications for various human pathologies”, Filkova et al (141).
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2 - OBJETIVOS

Neste trabalho objetivamos verificar os perfis antropométrico e molecular
(das adipocinas: adiponectina, leptina, resistina e grelina) de pacientes com
diferentes ndédulos tireoidianos e compara-los aos mesmos perfis de individuos

saudaveis, buscando responder as perguntas:

1) Existe correlagdo entre 0 excesso de peso (sobrepeso e obesidade) e o risco

para o CDT?

2) A correlacdo excesso de peso-CDT influencia alguma caracteristica

clinicopatologica dos pacientes?

3) A correlagcdo excesso de peso-CDT poderia ser explicada por algum fator

nutricional?

4) Os pacientes com CDT (obesos e ndo obesos) possuem concentragdes séricas
de adiponectina, leptina, resitina e grelina significativamente diferentes de
individuos com nédulos benignos e controles? Essas concentracdes séricas podem
ser usadas como marcadores diagndésticos de nddulos tireoidianos malignos e

benignos?

5) As concentracbes séricas das adipocinas se correlacionam com dados

anatomopatoldgicos, clinicos e de evolugao dos pacientes com CDT?
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6) As diferencas nas concentracdes das adipocinas estao relacionadas a heranca
de polimorfismos nos genes que codificam as adipocinas (ADIPOQ, LEP, RETN,

GHRL) e também em seus receptores (ADIPOR1, ADIPOR2, LEPR, GHSR)?
7) O perfil genético das adipocinas e de seus receptores aumenta o risco do CDT?

8) Os genotipos obtidos se correlacionam aos dados anatomopatol6gicos, clinicos

e de evolugao dos pacientes com CDT?

9) A expressao das adipocinas existe também nos tecidos dos tumores tireoidianos

e é produzida por eles?
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3 - CASUISTICA E METODOS

Este estudo foi desenvolvido no Laboratério de Genética Molecular do
Céancer (GEMOCA) da Faculdade de Ciéncias Medicas (FCM) - Universidade
Estadual de Campinas (UNICAMP) e no Laboratério de Investigacdo em
Metabolismo e Diabetes (Limed) da UNICAMP, com a colabora¢do do Ambulatério
de Céancer de Tireoide do HC/UNICAMP, do Servico de Medicina Nuclear do
Hospital da Clinicas (HC-UNICAMP), do Hemocentro - UNICAMP e do Hospital de
Cancer de Barretos (HCB). O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica das duas
instituicbes envolvidas: UNICAMP (705/2008) e Hospital de Cancer de Barretos

(233/2009).

3.1 - CASUISTICA

A populacao estudada foi composta por 200 casos de CDT, 100 de nddulos
benignos e 160 controles. E importante frisar que n&o foi possivel obter material
completo de todos os pacientes e, por isso, em algumas sessdes desta tese sera

encontrada uma variacdo dos N apresentados nesta descrigéo geral.

Para selecao destes grupos, foram considerados fatores de inclusao:

- Para os casos recém-diagnosticados: possuir nddulo tiroidiano que posteriormente

terd anatomopatoldgico (este dado foi adquirido pds-cirurgia, no prontuario)
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- Para os casos vindos do Servico de Medicina Nuclear: possuir historico de nédulo
tiroidiano com evidéncias de doenca ativa a época da coleta (Tiroglobulina elevada

acima de 2mg/ml, indicagao de Radioiodoterapia (RIT).

Todos os pacientes seguiram protocolo padrdo, ja estabelecido nas
instituicdes participantes: em todos os pacientes foi realizada a tireoidectomia total
ou subtotal, com ou sem ressecc¢ao dos linfonodos cervicais regionais (de acordo
com exame fisico e ultrasonografias realizados no pré-operatério ou se linfonodos
sao visualizados no intra-operatério). Apdés 6 a 8 semanas da cirurgia foi realizada
uma pesquisa de corpo inteiro (PCl), para a deteccao de restos tireoidianos locais
e/ou metastases regionais ou a distancia. Cerca de 3 a 8 semanas apods a PCl,
todos os pacientes recebem uma dose minima ablativa de radioiodo (RIT) de 100
mCi quando apresentam apenas restos locais. Em seguida, foi iniciada a reposicao
hormonal com levotiroxina em doses suficientes para a supressdo do TSH até
concentracdes indetectaveis (inferiores a 0,01 mU/l). Caso a Tg apresente elevagao
da concentracao sérica, procede-se uma investigacao para a deteccao de possiveis
recidivas locais ou metastases linfonodais ou a distancia, com exame fisico, USG
e/ou nova PCI. Se a PCI for positiva e/ou, se a tireoglobulina se elevar acima de 5
ng/ml, o paciente é diretamente encaminhado para nova dose terapéutica de
radioiodo. Ja se a PCI for negativa e a tireoglobulina nao se elevar acima de 2 ng/l
, 0S pacientes apenas sao seguidos com a realizacao de exames de sangue de
rotina a cada 4 meses e, apdés 3 anos, a cada 6 meses. No caso de a PClI ter
resultado negativo, apesar da elevacédo da Tg nos valores entre 2 e 5, procede-se

também uma investigacao para descartar possiveis recidivas locais ou metastases.
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De acordo com os resultados, pode-se apenas seguir o paciente e reavalia-lo apds

6-12 meses ou encaminha-lo a RIT.

O grupo controle contemplou individuos sem histérico de cancer e nédulos
de tireoide, pareados para sexo, idade, etnia e IMC com o grupo alvo da pesquisa
(pacientes com CDT), selecionados da regidao de Campinas. Foi obtido um histérico
pessoal deste grupo, incluindo: fatores demograficos, étnicos, estilo de vida, habitos
alimentares, tabagismo, condi¢des gerais de saude, histérico de doencas e fatores
nutricionais. O pareamento com o grupo de pacientes estudados admitiu pequenas
variagdes: em relacao a idade foi admitida uma variacao de até 2 anos para mais
ou menos em relacdo ao caso estudado, o IMC tinha que estar na mesma faixa,
porém, variacoes dentro de cada faixa eram aceitas. Os individuos controles tiveram
sangue coletado a fim de analisar as concentracdes séricas das adipocinas e
também as genotipagens dos genes que codificam as adipocinas e também seus

receptores.

E importante frisar que foram selecionados pacientes com nédulos benignos
e CDT de todas as faixas de IMC, que passaram por coletas de sangue, medi¢des
antropométricas, e que foram submetidos a entrevista similar a realizada com os
individuos controle no que dizia respeito a seus habitos alimentares, qualidade de
vida e habitos de rotina. Além disso, desses pacientes também foi obtido material
tireoidiano, para que pudéssemos realizar os estudos do perfil genético dos

mesmos.
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3.1.1 - Obtencao de dados antropométricos e clinico-patoldgicos da casuistica

A obtencao de medidas antropométricas compreendeu 0s seguintes passos:
a) mensuragao de peso: realizada através de uma balancga calibrada com diviséo
de 100g, com os individuos vestindo roupas leves e sem sapatos; b) determinacéo
da altura: obtida utilizando estadiémetro conectado a balanga com divisdao de 1 mm.
O individuo devia estar sem sapatos, de costas para o estadiémetro. O indice de
Massa Corpérea (IMC) - divisdo do peso corporal em quilogramas pelo quadrado
da altura em metros (Kg/m?) — tem sido utilizado para definir clinicamente a
obesidade (142) e foi calculado pela divisdo do peso, em quilos, pela altura, em
metros, ao quadrado. A Organizacao Mundial da Saude (143), bem como o National
Institute of Health (NIH), classificam individuos com o IMC entre 18,5-24 Kg/m?
como Eutréficos, IMC entre 25-29,9 Kg/m? como Sobrepeso e aqueles com o IMC
maior que 30 Kg/m? como Obesos (144). Todos os pacientes possuem pastas de
registro nos arquivos dos hospitais e ambulatérios, onde pudemos encontrar os

dados patoldgicos e clinicos de evolugcao para atualizar os dados.

3.2 - ENZYME LINKED IMMUNOSORBENT ASSAY (ELISA)

Para o estudo das proteinas Adiponectina, Leptina, Resistina e Grelina
utilizamos a técnica de ELISA, que se baseia na interacao anticorpo-antigeno. Esta
interacdo produz uma fluorescéncia na presenca de um substrato, fazendo com que
seja possivel que a leitora capte a quantidade de coloracdo emitida e, assim,

consiga “quantificar” a proteina desejada.
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As dosagens das adipocinas estudadas foram realizadas no Laboratorio
Limed no Gastrocentro da UNICAMP, sob coordenacao do Prof Dr Bruno Geloneze,
que ja possui vasta experiéncia nesta técnica. A concentracdo plasmatica das
adipocinas foi determinada através do método ELISA colorimétrico, seguindo as
especificacdes correspondentes aos Kits (R&D System). Todos os reagentes
necessarios para a realizacdo das dosagens foram deixados em temperatura

ambiente antes de usa-los.

3.2.1 - Protocolo Geral ELISA

O protocolo geral ELISA foi muito similar ao utilizado para todas as proteinas:
Foi adicionado 100uL das amostras ou padrbes no reagente diluente, ou diluente
apropriado, por pogo, cobrindo com filme e encubando por 2 horas em temperatura
ambiente. Apds essa etapa a placa foi aspirada e lavada novamente. No préximo
passo foi adicionado 100uL de solugao substrato em cada pogo, encubando a placa
por 20 minutos em temperatura ambiente protegida da luz. Posteriormente,
adicionou 50uL de solugcdo stop em cada pogo e movimentou levemente a placa
para garantir a mistura dos reagentes. Foi determinada a densidade ética de cada

poco imediatamente usando o leitor da microplaca.
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3.3 - ESTUDO DOS POLIMORFISMOS NOS GENES DAS ADIPOCINAS E SEUS

RECEPTORES: TAQMAN SNP GENOTYPING

Utilizamos o TagMan SNP Genotyping (7500 Real Time PCR Systems). Tal
técnica tem como base a estabilidade térmica do DNA de dupla fita. Em condi¢bes
de alta estringéncia, essa estabilidade é suficiente para distinguir entre pares de
sonda — DNA-alvo perfeitos e imperfeitos. A hibridizagdo s6 acontece se ocorrer
pareamento perfeito entre sonda e DNA-alvo. Assim, podem ser construidas sondas
especificas para cada alelo (as sondas utilizadas nesta tese estdo no quadro
abaixo). O ensaio para genotipagem de TagMan® SNP Genotyping (Applied
Biosystems, CA), constitui uma combinagdo da hibridizagdo e da atividade
exonucleasica 5’ da DNA polimerase, acoplada a deteccao de fluorescéncia. Para
a realizagdo dessa técnica é necessaria a extracdo de DNA do tecido a ser
verificado para posterior amplificacdo deste DNA pela técnica de Tagman SNP

Genotyping, mais detalhadas a seguir.

Os polimorfismos escolhidos para este estudo tratavam-se de Polimorfismo
de nucleotideo unico ou polimorfismo de nucleotideo simples (SNP), que ja tinham
descricao na literatura de associacdo com ao menos dois dos fatores (que sao
fatores potencialmente associados ao CDT): obesidade, IMC, resisténcia insulinica,
inflamacédo, doencas inflamatoérias, doencas autoimunes, cancer. Os SNPS
escolhidos seguindo esta descricdo estao listados no quadro abaixo, o qual contém
as informacdes do gene-alvo, o numero RS do SNP e o numero do assay comercial

Tagman utilizado para o estudo dos genotipos.
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Quadro 1. Genes incluidos no estudo, SNPs selecionados e especificacdo do assay

utilizado para a genotipagem dos SNPs.

Genes N2 RS N2 Assay
TaqMan
Receptor de Leptina (LEPR)
1137101 C__ 8722581_10
1137100 C__ 518168 20
8179183 C__ 8722378 10
Leptina (LEP)
7799039 C__ 1328079_10
2167270 C__ 15966471_20
Grelina (GHRL)
27647 C___3151005_10
26802 C__3151004_10
696217 C__ 3151003_20
4684677 C__ 25607748_10
35683 C__ 931170_10
Receptor de Grelina (GHSR)
2232165 C__ 15857645_10
2232169 C__ 15857624_10
572169 C___1079489_20
Resistina (RTN)
1862513 C__ 1394112_10
3745367 C__ 1394113_10
3745369 C__ 11510413_30
Adiponectina (ADIPOQ)
3774262 C__ 27482668_10
1063539 C__ 1486290_10
12629945 C__ 8288583_10
1501299 C__ 7497299 10
Receptor de
Adiponectina 1 (ADIPOR1)
2232853 C__ 198957 10
12733285 C__ 26186730_10
1342387 C__ 37350_10
Receptor de
Adiponectina 2 (ADIPOR2)
767870 C__ 2295608_10
1058322 C__ 7561787_10
1044471 C__ 7561799_10
11061946 C__ 31556151_10
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3.3.1 - Extracao de DNA de leucocitos

A extracdo do DNA de sangue periféerico foi iniciada pela lise de hemacias,
utilizando tampéao de lise de hemacias e posterior lise de leucocitos com respectivo
tampao de lise de leucécitos e SDS (Dodecil Sulfato de Sédio) seguindo-se
incubacéo a 37°C durante 30 minutos. Seguiu-se a extragdo com protocolo de fenol-
cloroférmio adaptado pelo nosso grupo ha anos. Os produtos de extracao obtidos
pelos procedimentos de extragdo foram avaliados e quantificados com o auxilio de

espectrofotometria.

3.3.2 Genotipagem dos SNPs selecionados por Tagman SNP Genotyping

Para a verificagdo da presenca ou auséncia dos polimorfismos, utilizou-se o
TagMan® SNP Genotyping (7500 Real Time PCR Systems). A probe e os primers
foram adquiridos pela TagMan® SNP Genotyping (Applied Biosystems, CA). O
volume utilizado na solucéao foi de 25ul, contendo 20ng de DNA da amostra, 12,5ul
de Tagman universal PCR Master Mix (concentragao final 1X), 0,625ul do ensaio
(sonda e primers) para a concentragao de 40x (concentracéo final de 1x) e 8,875l
de agua milli-Q. Os seguintes ciclos foram utilizados na PCR: a fase inicial de
desnaturacao foi de dez minutos a 95°C, seguida por 50 ciclos de 92°C por 15
segundos, 60°C por 90 segundos. O software utilizado para a analise foi “Sequence

Detection Software”, versado 1.3 (Applied Biosystems, CA).
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3.4 - ANALISE DA EXPRESSAO DE RNAm DAS ADIPOCINAS E SEUS

RECEPTORES

Para que se faca a analise da expressdo do RNAm, é necessaria a extragao
do RNA do tecido de interesse, seguida de sintese de cDNA e, entdo, as PCR
quantitativas (qPCR) a fim de determinar as quantidades de RNAm que estao sendo

sintetizadas naquele tecido. Estes passos sdo melhor explicados a seguir.

As reagdes de gPCR em tempo real foram realizadas utilizando-se o sistema
TagMan™ (Applied Biosystems), que é constituido por um par de primers e uma
sonda marcada com um fluoréforo. Desta maneira a expressao génica é calculada
através da quantidade de fluorescéncia emitida em cada reacao. Os genes GAPDH
e B-actina foram testados e 0 GAPDH foi selecionado o melhor controle endégeno

da reacéo.

Para estudo dos genes e seus receptores, utilizamos os assays constantes

no quadro 3, ja inventoriados pela empresa Applied Biosystems.
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Quadro 3. Genes e os assays comerciais utilizados para estudo do RNAm destes

genes.

Genes N2 Assay

TaqMan expression

Receptor de Leptina
Hs00174497_m1

Leptina
Hs00174877_m1

Grelina
Hs01074053_m1

Receptor de Grelina
Hs00269780_s1
Resistina
Hs00220767_m1

Adiponectina
Hs00605917_m1

Receptor de Adiponectina 1
Hs01114951_m1

Receptor de Adiponectina 2
Hs00226105_m1

3.4.1 — Extracao de RNA de tecido tireoidiano

Foi feita extragdo de RNA total do tecido tireoidiano, segundo método do

reagente Trizol (Invitrogen Corporation, CA, USA).
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3.4.2 — Sintese do cDNA

O cDNA foi obtido através do kit SuperScript First-Strand — Synthesis System
for RT-PCR, seguindo as orientagcdes do fabricante, e sendo a concentragao final
do cDNA de 3,0 ug. Este cDNA foi diluido segundo a concentragédo necessaria para
a amplificacao eficiente de cada gene, sendo esta eficiéncia verificada segundo

método descrito abaixo.

3.4.3 — PCR quantitativa em tempo real (qQPCR)

A sonda do GAPDH esta marcada com o fluoréforo FAM, assim como os
primers para 0s genes-alvo estdo marcado com o fluoréforo FAM, sendo que no

software utilizado marcamos no equipamento qual € o gene alvo e qual o controle.

Antes de se iniciarem os experimentos de quantificagcao relativa da expresséo
de qualquer gene, realizamos a validacdo do sistema gene alvo com os controles
enddgenos. As eficiéncias de amplificacdo dos genes devem estar proximas a
100%. Esse passo é essencial para que o controle endégeno possa ser utilizado

para normalizar os valores de expressao relativa do gene de interesse.

Validacao da eficiéncia dos genes de interesse

A validagdo consistiu na amplificagcdo, tanto com os primers dos genes de
interesse quanto com o do controle endbégeno, dos cDNAs de triplicatas de

concentracdes diferentes (diluicbes seriadas) de um “pool” de tecidos tireoidianos.
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Em seguida, foi construida uma curva padrao a partir do logaritmo da concentracao
das amostras pelo Ct [ Threshold Cycle: ciclo em que cada curva de amplificacdo
atravessa o limiar de detecgéo ( Threshold), o qual é definido arbitrariamente]. Nessa
curva, foram obtidos os valores da inclinacao (slope) da curva e da confiabilidade
das réplicas (R2). Dessa forma, a eficiéncia do um sistema foi calculada através da
formula: E = 10¢"/slore)-1, Para a placa de validagdo do gene, foram feitas triplicatas

de uma amostra de cDNA em 7 concentragdes diferentes (diluicbes seriadas de 2x).

Apés o célculo das eficiéncias de amplificacdo de cada gene de interesse e
do controle enddgeno, foi construido um gréafico de dispersdo, o qual tem por
finalidade definir qual é a amplitude de concentragdes para as quais o sistema é

eficiente.

Quantificacao relativa dos genes das adipocinas

Para a quantificacao relativa dos genes em estudo, as rea¢cdes de PCR em
tempo real foram realizadas em triplicata a partir de: 6,25uL de TagMan Universal
PCR Master Mix (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) 2x, 0,625uL da solugao
de primers e sonda, 1,625uL de agua e 4,0uL de cDNA (na concentragdo adequada
indicada pela validacéo), sendo que no controle negativo, foi adicionado 4,0 pl de
agua ao invés do cDNA. As condi¢des de ciclagem utilizadas foram: 50°C por 2
minutos, 95°C por 10 minutos e 40 ciclos de 95°C por 15 segundos e 60°C por 1
minuto. Os valores da expressdo génica relativa foram obtidos pela analise dos

resultados no programa 7500 System SDS Software (Applied Biosystems, Foster
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City, CA, USA). No programa InStat foram realizados os testes estatisticos two-way
ANOVA com replicagdo (analise de variancia) e Kruskal-Wallis para verificar se

havia diferencga significativa na expressao do gene de interesse.

3.5- Metodologia Estatistica

A analise estatistica foi realizada através do Statistical Package for the Social

Sciences (SPSS) ® software, versédo 13.0.

Para a construcao do grafico de eficiéncia das PCRs quantitativas, foram
utilizados os mesmos valores de logaritmo da concentracao das amostras no eixo
X e a diferenca entre as médias dos Cts dos controles endégenos e as médias dos
Cts do gene de interesse para cada concentracao no eixo Y. A seguir, obteve-se
uma linha de tendéncia para estes valores, a qual possui uma equacgao de reta na
qual é possivel verificar o valor da inclinacao desta reta. Para que um sistema seja
considerado eficiente, o valor da inclinagdo deve ser menor que 0,1 (quanto mais
préximo de zero for este valor, menor € a inclinacdo da curva e, portanto, mais
constante é a diferenca entre as médias dos Cts do gene de interesse e do controle
enddgeno). Os pontos no gréfico, correspondentes as concentragdes, que estavam
mais proximos a linha de tendéncia foram considerados validados (o sistema tem

100% de eficiéncia nestas concentragdes).

A sobrevida livre de recorréncia foi calculada utilizando-se curvas de
sobrevivéncia de Kaplan-Meier, com analise de log-rank. Ja a andlise nao

paramétrica foi realizada utilizando o Teste Exato de Fisher ou Qui-quadrado. Um
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modelo de regressao logistica multivariada foi aplicado usando as caracteristicas
clinicas e anatomopatolégicas como varidveis dependentes e as variaveis
estudadas relativas as adipocinas como variaveis explanatérias. O teste de Mann-
Whitney foi utilizado para comparar medidas continuas entre dois grupos cuja
variavel nao apresentava distribuicdo normal; Kruskal-Wallis foi utilizado para
comparar trés ou mais grupos cujas variaveis nao apresentaram distribuicdo normal.
Teste T ou teste ANOVA foram utilizados para variaveis que apresentavam

distribuicdo normal, comparando dois ou trés ou mais grupos, respectivamente.
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4 - RESULTADOS

4.1 - EXCESSO DE PESO E CDT

Para verificar a relacao do excesso de peso (sobrepeso e obesidade) com o
CDT, estudamos 115 pacientes e 103 controles. As principais caracteristicas
referentes a estes grupos podem ser observadas na Tabela 1. Observamos que o
excesso de peso foi mais frequente em pacientes com CDT (59,14%) do que no
grupo controle (29,13%), aumentando consideravelmente o risco de CDT (OR =
3,787; 1C95% = 1,115-6,814; p <0,0001). Quando realizamos a andlise estatistica
de acordo com o género, foi evidenciado que o aumento do risco de CDT associado
ao excesso de peso foi significativo nas mulheres (OR = 1,925; 1C95% = 1,110-

3,338; p = 0,0259), mas ndo em homens (p = 0,3498).
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Tabela 1. Caracteristicas clinicas dos individuos incluidos neste estudo.

CDT CONTROLES Valor
N % N % dep
IMC
Eutréficos 47 40,87 73 70,87 <0,0001
Sobrepeso 32 27,83 20 19,42
Obesos 36 31,30 10 9,71
Idade
<45 anos 88 76,52 86 83,50 0,2003
245 anos 27 23,48 17 16,50
Genero
Masculino 24 20,87 31 69,90 0,1173
Feminino 91 79,13 72 30,10
Etnia
Brancos 108 93,91 99 96,12 0,4581
Nao-brancos 7 6,09 4 3,88
Tabagismo
Fumantes 46 40,00 37 35,92 0,5359
Nunca fumaram 69 60,00 66 64,08
Etilismo
Sim 15 13,04 32 31,07 0,0012
Nao 100 86,96 71 68,93
Atividade Fisica
Sim 89 77,39 72 69,90 0,2091
Nao 26 22,61 31 30,10

45



4.2 - DIETA E CDT

Além do padrdo alimentar classico brasileiro, baseado principalmente no
tradicional arroz e feijdo, nossa populagdo consumiu um padrdo misto de
alimentacgao, incluindo pelo menos 10 grupos de alimentos, dentre eles: carnes;
aves e ovos; raizes tuberosas (principalmente batatas, mas também de inhame,
batata-doce, beterraba); frutas; cocos; paes; produtos doces industrializados; bolos
e biscoitos; bebidas doces (refrigerantes, sucos e outros); farinhas (trigo, mandioca
e farinha de milho); 6leos; manteiga e margarina (145). Os individuos com excesso
de peso (sobrepeso e obesidade) consumiam carboidratos, proteinas e gorduras

em excesso quando comparados a individuos eutroficos.

A Tabela 2 mostra o perfil da populacdo estudada no que diz respeito a
ingestao calérica. O consumo excessivo de calorias foi mais frequente em pacientes
com CDT (70,43%) do que nos controles (25,24%). Os pacientes que consumiam
uma quantidade excessiva de calorias apresentaram um risco quase seis vezes

maior de desenvolver CDT (OR = 5,890; 95% CI = 3,124-11,103; p <0,0001).
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Tabela 2. Distribuicao da ingestdo calérica nos grupos de CDTs e controles,
considerando suas necessidades individuais, de acordo com as recomendacoes da

OMS. As comparacgoes foram ajustadas para etilismo e IMC.

Ingestao caldrica CDT Controles Valor de OR 95%ClI
N % N % P

Insuficiente(<90%) 1 0,87 15 14,56 0,0283* 10,194 1,279-
81,233

Adequada (90- 33 28,7 62 60,19 <0,0001" 5,890 3,124-
110%) 11,103
Excessiva 81 70,43 26 25,24 <0,0001* 60,038 7,460-
(>110%) 483,182

*= A x E - Adequada versus Excessiva; *= E x | - Excessiva versus Insuficiente; #=
A x | - Adequada versus Insuficiente

A Tabela 3 resume o perfil alimentar de pacientes com CDT comparados com
os individuos-controle. Identificamos que o consumo acima do recomendado pela
OMS, tanto de proteinas quanto de carboidratos, esteve associado com a
suscetibilidade ao CDT (OR = 4,601; 1C95% = 1,634-12,954; p = 0,0039 e OR =
4,905; 1C95% = 2,593-9,278; p <0,0001, respectivamente), enquanto o consumo de
lipidios ndo pareceu ser um fator de risco para CDT (p = 0,8491). Nao encontramos
associacao entre a ingestao de carboidratos refinados e mais complexos com o
risco para CDT (p = 0,7223). A ingestado de fibras foi considerada inadequada em
ambos os grupos estudados, e também néo influenciou o risco de CDT (p = 0,5932),
assim como a atividade fisica (p = 0,2531), que foi insuficiente em ambos os grupos:
74% dos casos e 72% dos controles afirmaram nao praticar qualquer tipo de

atividade fisica regularmente.
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Tabela 3. Porcentagens da contribuicdo energética de macronutrientes da dieta, de
acordo com as recomendacdes da OMS, em pacientes com CDT e em controles.

As comparacgdes foram ajustadas para etilismo e IMC.

Porcentagem da contribuicao CDT Controles Valor
energética de de OR 95%ClI
macronutrientes N % N % P

Carboidratos
Adequada (<55%) 36 31,30 57 55,34 0,0783* 2,632 0,896-

7,731

Excessiva (55% - 75%) 74 64,35 25 24,27 <,0001" 4,905 2,593-
9,278

Insuficiente (>75%) 5 4,35 21 20,39 <,0001* 12,910 4,308-
38,690

Lipidios

Adequada (<15%) 76 66,09 63 61,17 0,0280 3,885 1,158-
# 13,028

Excessiva (15% - 30%) 35 30,43 29 28,16 0,8491° 0,942 0,511-
1,737

Insuficiente (>30%) 4 3,48 11 10,68 0,0440 3,661 1,036-
¥ 12,937

Proteinas

Adequada (<10%) 87 75,65 83 80,58 0,0085* 4,733 1,487-
15,067

Excessiva (10% - 15%) 24 20,87 5 4,85 0,0039° 4,601 1,634-
12,954

Insuficiente (>15%) 4 3,48 15 14,56 <,0001* 21,777 4,887-
97,044

Consumo de fibras

Adequada (20 —30g) 44 38,26 44 42,72 0,5932* 1,164 0,667-
2,028

Insuficiente (<20g) 71 61,74 59 57,28

*= A x E - Adequado versus Excessivo; *= E x | - Excessivo versus Insuficiente; #= Ax | -
Adequado versus Insuficiente
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Estes resultados, referentes a relagdo do excesso de peso e obesidade com
o CDT foram publicados no artigo: “Obesity and excess protein and carbohydrate
consumption are risk factors for thyroid cancer”’,no periédico Nutrition and Cancer
(Fator de Impacto em 2013 = 2,635), em novembro de 2012 (146). A primeira pagina

desta publicacao pode ser encontrada nos anexos desta tese

4.3 - ANALISES SERICAS - ELISA

Foram analisadas as concentracdes circulantes de adiponectina, leptina,
resistina e grelina em 74 pacientes com cancer diferenciado da tireoide (CDT) (10
homens e 64 mulheres, 40.21 + 13.24 anos de idade), sendo: 42 Carcinomas
Papiliferos de forma Classica (CPTC), 25 Carcinomas Papiliferos Variante folicular
(CPTVF), 7 Carcinomas Foliculares (CFT) , cuidadosamente pareados com 55
pacientes com nodulos benignos (6 homens e 49 mulheres, 49.43 + 14.55 anos de
idade), sendo: 49 bdcios e 6 Adenomas Foliculares (AF). As concentracdes séricas
de adiponectina, leptina, resistina e grelina distinguiram lesdes benignas de nédulos
malignos com 76%, 100%, 100% e 96% de acuracia, respectivamente; além de
apresentarem outros excelentes parametros como teste diagnostico, como alta
especificidade, Valor Preditivo Positivo (VPP) e Valor Preditivo Negativo (VPN)

(Tabela 4).
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Tabela 4. Valores obtidos pelas curvas ROC da comparacao entre malignos vs

benignos
Adiponectina Leptina Resistina Grelina

Cutoff 3,27 7,24 7,21 114,33
Area sob a curva 0,7622 1,000 1,000 0,950
(AUC)
Intervalo de 0,525 a0,713 0,968 a 1,000 0,967 a 1,000 0,893 a 0,982
Confianca 95%
P 0,0342 0,000 0,000 0,0001
Sensibilidade 89% 100% 100% 93%
Especificidade 53% 100% 100% 100%
VPP 76% 100% 100% 100%
VPN 73% 100% 100% 89%
Acuracia 76% 100% 100% 96%

As concentragbes séricas de resistina foram maiores nos nédulos malignos
do que nas lesbes benignas (p<0.0001). Também foram encontradas
concentracdes de leptina mais altas em pacientes com CDT do que nos pacientes
com ndédulos benignos (p<0.0001). J& as concentracdes de adiponectina e grelina
foram significativamente menores em CDT quando comparadas com pacientes que

apresentaram lesdes benignas (p<0.0001) (Figura 7).
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Figura 7. Box plot com as concentra¢des de cada uma das adipocinas em
pacientes com CDT comparando-as com as concentragées encontradas em

portadores de nédulos benignos.

As medias de expressdao dessas adipocinas foram Uteis, ainda, na
diferenciacao dos subtipos de tumores malignos e benignos, auxiliando na
identificacao de lesbes de padrao folicular, os grandes desafios para os patologistas

atualmente, como € possivel visualizarmos na Tabela 5.

Em relacdo as concentragbes das adipocinas e sua possivel relagdo com

caracteristicas de agressividade tumoral, tumores mais invasivos apresentaram
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menores niveis de adiponectina (2.19+0.79 ug/ml) quando comparado com tumores
que nao tiveram invasao de tecidos extratireoidianos (2.76+0.68 pug/ml; p=0.002).
Nao foram observadas outras associagcdes entre caracteristicas clinico patolégicas

e as citocinas (Tabela 6).
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Tabela 5. Comparacdes de diferentes tipos histopatologicos de acordo com a expressao média de adiponectina, leptina, resistina e grelina

Grupos

K Adiponectina P-value Leptina P-value Resitina P-value Grelina P-value

analisados

Malignos vs 2,42+0.86 vs 9.89+0.63 vs 14.78+1.63 vs 85.19+25.07 vs

benignos 3.05+1.78 <0.001 1.9240.69 <0.001 1.89+0.72 <0.001 174.02+18.74 <0001

L 2.37+0.51 vs 9.69+0.89 vs 14.68+2.22 vs 88.85+22.44 vs

CPTCvsbocio " 5s N.S. 1.88+0.73 <0.001 1.80+0.75 <0.001 1326142007 <001
2.37+0.51 vs 9.69+0.89 vs 14.68+2.22 vs 88.85+22.44 vs

CPTC vs AF 4.66+1.74 N.S. 2.11+0.47 <0.01 2.33+0.30 N.S. 141.06+7.16 <0.01
2.37+0.51 vs 9.69+0.89 vs 14.68+2.22 vs 88.85+22.44 vs

CPTCvsCFT 08.0.62 N.S. 9.49+0.50 N.S. 14.94+1.02 N.S. 787251438 S

CPTVF vs 2.15+0.88 vs NS 10026057 vs 14.42:2.06vs | o 86.41+2255vs o

CPTC 2.37+0.51 > 9.69+0.89 > 14.68+2.22 > 88.85+22.44 >

CPTVF vs 2.15+0.88 vs 10.02+0.57 vs 14.4242.06 vs 86.41+22.55 vs

bécio 2.73+1.63 N.S. 1.88+0.73 <0.001 1.80+0.75 <0.001 1326142007 <0001
2.15+0.88 vs 10.02+0.57 vs 14.42+2.06 vs 86.41+22.55 vs

CPTVF vs AF 4.66+1.74 <0.05 2.11+0.47 <0.001 2.33+0.30 N.S. 141.06+7.16 <0.001
2.15+0.88 vs 10.02+0.57 vs 14.4242.06 vs 86.41+22.55 vs

CPTVF vsCFT 08.0.62 N.S. 9.49+0.50 N.S. 14.94+1.02 N.S. 787251438 S
3.08+0.62 vs 9.49+0.50 vs 14.94+1.02 vs 78.72+14.38 vs

CFT vs AF 4.66+1.74 N.S. 2.11+0.47 <0.001 2.33+0.30 N.S. 141.06+7.16 <0.001
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Tabela 6. Caracteristicas clinicas de pacientes com CDT de acordo com a expressao de adiponectina, leptina, resistina e grelina.

Caracteristicas clinico patologicas (N) Adiponectina p Leptina p Resistina p Grelina P-value
Idade ao diagnostico (67)
<45 2.30+0.81 0.07 9.81+0.58 N.S. 14.80+1.50 N.S. 82.85+22.083  N.S.
>45 2.74+0.96 10.07+0.80 14.68+2.20 92.61+33.67
Sexo (67)
Masculino 2.45+0.84 N.S. 9.88+0.60 N.S. 14.70+1.67 N.S. 82.10+17.08  N.S.
Feminino 2.17+0.92 9.90+0.80 15.24+1.27 101.89+49.63
Tabagismo (65)
Fumante 2.25+0.96 N.S. 9.98+0.76 N.S. 15.07+1.05 N.S. 76.37+6.97 N.S.
Nunca fumou 2.50+0.81 9.82+0.58 14.59+1.82 88.78+29.42
Tamanho tumoral (60)
<2cm 2.49+0.91 9.99+0.58 14.52+2.10 82.71+18.14
2-4cm 2.25+0.79 N.S. 9.73+0.77 N.S. 15.01+1.18 N.S. 84.12+26.03 N.S.
>4cm 2.76+0.64 9.95+0.38 14.93+1.04 87.35+21.35
Invasao extratireoidiana (45)
Sim 2.19+0.79 0.02 9.94+0.70 N.S. 14.89+1.65 N.S. 87.09+30.77 N.S.
Nao 2.76+0.68 9.87+0.62 14.98+1.42 79.90+11.59
Capsula (35)
Sim 2.54+0.72 N.S. 9.80+0.76 N.S. 14.29+1.43 N.S. 75.84+6.56 N.S.
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Multifocalidade (58)

Sim
Nao
Metastases ao diagnostic (67)
Presente
Ausente
Tireoidite (40)
Presente
Ausente
Evolucao (67)

Livre de doenca

Recorréncia

2.36+0.90

2.31+0.98
2.69+0.61

2.27+0.64
2.49+0.87

2.68+0.97
2.25+0.77

2.45+0.78
2.18+1.26

N.S.

N.S.

0.06

N.S.

9.96+0.57

9.82+0.67
9.88+0.65

9.86+0.83
9.89+0.58

9.96+0.64
9.84+0.39

9.88+0.61
9.89+0.82

N.S.

N.S.

N.S.

N.S.

14.92+1.51

14.40+2.03
14.91+1.04

14.96+1.22
14.7441.74

14.73+0.88
14.59+2.71

14.81+1.74
14.62+0.90

N.S.

N.S.

0.08

N.S.

90.51+34.17

84.44+25.57
85.95+27.76

97.98+42.86
82.10+17.09

86.47+28.50
93.14+34.19

85.51+26.35
83.82+18.82

N.S.

N.S.

N.S.

N.S.
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4.4 - ANALISE DO PERFIL GENOTIPICO DE ADIPOQ, ADIPOR1, ADIPOR?2,

LEP, LEPR, RTN, GHRL, GHSR

4.4.1 Genétipos e suscetibilidade ao CDT

Dos 21 polimorfismos estudados, apenas 3 aumentaram o risco para o CDT:
GHSR rs2232165, LEP rs7799039 e LEPR rs1137101. O genétipo GG de LEP
rs7799039 foi ligeiramente maior entre os controles (51,5%) do que entre os casos
(38,1%; Qui-quadrado=4,895; p=0,087). A andlise de regressao logistica multipla
ajustada para sexo, idade, etnia, tabagismo e IMC mostrou que o gendtipo AG de
LEP rs7799039 foi um risco independente para o CDT (OR=11,689; p=0,0183;
IC95%= 1,516-90,119). Da mesma forma, os genétipos AG e GG do gene LEPR
rs1137101 representaram riscos independentes para o CDT (respectivamente
OR=3,747; p=0,027; 1C95%= 1,161-12,092 e OR=5,437; p=0,013; IC95%= 1,426-
20,729, respectivamente). As distribuicdes dos gendtipos de LEP rs7799039 e

LEPRrs1137101 podem ser visualizadas nas Figuras 8 e 9.
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Figura 8: Distribuicdo dos genoétipos entre controles e pacientes com CDT.
Polimorfismos LEP rs7799039.
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Figura 9: Distribuicdo dos genoétipos entre controles e pacientes com CDT.
Polimorfismo LEPR rs1137101
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Ja em relagdo ao polimorfismo de GHSR rs2232165, o gendtipo GA
aumentou o risco para o CDT em 22 vezes (IC 95% 2-204, p=0,006). A distribuicdo

dos gendétipos para esse polimorfismo pode ser visualizada na Figura 10.

GHSR

120
100
80
60
40

20

0 — ]

AA AG GG

B CASOS m CONTROLES

Figura 10: DistribuicAo dos genétipos entre controles e pacientes com CDT.
Polimorfismo GHSR rs2232165

Nao encontramos associacao entre os genoétipos estudados e o género dos
individuos estudados. Ainda, ndo encontramos associacao entre os gendétipos e a
etnia dos individuos. O gendtipo AA do gene LEPR rs1137100 foi mais frequente
entre os pacientes com carcinoma folicular (93,8%) do que entre os pacientes com
carcinoma papilifero (60,2%; Qui-quadrado=8,219; p=0,016). Nao observamos

associacao entre os gendtipos e presenca de multifocalidade, invasao, capsula e
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tireoidite concomitante. O genétipo GG de LEP rs 2167270 foi mais frequente entre
pacientes diagnosticados com estadio menos avancgado (Il e Il; 46,2%) do que entre
pacientes diagnosticados com estadio mais avancado (lll e IV; 22,7%; Qui-

quadrado=6,311; p=0,043).

A analise de sobrevida ndo mostrou associagéo entre tempo livre de doenca
e género, etnia, tabagismo, multifocalidade, invasao, capsula e tireoidite. Nenhum

dos genes estudados apresentou associagdo com tempo livre de doenca.

4.4.2 Analise dos genétipos com as dosagens séricas obtidas

Diversos genétipos dos polimorfismos dos genes que codificam as
adipocinas ou seus receptores se correlacionaram a diferencas nas médias de
expressao sérica das adipocinas. Para fins didaticos, separamos as adipocinas em

tépicos, para que os resultados fiquem mais claros.

Quando comparamos as médias de expressao dos trés gendtipos de LEP
rs7799039, o gendtipo AG foi mais expresso (10,075+0,6058 ng/mL) que o gendtipo

AA (9,229+0,986 ng/mL; p=0,012).

Os trés genotipos de LEP rs2167270 (AA x AG x GG) também apresentaram
diferencas significativas entre médias (p=0,018), sendo que o pbs-teste mostrou que

as diferencas de expressdo se deveram a comparacdao do gendtipo AG
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(10,0574£0,5921 ng/mL) com GG (9,52+0,7961 ng/mL; p<0,05). Os valores de

expressao e as significancias podem ser mais facilmente visualizados na Figura 11.
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Figura 11. Diferengas na expressao de leptina em individuos portadores de

diferentes gendtipos de LEP rs7799039 e LEP rs2167270

As concentragdes séricas de adiponectina foram afetadas por polimorfismos
no gene que codifica a adiponectina (AD/IPOQ) e também nos genes que codificam

seus dois receptores (ADIPOR1 e ADIPOR?2).

A heranga do gendtipo GA de ADIPOQ rs12629945 ocasionou expressao
significativamente mais baixa (1,685+0,374 ug/mL) do que a heranca do gendtipo

GG (2,508%0,816 pg/mL; p<0,05).

Ja para ADIPOR1, a heranga do gendtipo AA do rs2232853 fazia com que
0s pacientes apresentassem concentracbes significativamente reduzidas

(1,5234+1,072 pg/mL) quando comparados aos individuos de gendtipo AG
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(2,458+0,838 ug/mL) e GG (2,5758+0,7558 pg/mL) (p=0,0414). Essa diferenca se
devia principalmente a notavel diferenga entre os individuos AA vs GG. Além disso,
outro polimorfismo nesse mesmo gene (rs1342387) também alterou as
concentragdes séricas de adiponectina. Individuos com gendétipo CC (2,2117+0,99
pug/mL) tiveram expresséao significativamente diminuida em relagéo a portadores do

genotipo CT (2,75+0,6225 pg/mL; p=0,0201).

Individuos que herdavam o genétipo CT de ADIPORZ2 rs1058322 igualmente
apresentavam menores concentragdes de adiponectina sérica (2,25+0,9609 pg/mL)
quando comparados aos individuos de gendétipo CC (2,663+0,5238 pg/mL;
p=0,0201). Todas as variagdes nas concentracées séricas de adiponectina de
acordo com os genoétipos herdados para ADIPOQ, ADIPOR1 e ADIPORZ2 podem

ser melhor visualizadas nas figuras 12, 13 e 14.
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Figura 12. Diferengas na expressao de adiponectina em individuos portadores de

diferentes gendtipos de ADIPOQ rs12629945
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Figura 13. Diferencas na expressao de adiponectina em individuos portadores de

diferentes gendtipos de ADIPOR1 rs2232853 e ADIPOR1 rs1342387
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Figura 14. Diferengas na expressao de adiponectina em individuos portadores de

diferentes gendtipos de ADIPORZ2 rs1058322
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A exemplo do que aconteceu com a adiponectina, a expressao de grelina foi
influenciada por polimorfismos no gene que codifica o receptor dessa proteina
(GHSR). Quando comparamos as médias de expressao dos gendtipos GG e GA de
GHSR rs2232165, o gendtipo GA foi mais expresso (107,11+41,414 pg/mL) que o
gendtipo GG (81,86+£20,331 pg/mL; p=0,0263). Os valores de expressao e a

significancia podem ser melhor visualizados na Figura 15.
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Figura 15. Diferencas na expressdo de grelina em individuos portadores de

diferentes gendtipos de GHSR rs2232165

Nenhum dos polimorfismos investigados para o gene RTN se associou a

diferencas nas concentracdes séricas dessa adipocina.
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4.5 EXPRESSAO GENICA POR gPCR DAS ADIPOCINAS E SEUS

RECEPTORES EM TECIDOS TIREOIDIANOS

As gPCR dos tecidos tireoidianos obtidos nos mostraram que a
glandula tireoide nao so esta relacionada com as adipocinas que estao circulantes,
mas também possuimos evidéncias de que a glandula, quando em processo de
tumorigenese/evolugdo tumoral, pode produzir RNAmM de algumas dessas
adipocinas. Encontramos expressdo de ADIPOQ, ADIPOR1, ADIPOR2, GHRL,
GHSR e LEPR. Os valores de expressao encontrados variaram largamente, ndo
sendo possivel realizar analise estatistica desses dados com variaveis clinico-
patoldgicas, devido ao desvio padrdao muito grande apresentado. Na Figura 16

podemos observar que encontramos RNAmM de GHRL no tecido tireoidiano.

N&ao foi encontrada nenhuma expressao de LEP e RETN. Estes dois genes
nao apresentaram nenhum tipo de amplificacdo, para nenhum dos casos

estudados, e nem mesmo para o tecido normal.
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Figura 16. Curva de amplificagdo do gene GHRL, que codifica a grelina e do

controle endégeno GAPDH.
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5 - DISCUSSAO

Neste trabalho, demonstramos que os individuos que estdo acima do peso
(sobrepeso ou obesos) possuem um risco consideravelmente maior para o CDT.
Esta associacdo foi evidente em mulheres, mas desapareceu na populacao
masculina. Nossos dados estdo em consonancia com a literatura, que tem
demonstrado, nas ultimas décadas, que o excesso de peso € um fator de risco

importante para o CDT.

Desde o ano 2000, muitos estudos vém sendo publicados demonstrando a
correlagéo obesidade-CDT. Dal Maso et al, encontraram um risco maior para o
desenvolvimento de CDT em mulheres obesas, numa meta-analise que incluiu 2473
individuos e 12 estudos caso-controle (23). Muitos estudos demonstraram a relacao
obesidade-CDT demonstrando que principalmente as mulheres com excesso de
peso ou obesidade tém maior risco de desenvolvimento dessa doenga (27-29). Em
2004, Samanic et al investigaram uma grande coorte de homens veteranos de
guerra norte-americanos com diagnostico de obesidade (3.668.486 brancos;
832.214 negros) e os riscos que esta obesidade poderia representar para o
desenvolvimento de diferentes tipos de céancer ao longo de quase 30 anos. O
principal objetivo dos autores foi identificar diferengas no risco de cancer entre
individuos obesos brancos e negros, e os autores relataram que os tanto os brancos
guanto os negros apresentavam maior risco de desenvolver CDT (RR = 1,4; IC95%

= 1.09- 1,81 e RR = 1,92; 95% CI = 1,09-3,4, respectivamente) (27). Em outro
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estudo, Boru et al analisaram uma coorte italiana de 1.333 pacientes obesos com
recomendagdo para a realizagdo de cirurgia bariatrica. Quarenta e trés (3,2%)
destes pacientes apresentaram diferentes tipos de cancer antes, durante ou ap6s o
tratamento da obesidade. O CDT foi o segundo mais frequente, atingindo 8
(18,60%) dos 43 pacientes com tumores malignos, sugerindo que individuos com
obesidade severa estdo em maior risco de desenvolvimento de carcinomas da
tireoide (28). Em 2006, Engeland et al analisaram um grande grupo de pessoas
(2.000.947) por uma média de 23 anos. Durante este tempo, foram diagnosticados
3.046 casos de CDT e 1.415 deles ocorreram em individuos com sobrepeso ou
obesos. O risco de CDT aumentou moderadamente, tanto em mulheres (RR = 1,02;
IC 95% = 1,01-1,03) quanto em homens (RR = 1,03; IC 95%: 1,00-1,05). Os autores
verificaram que as mulheres obesas possuiam maior risco de desenvolver CPT (RR
=1,19; IC 95% = 1,01-1,41) ou CFT (RR = 1,63; IC 95% = 1,24-2,15), mas menor
risco de desenvolvimento de carcinoma medular da tireoide (RR = 0,35; IC 95% =
0,16-0,79), demonstrando, pela primeira vez, que a associagdao da obesidade com
os canceres de tireoide era mais forte para os CDTs. Homens ndo apresentaram
maior risco de CDTs, provavelmente porque o numero de casos masculinos
incluidos foi limitado (29). De fato, diversos estudos tém relatado essas diferencas
entre homens e mulheres obesos e o risco de CDT, permitindo a especulacao de
gue ha efeitos hormonais envolvidos nessa relagdo ou entdo que a insuficiéncia de
casos do sexo masculino analisados pode influenciar a andlise estatistica desses

casos (22).
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No fim da primeira década dos anos 2000, iniciaram-se estudos que
procuravam responder quais seriam as causas e/ou mecanismos envolvidos na
relacdo obesidade e CDT. Os primeiros estudos investigaram parametros
antropomeétricos, encontrando correlagdes entre superficie corpdrea, peso, altura e
sobrepeso/obesidade com o CDT (30-33). Neste estudo, demonstramos que a
ingesta alimentar pode ser um dos fatores que aumenta o risco para o CDT, sendo
que a ingestdo aumentada de calorias, principalmente proveniente de carboidratos
e proteinas seriam 0s maiores responsaveis por esse aumento de risco (146). Em
uma avaliagdo cuidadosa dos habitos alimentares de uma parcela da populagéo do
Estado de SP, uma populagdo essencialmente urbana, cujo padrao dietético &
semelhante ao existente na maioria dos paises americanos ou americanizados,
demonstramos que, embora os individuos com sobrepeso e obesidade
apresentassem excesso de consumo de carboidratos, proteinas e gorduras em
comparagéo a individuos eutroficos, apenas o excesso de carboidratos e proteinas
estavam relacionadas ao risco CDT. Nossos dados relacionados a ingestdo de
quantidades superiores a recomendagao da OMS de carboidratos e o risco de CDT
corroboram alguns estudos europeus (147, 148). A dieta basica da nossa populacao,
que consiste principalmente em arroz, feijao e farinha, € bastante pobre em
nutrientes (145, 149). Os mecanismos por tras dessa associacao de carboidratos-
CDT néao sao totalmente compreendidos, mas poderiamos supor que 0 mesmo que
é sugerido para os canceres de mama, préstata, célon e pancreas (34, 150-153)

poderia acontecer para CDT, ou seja, a resisténcia insulinica poderia ser o fator
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relacionado a um risco aumentado para CDT entre os individuos que consomem

grandes quantidades de carboidrato.

Nos ultimos anos, Rezzonico et al demonstraram que os pacientes com
nddulos de tireoide eram mais propensos a apresentar resisténcia insulinica quando
comparados com os controles (35, 154). Os mesmos autores sugeriram que essa
associacao é ainda mais forte em pacientes com CDT, quando comparados com
controles (36). Estes resultados podem complementar as nossas descobertas, uma
vez que a ingesta dietética excessiva de carboidratos/acucares poderia estar
correlacionada a resisténcia insulinica. E importante lembrar, ainda, que a via
PI3K/Akt, fortemente relacionada ao desenvolvimento e progressdao do CDT nos
ultimos anos (155-157), pode comprometer o alvo da insulina, sugerindo que o
consumo dietético, o perfil genotipico e o bioquimico poderiam todos interagir e levar

a um aumento do risco para CDT.

Demonstramos, ainda, neste trabalho, que individuos que consomem
quantidades de proteinas superiores as recomendadas pela OMS (158-160)
possuem maior risco de desenvolvimento do CDT. Diversos autores estudaram a
relacdo de fontes proteicas da dieta com o CDT. Truong et al ndo encontraram
nenhuma relagédo entre o consumo de peixes de dgua salgada, conservas de peixe
ou frutos do mar e o risco de CDT (161). Analisando 13 estudos, Bosseti et al (162),
também ndo demonstraram qualquer associacdo entre o CDT e o consumo de
peixes ou mariscos. Uma série de fatores pode explicar as inconsisténcias entre
estudos relacionados ao consumo de proteinas, incluindo as diferencas na ingesta

de iodo local. Nossa populacéo, especialmente na regido sul/sudeste do pais, onde
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este estudo foi realizado, consome mais proteinas das carnes vermelha e branca
do que de peixes (145, 149), e, infelizmente, ainda ndo existem investigagdes sobre
o consumo de carne vermelha e sua possivel relagdo com CDT para que possamos
comparar nossos resultados. Embora as evidéncias da relagdo da ingestdo
excessiva de proteinas com o CDT ainda sejam escassas, a literatura tem sugerido
que ela pode afetar outros tipos de cancer, como os de mama, préstata e célon. Os
mecanismos envolvidos nessa relagao ainda ndo sdo muito bem compreendidos,
mas alguns autores sugerem que o alto teor de nitrosamina de alguns produtos da
carne processada podem aumentar o risco para o desenvolvimento de cancer (163),
enquanto outros sugerem que a relacao entre proteina animal e o risco de cancer
pode estar ligado ao efeito da regulagcéo da atividade de IGF-1, que é conhecido por
ser um fator promotor de crescimento dos céanceres. A proteina animal, e em
particular, aquela encontrada nos derivados do leite, pode elevar as concentra¢des
circulantes de IGF-I (164). Este fator tem sido associado com um risco aumentado
de cancer de mama, da prostata, carcinoma colorretal e também, possivelmente, ao
cancer de bexiga (165-168). IGF-1 também poderia ser uma explicagdo para o fato
de apenas os carboidratos e as proteinas terem aparecido como fatores de risco

para CDT em nosso estudo, excluindo a ingestao de lipidios.

Nossos dados mostraram que tanto pacientes quanto controles néo
praticavam atividade fisica regularmente. A populacdo brasileira, em geral, ndo
pratica atividade fisica regular, sendo este um fator que contribui para o ganho de
peso ao longo dos anos, em paralelo com o aumento da prevaléncia do CDT
observado em nossa populacao (149). Na década corrente, muitos autores iniciaram
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estudos procurando possiveis mecanismos causais da relacdo obesidade-CDT,
investigando fatores como a pratica de exercicio fisico e circunferéncia da cintura
(40, 42), sendo que quanto mais a circunferéncia abdominal aumentava, maior o
risco de desenvolvimento de CDT, sugerindo que a adiposidade central poderia
desempenhar um papel no balango de horménios e metabolismo, predispondo ao

cancer.

Seguindo o raciocinio de que o CDT esta associado ao excesso de peso em
nosso estudo e que esta associacdo poderia estar relacionada ao consumo
aumentado de carboidratos e proteinas, além das evidencias ja apresentadas pela
literatura que ligavam o CDT a inflamacao e a obesidade central, investigamos neste
estudo fatores que poderiam estar relacionados a todos estes fatores: as
adipocinas, as quais demonstramos que o perfil molecular pode estar relacionado
aos tipos histolégicos de tumores tireoidianos, sendo principalmente a leptina e a
resistina excelentes marcadores séricos para diferenciar lesdes tireoidianas
benignas de lesées malignas. Este € o primeiro estudo, de nosso conhecimento,
demonstrando que a adiponectina, a leptina, a resistina e a grelina séricas podem
ser Uteis no diagnostico diferencial de neoplasia maligna da tireoide. Além disso, 0s
perfis séricos dessas adipocinas foram Uteis na caracterizagdo de lesées de padréao
folicular, que representam um desafio em citologia diagnoéstica. Estes resultados
estdo de acordo com a literatura recente, que tem mostrado que os pacientes com
outros canceres, como o carcinoma colorretal (169), os canceres do pulmao (170),

do esb6fago (171), da mama (172), e da prostata (173), podem ter diferentes
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concentracdes séricas de adipocinas, quando comparados com pacientes que

apresentam nédulos benignos e controles.

As adipocinas produzidas pelo tecido adiposo possuem bioatividades que
podem favorecer o processo de tumorigenese, e ja foi demonstrado que elas
desempenham um papel critico na regulacédo da inflamacéo e da sensibilidade a
insulina (174). Assim, elas podem representar a ligacdo entre a inflamagéo, a
obesidade e o céancer. A grelina encontra-se amplamente relacionada com a
obesidade, e suas agdes fisiologicas vao bem além metabolismo humano (175).
Dados experimentais sugerem que a grelina € expressa em linfécitos T humanos e
em monocitos e atua através do receptor de horménio de crescimento GHSR para
inibir a expresséo de das citocinas pré-inflamatérias IL-1B, IL-6 e TNF-alfa (176),
também provavelmente ligando obesidade-cancer-inflamac¢do. O link entre a
inflamacgéo e o cancer tem sido explorado pelo nosso grupo nos ultimos anos e ha
evidéncias significativas de que o perfil molecular dos individuos é modificado ou
correlaciona-se com um processo inflamatério (85). Desta forma, € importante
conhecer o perfil molecular dos individuos com CDT e associa-lo, também, a seu
perfil antropométrico e inflamatorio, buscando compreender os fatores que
modificam a apresentacdo e evolugcdo dos CDTs. Embora ndo tenhamos
encontrado que as concentracoes séricas modificam de forma significativa os CDTs,
a dosagem da concentragdo sérica dessas proteinas pode representar uma nova
abordagem alternativa para o diagndstico e manejo dos néddulos tireoidianos,
especialmente para casos em que a PAAF nao pode dar um diagnéstico definitivo,
evitando cirurgias e intervengdes mais agressivas e desnecessarias.
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Uma vez que as concentracdes séricas das adipocinas apresentaram-se
alteradas entre os individuos com CDT, buscamos explicacbes genéticas que
pudessem estar relacionadas a tal fato, como o perfil genotipico dos genes que
codificam as adipocinas e seus receptores. Demonstramos, neste estudo, que o

perfil genotipico de LEP, LEPR e GHSR podem aumentar o risco de CDT.

Ja é bem conhecido que a leptina, por exemplo, € um componente importante
de diversos processos da célula tireoidiana, dentre eles a regulagdo da expressao
de TSH (177) e o desenvolvimento da autoimunidade (178, 179) e que as
concentragbes séricas de leptina podem estar relacionadas a presenca de
Resistencia insulinica no hipotireoidismo (180). Entretanto, este € o primeiro estudo
que investiga a ocorréncia de modificacées genéticas em LEP e LEPR no CDT,
buscando ligar esses eventos ao cancer. Demonstramos pela primeira vez que
polimorfismos em LEP (rs7799039) e LEPR (rs1137101) podem estar relacionados
a um aumento na suscetibilidade ao CDT. O SNP rs7799039 no gene LEP ja foi
associado a aumento de IMC, sobrepeso e até mesmo a variagcbes nas
concentragdes séricas de leptina (181-183). Uma meta-analise que incluiu 5
estudos relacionados a este SNP e o risco para o carcinoma colorretal e 3 estudos
deste mesmo SNP relacionados ao cancer de préstata concluiu que a heranca desta
alteracdo em LEP pode aumentar o risco para o cancer de préstata, mas nao para
o carcinoma colorretal (184). Outros estudos mostraram, ainda, que este SNP nao

estaria ligado ao desenvolvimento de canceres de mama (185).

Ainda em relagdo ao perfil de risco para o CDT, demonstramos que o

polimorfismo GHSR rs2232165 aumenta o risco para o CDT. Embora este
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polimorfismo ja tenha sido associado ao alcoolismo e a obesidade (186, 187), ainda
nao ha relatos da relagcao deste polimorfismo em especifico com outros canceres,
sendo 0 nosso, até o presente momento, o primeiro a descrever essa relagdo. O
perfil de grelina sérica e/ou seu perfil genotipico para outros polimorfismos ja foram

relacionados a canceres de pulmao, prostata e colorretal (113, 188, 189).

Além da relagdo do perfil genotipico de ADIPOQ, ADIPOR1, ADIPORZ2,
GHRL, GHSR, LEP, LEPR e RETN e o risco para o CDT, demonstramos neste
trabalho que as concentracdes séricas de leptina variam de acordo com a herancga
de gendtipos especificos. Hoffstedt e colaboradores mostraram que individuos com
0 gendtipo AA do rs7799039 de LEP apresentavam maiores concentragdes sericas
de leptina do que os individuos com os genotipos AG ou GG (190). Nossos dados
confirmaram que variagdes nas concentragdes de leptina podem ocorrer de acordo
com o genotipo herdado, porém, com variagbes menores. Uma vez que este SNP
esta localizado na regidao promotora, este polimorfismo pode afetar a expresséao
genica a nivel transcricional, levando a maior ou menor producao de leptina. Esses
achados podem ajudar, ainda, a explicar o fato de que ndo houve correlagédo em
nosso estudo com IMC, permitindo hipotetizar que a heranga genética pode
desempenhar um papel mais importante do que os efeitos que a obesidade exerce

sobre a secrecao dessa adipocina.

Quanto ao SNP rs1137101 em LEPR, que demonstramos que aumenta o
risco para o CDT, a literatura tem mostrado que a heranga de variantes do gene
LEPR esta relacionada a IMCs maiores, resisténcia insulinica e ao indice HOMA-IR

(utilizado para estimar a resisténcia insulinica), sindrome metabdlica, aumento de
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massa gorda e de adipdcitos, aumento da circunferéncia da cintura, obesidade,
desenvolvimento de diabetes tipo 2 e concentragdes séricas de leptina (191-204).
Varios destes fatores ja foram, inclusive, relacionados ao CDT. Este polimorfismo ja
foi associado aos canceres de mama, prostata e pulmao, além da sindrome de

ovario policistico (205-211).

Demonstramos, ainda, que o SNP rs 2167270 de LEP esta correlacionado a
modificacées nas quantidades de leptina circulante. Friedlander e colaboradores
correlacionaram os gendtipos deste SNP com aumento de massa corpérea e de
circunferéncia da cintura (212), e Jiang e colaboradores demonstraram que este
SNP estava associado a IMC acima do considerado ideal (181). O gendtipo AA do
rs2167270 ja foi associado, também, a diminuicdo do risco de desenvolvimento de
carcinoma colorretal (213). Embora variagbes no gene LEP possam alterar a
quantidade de leptina produzida, nenhuma correlacao entre este SNP e o risco para

CDT foi encontrada em nosso estudo.

O polimorfismo em GHSR rs2232165, além de ter aumentado em vinte vezes
o risco para o CDT, também modificou as quantidades séricas de grelina
encontradas nos pacientes com CDT. Individuos que herdaram o genétipo GG de
GHSR rs2232165 produziam quantidades consideravelmente menores do que
aqueles que herdavam os genétipos GA ou AA. Esta é a primeira vez, ao nosso
conhecimento, que se descreve a relacdo deste polimorfismo com as concentracoes
sérica da grelina. Em 2014, Hedayatizadeh-Omran et al descreveram que ha uma
relacdo entre a heranca de gendtipos de GHRL (Leu72Met) e as quantidades

séricas de grelina liberada, tendo sido demonstrada uma relagédo inversa entre a
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frequéncia do gendtipo CC deste gene e as quantidades de grelina sérica (214). Os
estudos correlacionando polimorfismos nos genes GHRL e GHSR ainda sdo muito
escargos, sendo o nosso estudo um dos primeiros a demonstrar esta relagéo

genotipo-concentracdo sérica.

Polimorfismos nos genes que codificam os receptores de adiponectina
também se mostraram importantes modificadores das concentragdes séricas de
adiponectina nos pacientes com CDT. Os polimorfismos em ADIPOR1 rs2232853 e
rs1342387 e o polimorfismo rs1058322 em ADIPOR2 modificaram
significativamente as concentragdes séricas de adiponectina de seus portadores. O
polimorfismo ADIPOR1 rs1342387 ja foi descrito como modificador do risco de
desenvolvimento de diversos canceres, como o carcinoma colorretal e o cancer de
préstata (215, 216), porém, nenhum destes estudos menciona este SNP como um
fator modificador das quantidades de adiponectina sérica circulantes. Da mesma
forma, o SNP rs2232853 ja foi descrito como tendo um papel em canceres de
préstata e em pacientes diabéticos, porém, ndo ha, ate 0 momento, nenhum artigo
descrevendo que este SNP poderia estar relacionado as quantidades de
adiponectina circulantes no organismo, sendo 0 nosso estudo o primeiro a

demonstrar tal relagéo.

Quanto ao SNP ADIPOR2 rs1058322, Siitonen et al demonstraram que sua
esté relacionada ao desenvolvimento de doenca cardiovascular em individuos com
intolerancia a glicose, e, ainda mais interessantemente, demonstraram que a
heranga deste polimorfismo pode estar relacionada ao desenvolvimento de

Diabetes Tipo 2 nesses pacientes que ja apresentam intolerancia a glicose (217).
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Mas, embora a expressao desse receptor ja tenha sido demonstrada como fator
importante em canceres de pancreas, prostata e eséfago (218-220), sdo muito
escassos os estudos do perfil genotipico de ADIPOR2, sendo que o unico estudo
que demostra que variagdes genotipicas em rs1058322 podem ser importantes por

alterarem o risco de desenvolvimento do diabetes.

As variagoes genéticas encontradas neste estudo, bem como as variagdes
de concentragbes séricas de adiponectina, leptina, resistina e grelina nao
acontecem apenas no organismo como um todo. Evidenciamos, neste estudo, que
as células tireoidianas produzem RNAm de adiponectina e seus receptores, do
receptor de leptina e da grelina e seu receptor. Estes dados sdo importantes por
reafirmarem que estas adipocinas devem ter um papel importante ou na
transformacdo maligna da célula tireoidiana, ou na progressdao tumoral e
composicao do microambiente tumoral, uma vez que a propria célula tireoidiana,
que nao é a principal produtora destas adipocinas, passa a dar comandos para que
se produza RNAm dessas adipocinas dentro das células foliculares tireoidianas,
permitindo hipotetizar que estas adipocinas possuam nao apenas um papel
sistémico nos pacientes com CDT, mas que tenham também um papel local,

relacionado a célula tireoidiana. Estudos futuros poderdo comprovar esta hipétese.
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6 - CONCLUSOES

Concluimos que individuos portadores de nddulos tireoidianos,
especialmente os individuos portadores de CDT possuem um perfil antropométrico
e molecular (em relacdo as adipocinas) diferenciado, sendo que aqueles que estao
mais fora do peso considerado adequado estdo mais suscetiveis ao CDT, assim
como aqueles que apresentam alteragdes geneticas e/ou de expressao da

adiponectina, leptina, resistina e grelina.

Demonstramos que existe um aumento do risco de CDT, decorrente do
excesso de peso (sobrepeso e obesidade) e que esse risco, além de estar ligado
ao IMC dos individuos, pode estar ligado a qualidade alimentar dos mesmos,

especialmente quando h& excesso de consumo de carboidratos e proteinas.

Os pacientes com CDT (obesos e ndo obesos) possuem concentracdes
séricas de adiponectina e grelina significativamente menores que os individuos
controles. Entretanto, apresentam maiores concentragdes de leptina, resitina
quando comparados a esses individuos. Essas diferengcas nas concentracoes
séricas das referidas adipocinas mostraram-se capazes de identificar noédulos
tireoidianos benignos de malignos com excelente acurécia, revelando potenciais

marcadores séricos de diagnéstico para o CDT.

Embora as concentragdes séricas de adiponectina, leptina, resistina e grelina

tenham se mostrado muito interessantes do ponto de vista diagnéstico, elas nao se
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correlacionaram a caracteristicas clinicopatologicas dos tumores estudados, ndo se

provando bons marcadores de progndstico e seguimento.

Alguns dos polimorfismos estudados mostraram-se relacionados a
maiores/menores concentragbes seéricas das adipocinas. No caso da leptina, a
heranca de variantes em LEP (rs7799039, rs2167270) ocasionou diferencas nas
concentragdes séricas de leptina dos pacientes. Ja no caso da adiponectina, tanto
polimorfismos no gene que codifica a adiponectina (ADIPOQ rs12629945) quanto
em seus receptores (ADIPOR1 — rs2232853 e rs1342387 e ADIPORZ2 - rs1058322),
que fazem com que ela fique funcional, parecem estar ligados as concentragbes
encontrada para essas adipocinas. Da mesma forma, a grelina foi influenciada por
polimorfismos no gene que codifica seu receptor: herdar os SNPS rs2232165 ou
rs2232169 em GHSR alterou significativamente as concentragdes séricas de grelina
mensuradas neste trabalho. Ja polimorfismos no gene que codifica a resistina

(RETN) nao alteraram as concentragdes séricas dessa adipocina.

A heranca dos polimorfismos rs7799039 em LEP, rs1137101 em LEPR e
rs2232165 em GHSR aumenta o risco de CDT, tendo estes sido considerados
fatores de risco independentes para o CDT por analise estatistica multivariada.
Estes achado sugerem que os genes LEP, LEPR e GHSR podem fazer parte de um

perfil de suscetibilidade ao CDT.

Entretanto, nenhum dos polimorfismo acima mencionados se correlacionou
significativamente com caracteristicas clinicopatologicas e nem de evolucao dos

pacientes com CDT, ndo caracterizando bons marcadores para este fim.
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Nossos dados indicaram, ainda, que ao contrario do que a literatura tem
sugerido até o presente momento, as adipocinas estao sendo produzidas pelas
préprias células tireoidianas, uma vez que encontramos RNAm dessas adipocinas.
Embora este ndo seja o principal tecido que sintetiza adiponectina, leptina, resistina
e grelina, as quantidades que foram encontradas de RNAm e de proteina néo

podem ser desprezadas e devem ser melhor investigadas.

Em sintese, este trabalho sugere que € possivel tragar um perfil do individuo
portador de CDT em relagédo a sua constituicao fisica, seus habitos alimentares e
também o perfil molecular destes individuos para a adiponectina, leptina, resistina
e grelina, sugerindo, assim, que estas citocinas sao boas candidatas a marcadores
moleculares para o CDT, além de serem potenciais links entre a obesidade,

inflamagéo e CDT.
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8 - ANEXOS

FACULDADE DE CIENCIAS MEDICAS
COMITE DE ETICA EM PESQUISA

®% www.fem.unicamp.br/pesquisa/etica/index.html

CEP, 06/11/08.
(Grupo 111)

PARECER CEP: N° 705/2008 (Este n° deve ser citado nas correspondéncias referente a este projeto)
CAAE: 0565.0.146.000-08

1-IDENTIFICACAO:

PROJETO: “ANALISE DE POSSIVEIS MARCADORES SERICOS DE 'DIAGNOSTICO
E PROGNOSTICO PARA O CANCER BEM DIFERENCIADO DA TIROIDE”.
PESQUISADOR RESPONSAVEL: Marjory Alana Marcello

INSTITUICAO: Hospital das Clinicas / UNICAMP

APRESENTACAQO AO CEP: 09/09/2008

APRESENTAR RELATORIOQ EM: 06/11/09 (O formulario encontra-se no site acima)

II - OBJETIVOS

Verificar a utilidade de diversos genes e proteinas como marcadores de diagndstico e/ou
progndstico para o cincer bem diferenciado da tireéide.

I1I - SUMARIO

Projeto de mestrado. Para avaliar os diferentes possiveis marcadores, serfio analisadas
amostras de sangue de 100 individuos com cancer de tiredide atendidos no ambulatorio de
Céncer de Tireoide, 50 individuos com nodulos benignos, e 150 individuos controles. As
amostras de sangue dos pacientes (com céncer e nédulos benignos) serdo realizadas em
momentos em que eles necessitem realizar tais amostras para procedimentos relativos a seu
tratamento/diagndstico.

IV - COMENTARIOS DOS RELATORES

Apds respostas as pendéncias, o projeto encontra-se adequadamente redigido e de acordo
com a Resolugdo CNS/MS 196/96 e suas complementares, bem como o Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido.

V - PARECER DO CEP

O Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Ciéncias Médicas da UNICAMP, apos
acatar os pareceres dos membros-relatores previamente designados para o presente caso ¢
atendendo todos os dispositivos das Resolugdes 196/96 e complementares, resolve aprovar sem
restrigdes o Protocolo de Pesquisa, bem como ter aprovado o Termo do Consentimento Livre ¢
Esclarecido, assim como todos os anexos incluidos na Pesquisa supracitada.

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

Comité de Etica em Pesquisa - UNICAMP

Rua: Tessdlia Vicira de Camargo, 126 FONE (019) 3521-8936
Caixa Postal 6111 FAX (019)3521-7187
13084-971 Campinas - SP cep@fem.unicamp.br
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VI - INFORMACOES COMPLEMENTARES

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

Pesquisador deve desenvolver a pesquisa conforme delineada no protocolo aprovado e
descontinuar o estudo somente ap6s andlise das razdes da descontinuidade pelo CEP que o
aprovou (Res. CNS Item III.1.z), exceto quando perceber risco ou dano nfo previsto ao sujeito
participante ou quando constatar a superioridade do regime oferecido a um dos grupos de
pesquisa (Item V.3.). )

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

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

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

VI-DATA DA REUNIAO
Homologado na IX Reunifo Ordinaria do CEP/FCM, em 23 de setembro de 2008.

Profa. Drg. Carnfgn Silvia Bertuzzo
PRESIDENTE DO COMITE DE ETICA EM PESQUISA

FCM/UNICAMP.
Comité de Etica em Pesquisa - UNICAMP
Rua: Tessilia Vieira de Camargo, 126 FONE (019) 3521-8936
Caixa Postal 6111 FAX  (019) 3521-7187
13084-971 Campinas— SP cepi@fem.unicamp.br
=P
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Para: Dr. André Lopes Carvalho

De: Renato José Affonso Junior
Coordenador do Comité de Etica em Pesquisa

Data: 17/07/2009

Projeto de Pesquisa: 233/2009

Prezado (a) Senhor (a),

Venho, por meio desta, informar que o Comité de Etica em Pesquisa da Fundagao
Pio XII — Hospital do Cancer de Barretos analisou as pendéncias apontadas em
reunido, referentes ao projeto 233/2009 intitulado : “Avaliagdo da utilidade pratica
de potenciais marcadores séricos para o cancer de tiredide” decidindo que o
mesmo encontra-se “Aprovado”.

Atenciosamente,

o

Dr. Renato José Affonso Junior
Coordenador do Comité de Etica em Pesquisa
Hospital de Céncer de Barretos

Rua Antenor Duarte Villela, 1331 — B. Dr. Paulo Prata — Barretos — SP CEP 14784-400 — CNPJ 49.150.352/0001-12
Tel. 17 33216600 R. 6894 — cep@hcancerbarretos.com.br
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“', LABORATORIO DE GENETICA MOLECULAR DO CANCER
& 4 UNIVERSIDADE ESTADUAL DE CAMPINAS
'(.\’ Faculdade de Ciéncias Médicas

Departamento de Clinica Médica

UNICAMP

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Projeto de Pesquisa em Cancer de Tiredide
Pesquisadora: Prof® Dra Laura Sterian Ward
Prof* Dra Ligia Vera Montalli Assumpcio

Paciente ou Responsavel pelo paciente

Sr(a)

anos RG: HC:
Endereco:
Telefone: Data: fod

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

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

Assinatura do Paciente ou Responsavel pelo Paciente

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

CEP: Fone: (19) 3521-8938, Caixa Postal 6111, 13083-970 Campinas, SP,
e-mail: cep@fcm.unicamp.br
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Obesity and thyroid cancer
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Abstract
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Introduction
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Hudthedctr stal 2012 Stming stal. 2015, whees anoes of
the galinbdder and esophague, rmphomos, and myelomas
might be influenced v inflammation, which, 1tedt, & very
doely elied in obestiy (Fenehan of 2l 200, Lodh & al
1L Emamgh etal 20418 aral 313 Wangerad 2013110
atens with mnoestic nd colon. cancex, e eckdence
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Polymorphism in LEP and LEPR May Modify Leptin Levels and
Represent Risk Factors for Thyroid Cancer
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Perpese. To indensiznd the relo of polymorphivme i the LEP fn770902% and w2720 and LEPR {ml 3750 and o (37100) genes
LT somceptibdlity mrd their atiect on leptin levels. Methods Wa stadied 553 patteninwilk 1770 end 234 contmbé through Tag Man
NP Cmotyping and E1I5A, oomparing. -d.li.l.lul_\.ul:llulnm;mh:lmaj datyof paienis with 1. A=sulc faitens with AA
of rTean39 had kagher levels of serum lepin 022 £ 192 Itnnﬁm‘mlh.\r?m;ptlmmtuﬂrmh
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T development, 2bongh they do nee cormelate with tumior 2pgresemenee
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and obesity haye not besn esl@ished and may vasyacconding
to-the primary tumaor locstion {1, 2] These variations may be
attributed o the metabolic and esdocrine effects that chesity
mazy exert on the hormiones, inflammabion, and
protein production [3], this kading to the developmest and
progresgan of oo

Owir group has previously demonstmted that oytokines
produced by adipocytes {adipoibnes), such 2= adiponecting
E=ptin, and resisting, are diffepentinlly expressed in malignant
and benigm thyruid nodules, helping to dfferentiale not coly
mafignancy bt alen sebtypes of Biymid nodoles, which are
ditfienlt o identify usizg PAAF 8. OF the Uthree adipokines,
leptin presenis 2 2n mieresting dognostic opbon: for thyroid
malfignancy; leptin has a H% acosracy, as well a high
s=nsitivity and speciioty. Additionally, the serum kphin
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