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RESUMO

O céancer de tireoide é a neoplasia enddcrina mais comum no mundo, sendo o
tipo histologico papilar o mais frequente. A expressdo do gene 6xido nitrico
sintase 3 (NOS3) atua na modulacdo de diferentes eventos relacionados ao
cancer, tais como a angiogénese, apoptose e ciclo celular. Células tumorais
estdo frequentemente sujeitas a condicbes de estresse e o desbalanco no
metabolismo oxidativo. O presente estudo realizou analise e distribuicdo do
polimorfismo no gene NOS3 na regido no intron 4, em 31 pacientes portadores
de carcinoma papilifero de tireoide (CPT) e que foram submetidos ao
tratamento com radiofarmaco lodeto de Sodio (131l), comparando com 81
pacientes controle no Distrito Federal. Foi realizada a técnica de Reacdo em
Cadeia da Polimerase (PCR) e os resultados observados em gel de agarose
3% (p/v) em solugdo tampédo TBE 1x contendo brometo de etidio. O presente
trabalho foi aprovado no comité de ética do UNICEUB com CAAE
57382416.6.0000.0023. As frequéncias genotipicas do polimorfismo NOS3
intron 4 nos individuos sadios estavam em equilibrio de Hardy-Weinberg
(P=0,503). A distribuicdo genotipica se diferenciou significativamente entre
individuos com céancer papilifero da tireoide e os sadios (P<0,001). Neste
estudo, o genotipo bb conferiu fator protetor para CPT (P<0,001, OR = 0,16;
IC95% = 0,06— 0,42). Os resultados deste estudo indicam que o polimorfismo
no intron 4 do gene NOS3 foi associado a susceptibilidade ao cancer papilifero
da tireoide. Este é o primeiro trabalho a relacionar este polimorfismo com este

tipo de neoplasia.

Palavras-Chave: NOS3; POLIMORFISMO; CANCER DE TIREOIDE.



ABSTRACT

Thyroid cancer is a most common endocrine neoplasia in the world, with
papillary histologic type being the most frequent. The expression of the nitric
oxide synthase 3 (NOS3) gene is the modulation of all cancer-related events,
such as angiogenesis, apoptosis and cell cycle. Tumor cells are often
attenuated by stress and oxidative non-metabolised imbalance. The present
study carried out an analysis and the distribution of polymorphism in the NOS3
gene in the region of intron 4 in 31 patients with papillary thyroid carcinoma
(CPT) and who were treated with radiopharmaceutical Sodium lodide (131I),
comparing with 81 patients control in the Federal District. A Polymerase Chain
Reaction (PCR) technique was performed and the results observed on 3% (w /
v) agarose gel in 1x TBE buffer containing ethidium bromide. The office has
been approved the ethics of UNICEUB with CAAE 57382416.6.0000.0023. As
genotypic frequencies of the intron 4 NOS3 polymorphism, individuals were in
Hardy-Weinberg equilibrium (P = 0.503). The genotypic distribution was
differentiated between cancer and cancer (P <0.001). In this study, the
genogram bb conferred the protective factor for CPT (P <0.001, OR = 0.16,
95% CI = 0.06-0.42). The results of this study were that the intron 4
polymorphism of the NOS3 gene was associated with susceptibility to papillary
thyroid cancer. This is the first work to relate this polymorphism to this type of

neoplasm.

Keywords: NOS3; POLYMORPHISM; THYROID CANCER
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REVISAO BIBLIGRAFICA
1 Cancer de Tireoide

A glandula tireoide localiza-se junto a laringe, anteriormente a
traqueia, possui dois lobos conectados pelo istmo, uma pequena massa de
tecido. Esta glandula é constituida por células foliculares e células
parafoliculares. As células foliculares formam unidades funcionais esféricas
chamadas de foliculos e se concentram em torno do coloide, substancia que
armazena os hormdnios (CERQUEIRA, et al. 2016).

A tireoglobulina é uma glicoproteina sintetizada no reticulo
endoplasmatico granuloso. A captacdo de iodo circulante € através da proteina
NIS (simporte sédio-iodeto) que realiza o transporte de ion iodeto para dentro
da célula, ao mesmo tempo que expde um ion sodio. Este mecanismo permite
que o iodo se concentre na tireoide. O iodeto é oxidado por perdxido de
hidrogénio presente na célula e posteriormente transportado para a cavidade
do foliculo pela acdo a pendrina. No interior do coloide sdo produzidas as
moléculas T3 e T4 através da iodacdo de tirosina da tireoglobulina.
(JUNQUEIRA & CARNEIRO. 2004).

O Horménio Estimulante da Tireoide (TSH) é secretado pela hipdfise
e estimula a captacdo de iodeto circulante, producédo, e liberacdo de
horménios. Estes, por sua vez, inibem a sintese de TSH, realizando
mecanismo de feedback negativo para manter a homeostasia (NUNES, 2003).

Tais horménios sdo responsaveis por regular o metabolismo,
desenvolvimento e atividade do sistema nervoso. Alguns fatores externos
podem modular a secrecdo desses hormdnios, como por exemplo, condi¢cdes
como frio e gravidez podem aumentar o gasto energético, provocando aumento
da secrecdo. Por outro lado, fatores como envelhecimento e altas doses de
hormdnios sexuais, podem diminuir a atividade secretora desta glandula
(TORTORA, 2016).

O cancer de tireoide (CT) é a neoplasia enddcrina mais comum no
mundo. Observa-se que nos ultimos anos sua incidéncia aumentou em
diversos paises. Isto deve ao fato de novas tecnologias, tais como o
diagnostico por imagem e biopsia por aspiracdo com agulha fina, ter facilitado a
deteccdo precoce deste cancer (KITAHARA et al, 2016; STERIAN WARD,



2012). A radiacao ionizante, excesso de peso, insuficiéncia ou excesso de iodo,
carcinégenos ambientais e exposicdo a metais pesados podem ser fatores de
risco para desenvolvimento de CT (FERNANDES, 2018).

2 Epidemiologia

O cancer de tireoide acomete as mulheres trés vezes mais que 0s
homens e a faixa etaria de maior risco esta entre 25 e 65 anos (Departamento
de Tireoide da Sociedade Brasileira de Endocrinologia e Metabologia, 2015).
Estima-se 9.610 novos casos no Brasil para os anos 2018-2019, sendo 1.570
homens e 8.040 mulheres (INCA, 2018).

Este cancer pode ser dividido histologicamente em trés grupos:
diferenciado (papilifero e folicular), medular e anaplasico (American Cancer
Society, 2019). Além das diferencas histopatologicas peculiares de cada tipo,
observa-se diferencas na prevaléncia, faixa etaria de incidéncia, taxa de cura e

gravidade (tabela 1).



Tabela 1. Tipos de Carcinoma de Tireoide

Prevaléncia

Faixa Etaria

Prevaléncia
(Sexo)

Taxa de cura

Caracteristicas

Papilifero
80%
30-50 anos
2X mais em
mulheres
Alta. Quase
100%

Crescimento
lento. Pode
se espalhar
para os
ganglios
linfaticos do

pescogo

Folicular
10-15%
40-60 anos
2X mais em
mulheres
Alta. Quase
95%

Raramente
se espalha
para os
linfonodos,
mas pode as
vezes se
espalhar
para os
pulmdes ou

0SSOsS.

Medular
5%

Depende. 90%
se nao
espalhar, 70%
se espalhar
para locais
préoximos, 20%
para locais
distantes.
Afeta as
células
parafoliculares,
responsaveis
pela produgao
da calcitonia,
hormdnio que
contribui na
regulacédo do
nivel
sanguineo de

calcio.

Anaplésico
1-2%
> 65 anos

Homens

Baixa

Mais grave.

E um tumor

que invade

rapidamente
O pescogo e
muitas vezes
se dissemina
para outros

0rgaos.

Fonte: Elaborada pela autora a partir das informacdes publicadas no

Instituto Oncoguia (2017) e Departamento de Tireoide da Sociedade Brasileira

de Endocrinologia e Metabologia (2015).

A identificacdo da neoplasia pode ser realizada por diferentes exames

que sdo complementares entre si e definem o diagnostico. Os exames de

imagem podem identificar o tamanho, quantidade de nodulos e se esta

disseminando

para outros

orgaos.

Estes

exames

compreendem a



ultrassonografia, radiografia do térax, cintilografia da tireoide, tomografia
computadorizada, ressonancia magnética, tomografia por emissdo de
positrons. A biopsia comprova o diagnostico e pode ser realizada por puncao
aspirativa com agulha fina (PAAF), onde pode ser associada ao ultrassom,
para observar a glandula durante o exame. Caso a PAAF ndo apresente um
diagndstico conciso, pode ser realizada biopsia cirirgica do nédulo. (American
Cancer Society, 2019).

O tratamento vai variar com o tipo de carcinoma de tireoide, sua
evolugcdo e os riscos associados. Geralmente, o tratamento de escolha é a
tireoidectomia (retirada da glandula tireoide), seja total ou parcial. Além disso,
podem ser realizadas a iodoterapia, hormonioterapia, radioterapia e
quimioterapia (Instituto Oncoguia, 2017; INCA, 2018).

Radiofarmacos séo caracterizados pela associacdo de uma substancia
ndo radioativa a um ou mais radionucleotideos que séo utilizados para fins de
diagnéstico ou terapia (RDC N°63, 2009). Um tipo de radionucleotideos
utilizado é o iodo radioativo, que tem sido usado como tratamento de cancer de
tireoide desde 1940. A eficacia dessa terapia depende de alguns fatores, como
por exemplo, preparacdo do paciente, caracteristicas do tumor e dosagem
(CARBALLO & QUIROS, 2012). Quando administrado o radiofarmaco iodeto de
sédio 131, ele se concentra na glandula tireoide e danifica as células
cancerigenas. A iodoterapia é bastante utilizada nos casos de carcinoma
papilifero e folicular, porém, quando se trata dos carcinomas anaplasico e
medular, essa terapia ndo € eficaz porque esses tipos ndo captam o iodo

(American Cancer Society, 2016).

3 Gene Oxido Nitrico Sintase (NOS3)

O oxido nitrico (NO) pode ser sintetizado a partir da expresséo de trés
genes da familia de enzimas Oxido Nitrico Sintase (NOS): NOS neuronal
(NOS1); NOS indutivel (NOS2) e; NOS endotelial (NOS3). A NOS1 e NOS3
sdo expressas constitutivamente, enquanto que a NOS2 é induzida por
estimulos inflamatorios (PUGA et al, 2011).

Todas as isoformas de NOS catalisam reacdes de L-arginina,

NADPH e oxigénio para a formagéo de NO, L-citrulina e NADP. O 6xido nitrico



(NO) €& um regulador de diversos processos fisioldgicos importantes
envolvendo vasodilatacdo, respiracdo, migracdo celular, resposta imune e
apoptose (MUNTANE & DE LA MATA, 2010). Mutagbes no gene NOS3
interferem diretamente na producéo de é6xido nitrico, facilitando a ocorréncia de
uma disfungéo endotelial (ELNEAM et al. 2015).

O variable number tandem repeat (VNTR) localizado no intron 4 do
NOS3 esta intimamente associado com a concentragdo de o6xido nitrico no
plasma. Este gene localiza-se no cromossomo 7g36.1 (NCBI, 2018) e possui
uma sequéncia de 27 pares de bases, onde o alelo ancestral 4b disp6e de 5
repeticbes in tandem, enquanto que o alelo mutado 4a apresenta apenas 4
repeticdes (TURKANOGLU OZCELIK, 2014).

4 Polimorfismo do NOS3 e associagado com doencgas

A influéncia do polimorfismo do NOS3 é objeto de estudo para diferentes
neoplasias. Ramirez-Patino e colaboradores (2013) pesquisou esse gene para
o cancer de mama e concluiu que este polimorfismo é um fator de risco para
seu desenvolvimento. Nikolic e colaboradores (2015) investigaram a regido de
intron 4 para o NOS3 e concluiram que o polimorfismo é um fator de risco para
o desenvolvimento do cancer de prostata. Além disto, o trabalho de Riener e
colaboradores (2004) demonstrou que este polimorfismo ndo tem relagdo com
cancer de vulva, mas que estd associado a reducdo da sobrevida livre da
doenca.

Na literatura, é possivel identificar estudos que relacionam o NOS3
intron 4 com variadas patologias.

Um estudo realizado por Katkam e colaboradores (2018) analisou essa
mesma regido em uma populagéo indiana com Lupus Eritematoso Sistémico e
apontou este polimorfismo como um fator de risco para o desenvolvimento
desta doenca.

Matyar e colaboradores (2005) concluiram que a presenca do alelo a em
individuos do sul da Turquia é um fator de risco para doenca arterial
coronariana.

Wang e colaboradores (1999) descreveram que alto numero de

individuos com mutacdo na regido intron 4 era correspondente com uma maior
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frequéncia de pacientes com insuficiéncia renal terminal, concluindo que este
polimorfismo poderia afetar a progresséo da doenca.

A meta analise de Zhao e colaboradores (2012) pesquisou sobre
diferentes polimorfismos no NOS3 com a susceptibilidade de retinopatia
diabética e concluiu que a presenca do alelo a é um fator de protecdo para
pacientes com diabetes mellitus.

Staalso e colaboradores (2014) compararam o impacto deste
polimorfismo com outros fatores de risco, tais como hipertensdo e tabagismo,
para o desenvolvimento de hemorragia subaracndidea aneurismatica em
pacientes do sexo masculino e identificaram que o risco entre eles é
semelhante, indicando uma forte interacdo entre gendtipo e ambiente para o

desenvolvimento da patogénese.

JUSTIFICATIVA

O oxido nitrico apresenta papel complexo na carcinogénese. Observa-se
que ele tem um papel dual em diversos processos, sendo capaz de causar
danos no DNA e proteger a célula de toxicantes. A expressdo de NOS3 atua na
modulacdo de diferentes eventos relacionados ao cancer, tais como a
angiogénese, apoptose e ciclo celular (MUNTANE & DE LA MATA, 2010).
Células tumorais estéo frequentemente sujeitas a condi¢des de estresse, como
hipéxia, perda de adesdo célula-célula e célula-matriz extracelular e o
desbalanco no metabolismo oxidativo (SILVA & JASIULIONIS, 2014). Este
trabalho teve como propdsito avaliar se o polimorfismo no gene NOS3 regido

intron 4 pode estar associado a pacientes com carcinoma papilifero de tireoide.

OBJETIVOS

O objetivo deste estudo foi identificar a distribuicdo do polimorfismo do
gene NOS3 em pacientes portadores do cancer papilifero da tireoide, bem
como investigar possivel associagdo entre os participantes portadores de

carcinoma papilifero de tireoide e suas diferentes manifestacdes clinicas.
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RESUMO

INTRODUCAO: O cancer de tireoide ocorre em, aproximadamente, 1,3% da
populacao brasileira, é trés vezes mais frequente no sexo feminino e o tipo
papilar mais frequente nos pacientes. O gene Oxido nitrico sintase (NOS3)
regula a expressdo de oOxido nitrico (NO), onde atua na modulacdo de
diferentes eventos relacionados ao cancer, tais como a angiogénese.
OBJETIVO: Identificar e analisar o polimorfismo no gene NOS3 na regido no
intron 4, em pacientes que possuem cancer de tireoide do tipo papilifero.
METODOS: Foi realizado um estudo caso-controle, onde 31 pacientes de
ambos 0s sexos que possuem carcinoma papilifero de tireoide (CPT) e foram
submetidos ao tratamento com radiofarmaco lodeto de Sdédio (131l),
comparado com 81 pacientes controle. Através da PCR os resultados foram
observados em eletroforese de gel de agarose 3% (p/v) em solugcdo tampao
TBE 1x contendo brometo de etidio. Os dados foram compilados e analisados
no programa SPSS versao 25.0. O presente trabalho foi aprovado no comité de
ética do UNICEUB com CAAE 57382416.6.0000.0023.

RESULTADOS: As frequéncias genotipicas dos individuos sadios estavam em
equilibrio de Hardy-Weinberg (P=0,503). Houve diferenca genotipica
significativa entre individuos com cancer papilifero da tireoide e os sadios
(P<0,001). O gendtipo bb conferiu fator protetor para CPT (P<0,001, OR =
0,16; IC95% = 0,06— 0,42), e a presenca do alelo a parece ser fator de risco
para CPT (P<0,001, OR = 3,54; IC95% = 1,86-6,73).

CONCLUSAO: O polimorfismo no intron 4 do gene NOS3 foi associado a

susceptibilidade ao cancer papilifero da tireoide.

Palavras-Chave: NOS3; POLIMORFISMO; CANCER DE TIREOIDE.
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ABSTRACT

INTRODUCTION: Thyroid cancer occurs in approximately 1.3% of the Brazilian
population, is three times more frequent in females and the most frequent
papillary type in patients. The nitric oxide synthase gene (NOS3) regulates the
expression of nitric oxide (NO), where it acts in the modulation of different
events related to cancer, such as angiogenesis.

OBJECTIVE: To identify and analyze the polymorphism in the NOS3 gene in
the region in the intron 4, in patients who have thyroid cancer of the papillary
type.

METHODS: A case-control study was performed in 31 patients of both sexes
who had papillary thyroid carcinoma (TPC) and were treated with
radiopharmaceutical Sodium lodide (131I), compared to 81 control patients.
Through PCR the results were observed in 3% (w / v) agarose gel
electrophoresis in 1x TBE buffer containing ethidium bromide. The data were
compiled and analyzed in the SPSS program version 25.0. The present work
was approved in the UNICEUB ethics committee with CAAE
57382416.6.0000.0023.

RESULTS: The genotypic frequencies of healthy individuals were in Hardy-
Weinberg equilibrium (P = 0.503). There was a significant genotypic difference
between individuals with thyroid and papillary thyroid cancer (P <0.001). The bb
genotype conferred a protective factor for CPT (P <0.001, OR = 0.16, 95% CI =
0.06-0.42), and the presence of the allele appeared to be a risk factor for CPT
(P <0.001, OR = 3.54, 95% CI = 1.86-6.73).

CONCLUSION: Intron 4 polymorphism of the NOS3 gene was associated with

susceptibility to papillary thyroid cancer.

Keywords: NOS3; POLYMORPHISM; THYROID CANCER.
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1. INTRODUCAO

O cancer de tireoide é a neoplasia endécrina mais comum no mundo?.
No Brasil, estima-se que, no ano de 2018, havera 9.610 novos casos, onde
1.570 sdo de cancer de tireoide para o sexo masculino e 8.040 para 0 sexo
feminino?. Com isso, observa-se a frequéncia deste carcinoma trés vezes mais
em mulheres do que homens. O céncer de tireoide pode ser dividido em trés
grupos: diferenciado (papilifero e folicular), medular e anaplasico. O tipo papilar
€ 0 mais comum (80% dos casos) e apresenta maior taxa de cura dos
pacientes. O folicular atinge, aproximadamente 10 a 15%. O tipo medular afeta
5% dos pacientes e o anaplasico de 1 a 2% 2. A faixa etaria de maior risco esta
entre 25 a 65 anos e afeta mulheres trés vezes mais que 0s homens?.

AlteracOes genéticas sdo de grande influéncia no surgimento de diversas
neoplasias humanas, mutacdes e polimorfismos séo duas alteracdes genéticas
frequentes que ocorrem no DNA. Entende-se como polimorfismos genéticos
mutacBes de nucleotideos em, pelo menos, 1% dos individuos de uma mesma
espécie, onde pode resultar em diferencas fenotipicas®.

VNTR (variable number tandem repeat), ou minissatélites, ou repeticdes
consecutivas de numero variavel, compreendem polimorfismos de comprimento
de sequéncia Unica® por possuirem repeticdes constituidas de 10 a 64 pares de
bases e atuam como marcadores para caracterizacao genética.

Alteracbes génicas como VNTR podem ocorrer em sequéncias néao
codificadoras do gene e possivelmente ndo havera consequéncias em suas
funcdes; outras ocorrerdo em sequéncias codificadoras, levando a producéo de
proteinas defeituosas, desta forma, em alguns casos, polimorfismos genéticos
podem aumentar a suscetibilidades as patologias’.

O oxido nitrico (NO) € um radical e atua como mediador biolégico em
diversos processos no organismo, incluindo a regulacdo do fluxo sanguineo e
modulacdo da atividade neuronal. Mutacbes no gene Oxido nitrico sintase 3
(NOS3), interferem diretamente na producdo de oxido nitrico®, este gene
localiza-se no cromossomo 7g36.1. O VNTR localizado no intron 4 do NOS3
esta intimamente associado com a concentracdo de 6xido nitrico no plasma®.

O polimorfismo no NOS3 intron 4 ja € descrito em associagcdo com

outras patologias. Estudo realizado com indianos demonstrou que a presenca
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do alelo “a” € um fator de risco para o desenvolvimento de Lupus Eritematoso
Sistémico®. O polimorfismo também se apresenta como fator de risco doenca
arterial coronariana em estudo realizado com individuos turcos'®. Estudo
realizado por Wang et al'! observou-se um grande niimero de individuos com a
mutagdo no intron 4 e correspondente a maior frequéncia de pacientes com
insuficiéncia renal, indicando o impacto deste polimorfismo nesta doenca. Para
a retinopatia diabética, a presenca do polimorfismo apresentou-se como um
fator de protecdo em pacientes com diabetes mellitus'?. Estudo de Staalsg et
al'* correlacionou o polimorfismo com o desenvolvimento de hemorragia
subaracndidea aneurismatica e concluiu que é um fator de risco equivalente a
hipertenséo e tabagismo.

A presenca de espécies reativas de oxigénio (EROs) em excesso pode
provocar estresse oxidativo nas células e, consequentemente, causar danos ao
DNA, RNA, lipidios e proteinas. Além disso, EROs também podem afetar o
sistema de reparo do DNA, tornando o individuo mais susceptivel ao
desenvolvimento de doencas, como por exemplo, o cancer!®. Ao verificar que
polimorfismos no gene NOS3 interferem na producdo de Oxido nitrico, que
constitui um importante regulador bioldgico, este trabalho tem como objetivo
investigar se o polimorfismo no gene NOS3 regido intron 4 pode ser um fator

protetor ou de risco nos pacientes com carcinoma papilifero de tireoide (CPT).

2. MATERIAL E METODO

2.1. Célculo da amostra e descri¢cédo

As amostras foram obtidas em um estudo de caso-controle com base
hospitalar concluido em seis meses (junho a dezembro de 2017). Para isto, a
amostra foi calculada estimando-se a prevaléncia de 1% de cancer de tireoide
entre os tipos de cancer na populagdo adulta, erro amostral de 5% e intervalo
de confianca (IC) de 95%, em numero de pacientes n = 8450, chegou-se a 12
participantes. Com a compensacao de perdas, foi considerada uma amostra de
26 portadores de CPT. Com isto, este estudo foi composto por 31 individuos
(20 mulheres e 11 homens; média de idade 48 anos + 13 anos). O grupo
controle foi composto por 81 participantes (43 mulheres e 38 homens, média de

idade 52 anos * 5 anos), sendo esse grupo constituido por individuos
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saudaveis, voluntérios, pareados, que foram recrutados e também individuos
saudaveis acompanhando os pacientes no departamento geral de pacientes
ambulatoriais (OPD).

2.2. Comité de ética, critérios de inclusdo e excluséao

O consentimento informado foi obtido de todos os individuos antes da
coleta de informacdes. Este estudo foi aprovado pelo comité de ética
institucional CAAE n° 57382416.6.0000.0023. Pacientes de ambos 0s sexos,
idade maior que 18 anos, com diagndéstico de cancer da tireoide e que foram
submetidos a iodoterapia no servico de Medicina Nuclear Imagens Médicas de
Brasilia (IMEB) constituiram os critérios de inclusdo para o grupo caso. Para o
grupo controle, os critérios de inclusdo foram individuos de ambos os sexos,
gue ndo possuissem carcinoma, ndo submetidos a iodoterapia e sem grau de
parentesco com 0s pacientes do grupo caso. Participantes foram excluidos em
ambos o0s grupos se possuissem idade inferior a 18 anos, se apresentassem
diagnostico de cancer da tireoide, porém ndo fossem eletivos a iodoterapia
além dos que ndo aceitaram participar da pesquisa ou representantes legais

gue ndo consentiram em participar.

2.3. Extracdo de DNA e genotipagem

As amostras foram coletadas em sua totalidade por puncdo venosa para
isolamento do DNA. O DNA foi extraido de sangue periférico através do
método NucleoSpin ® Blood QuickPure, de acordo com as instru¢bes do
fabricante, com o n° de referéncia 740569.250 e lote 1611/001, da marca
MACHEREY-NAGEL. A concentracdo de DNA foi determinada através da
corrida eletroforética em gel de agarose a 3%, corado com brometo de etidio. O
rendimento médio alcancado foi de 20 ng/uL. Em seguida, o DNA diluido foi
submetido a estratégia de Polymorphism Polymerase Chain Reaction (PCR).
As sequéncias de oligonucleotideos utilizadas para avaliar os polimorfismos
foram?®;

Senso 5 AGG CCC TAT GGT AGT GCC TT &
Antisenso 5 TCT CTT AGT GCT GTG GTCAC &
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As condig8es de termociclagem foram 36 ciclos com 94°C por 4 minutos
e por 1 minuto para a desnaturacao inicial, anelamento dos oligonucleotideos a
60°C por 30 segundos e 72°C por 1 minuto para a extensdo dos fragmentos. A
extensao final foi realizada a 72°C por 10 minutos e resfriamento por 4 minutos.
O equipamento utilizado foi o TermocicladorTechne modelo TC-512.

Em cada reacdo foram utilizados 8,0uL de DNA genbmico na
concentracéo final de 2,5ng/pL; 12,5uL de tampao 10x (10mM de Tris e 50mM
de KCI); 6,25uL de MgCl2 50mM (Ludwig Biotec, Alvorada, Rio Grande do Sul,
Brasil), 10uL de desoxirribonucleotideostrifostafo (dNTPs; 2,5mM; (Ludwig
Biotec, Alvorada, Rio Grande do Sul, Brasil); 2uL de Tag-Polimerase, (Ludwig
Biotec,Alvorada, Rio Grande do Sul, Brasil), 10U/uL); 1,5uL de cada
oligonucleotideofoward e reverse (10uM, IDT technologies); completando com
agua Milli-Q para um volume final de 25uL por reacéo.

Os produtos da PCR em questdo formavam os fragmentos do alelo “a”

polimorfico com 393pb, e o alelo “b” ancestral com 420pb.

2.4. Caracteristicas clinicas dos individuos

Dados dos prontuarios dos pacientes foram anotados conforme a ficha
presente no ANEXO 2.

2.5. Anéalise estatistica

A aderéncia ao equilibrio Hardy-Weinberg para a frequéncia genotipica
em controles foi analisada pelo teste do qui-quadrado com um grau de
liberdade. As frequéncias genotipicas e alélicas dos pacientes portadores do
cancer papilifero da tireoide que foram submetidos a iodoterapia foram
comparadas ao grupo controle por meio do teste qui-quadrado em modelos
recessivos e dominantes. A associacdo de caracteristicas clinicas para cada
genotipo foi analisada com o teste qui-quadrado e foi adotado o nivel de
significancia de 5%. Também foram calculadas Odds Ratio (OR) das
frequéncias alélicas e genotipicas, com intervalo de confianga (IC) de 95%. O
programa estatistico utilizado foi o SPSS (verséo 25.0, SPSS Inc., Chicago, IL,
USA). Para comparagdo de médias das dosagens da citocina, foi utilizada
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ANOVA ou teste t- de Student, ou a correlacdo de Pearson, observados os
pressupostos de normalidade. Para a verificacdo das demais caracteristicas
clinicas e genotipos, foi utilizada a estatistica ndo paramétrica teste H de
Kruskall-Wallis.

3. RESULTADOS
3.1. Frequéncia genotipica e alélica do polimorfismo NOSS3 intron 4

no estudo caso-controle.

As frequéncias genotipicas do polimorfismo NOS3 intron 4 nos
individuos sadios estavam em equilibrio de Hardy-Weinberg (P=0,503). A
distribuicdo genotipica se diferenciou significativamente entre individuos com
CPT e os sadios (P<0,001), sendo que o numero de individuos com os
genotipos aa, ab e bb foram de 4, 19 e 8, respectivamente no grupo CPT e de
3, 23 e 55 no grupo controle. Neste estudo, o gendtipo bb conferiu fator protetor
para CPT (P<0,001, OR = 0,16; IC95% = 0,06— 0,42). Além disso, a avaliacao
entre os alelos a e b foi analisada, e assim a presenca do alelo a apresenta-se
como fator de risco para CPT (P<0,001, OR = 3,54; IC95% = 1,86-6,73). Pode-
se concluir que a presenca do polimorfismo no intron 4 do gene NOS3 foi

associado a susceptibilidade ao cancer papilifero da tireoide (Tabela 2).
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Tabela 2 - Distribuicdes genotipicas e alélicas dos portadores de CPT e

controle
Grupos
CPT Controle

NOS3
INTRON 4 N % N % P OR (IC 95%)
aa 4 12,9 3 3,7

ab 19 61,3 23 28,4 <0.001 NA

bb 8 25,8 55 67,9

Total 31 100,0 81 100,0

bb 8 258 55 679 <0,001 0,16 (0,06-0,42)
ab+aa 23 74,2 26 32,1

Total 31 100,0 81 100,0

a 27 43,5 29 179 <0,001 3,54 (1,86-6,73)
b 35 56,5 133 82,1 <0,001 0,28 (0,15-0,54)
Total 62 100,0 162 100,0

NA: Nao se aplica

3.2. Genotipagem e suas associagfes com as caracteristicas clinicas

dos portadores de CPT submetidos a iodoterapia

Por fim, outras caracteristicas clinicas dos pacientes, tais como-

concentracdo sérica de tireoglobulina, TSH, antitireoglobulina; sexo, o IMC,

além da dose administrada de radiofarmaco foram relacionadas com o

genatipo. Nao foram encontradas associacdes entre o polimorfismo no intron 4

do gene NOS 3 e essas variaveis (tabelas 3 e 4).
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Tabela 3 - Medianas, intervalos da mediana e P-valores das medidas de Tireoglobulina, TSH e IMC nos pacientes portadores de

CPT conforme o gendétipo

[Tireglobulina] ng/mL [TSH] pUl/mL IMC (kg m)
irﬁ%ﬁi CL inferior CL superior CL inferior CL superior CL inferior CL superior
95,0% para Mediana 95,0% para 95,0% para Mediana 95,0% para 95,0% para Mediana 95,0% para
mediana mediana mediana mediana mediana mediana
aa 0,59 2,59 9,00 7,46 26,29 136,13 24,62 30,47 33,69
ab 1,02 2,88 31,90 55,90 76,65 130,07 24,25 26,22 31,71
bb 3,00 5,58 31,99 1,20 86,66 118,08 20,81 25,30 30,80
P-Valor 0,687 0,747 0,460

Tabela 4 - Estudo da associacéo entre Distribuicdo da Antitireoglobulina, sexo e dose do radiofarmaco administrada nos pacientes

portadores de CPT conforme o gendtipo.

NOS3 Antitireoglobulina (Ul/mL) Sexo Dose administrada (mCi)
intron 4 <20 >20 Feminino Masculino 50 100 150 200 250
N % N % N % N % N % N % N % N % N %
aa 3 16,7% 0 0,0% 2 10,0% 2 18,2% 0 0,0% 2 22,2% 2 12,5% 0 0,0% 0 0,0%
ab 11 61,1% 4 100,0% 11 55,0% 8 72,7% 1 100,0% 3 33,3% 11 68,8% 2 100,0% 1 50,0%
bb 4 22,2% 0 0,0% 7 35,0% 1 9,1% 0 0,0% 4 44,4% 3 18,8% 0 0,0% 1 50,0%
P-valor 0,320 0,276 0,651




24

4. DISCUSSAO

O presente estudo foi o primeiro trabalho que relacionou o polimorfismo do
NOS3 na regido intron 4 com o carcinoma papilifero de tireoide. Foi identificado
gue o genotipo ancestral “bb” é um fator protetor, enquanto que, a presenca do
alelo polimérfico “a” torna-se um fator de risco para o desenvolvimento deste
cancer, portanto, a presenca do polimorfismo no intron 4 do gene NOS3 foi
associado a susceptibilidade ao cancer papilifero da tireoide.

Ao comparar este polimorfismo com outras neoplasias, o estudo de
Ramirez-Patino e colaboradores!® analisou uma amostra de mulheres
mexicanas e concluiu que a presenca do alelo “a” é um fator de risco para o
desenvolvimento de cancer de mama (OR = 1.9, 95%CI 1.29-2.95, P = 0.001),
resultado semelhante encontrado neste estudo para o cancer de tireoide.

Uma meta andlise realizada por Nikolic e colaboradores!’ analisou
polimorfismos em trés regides do NOS3, dentre elas o intron 4, para o cancer
de prostata. A partir de 11 artigos analisados, os pesquisadores do estudo
concluiram que a presenca do alelo “a” € um fator de risco para o cancer de
prostata (OR = 2.29, 95% CIl 1.51-3.49; P < 0.01). Em contraposicao, Polat et
al*® realizou a andlise em tecido da prostata parafinado e concluiu que o intron
4 ndo teve associacdo com cancer de préstata. (P=0,301). Por ser o primeiro
estudo envolvendo tecido de prostata parafinado, sdo necessarios mais
estudos para comparar com este resultado e avaliar a adequacdo dos métodos
utilizados.

O trabalho realizado por Riener e colaboradores®® sobre o cancer de vulva
demonstrou que o polimorfismo do intron 4 ndo tem relacdo com a neoplasia
(OR: 1,01; 95% CI: 0,6-2,0; P = 0,9), porém, a presenca do alelo polimorfico a
esta associado a reducao da sobrevida livre da doenca (P=0,03).

Apesar de alguns trabalhos apresentarem resultados semelhantes ao do
presente estudo, ndo € possivel realizar uma andlise integra deste
polimorfismo para o cancer de tireoide, porque cada neoplasia possui suas
caracteristicas e niveis de complexidade, tornando uma limitacdo a
comparacdo efetiva entre cada tipo. E fundamental que desenvolvam mais
estudos que relacionem polimorfismos genéticos com o cancer de tireoide para

complementar a compreenséao de seu desenvolvimento.
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5. CONCLUSAO

O polimorfismo intron 4 do gene NOS3 foi associado a susceptibilidade
ao cancer papilifero da tireoide na populacdo brasileira estudada. Nao foram
encontradas associacdes entre este polimorfismo e as caracteristicas clinicas
dos pacientes, tais como concentracdo sérica de tireoglobulina, TSH,
antitireoglobulina; sexo, o IMC e dose de radiofarmaco administrada.

A informacdo sobre andlise genética pode ser um método favoravel no
auxilio de tratamento e compreensdo de doencas que afetam a populacao.
Diante disto, este trabalho pode ajudar em pesquisas futuras sobre este gene e

o carcinoma papilifero de tireoide.

6. PERSPECTIVAS FUTURAS

Dando seguimento a este estudo, recomenda-se para estudos futuros a
andlise da expressdo do gene NOS3 e sua influéncia em pacientes com
cancer. Desta forma, podera contribuir na compreensao sobre outros fatores
que possam estar relacionados com a neoplasia. Além disto, é importante que
se desenvolva mais estudos sobre a frequéncia do polimorfismo intron 4 em

diferentes popula¢cdes do mundo, para resultados mais abrangentes e integrais.
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PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa:INFLUE’NCIA DE ALTERAGCOES EM PADROES MOLECULARES NO
PROGNOSTICO DE PACIENTES PORTADORES DO CANCER DA TIREOIDE
SUBMETIDOS AO TRATAMENTO COM O RADIOFARMACO IODETO DE SODIO

Pesquisador: Rafael Martins de Morais
Area Tematica: Genética Humana:

(Trata-se de pesquisa envolvendo Genética Humana que ndo necessita de analise

ética por parte da CONEP;);
Versdo: 2
CAAE: 57382416.6.0000.0023

Instituicdo Proponente:INSTITUTO DE MEDICINA NUCLEAR E ENDOCRINOLOGIA DE BRASILIA LTDA

Patrocinador Principal: Financiamento Proprio
DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 1.965.528

Apresentacdo do Projeto:

A tireoide € a maior glandula endécrina presente no corpo humano. Possui a funcédo de sintetizar os
horménios tireoidianos (T3 e T4), que sdo extremamente importantes em diversas funcdes corporais. O

cancer de tiredide (tireoide) é responsavel por apenas <1% de todos os canceres humanos, porém, é a

neoplasia endocrina mais frequente. E subdividido em quatro principais tipos: papilar; folicular; medular e

anaplasico. Dentro desse contexto, as alteracdes genéticas tém papel decisivo no aparecimento de varias
neoplasias humanas. Mutacdes e polimorfismos sdo duas alteracdes genéticas frequentes. Deste modo, em

alguns casos o polimorfismo genético pode aumentar a suscetibilidade as patologias e ha um aumento

significativo de danos ao DNA em pacientes que possuem cancer de tireoide.

METODOLOGIA: consiste na coleta de sangue em tubos contendo EDTA como anticoagulante. Serédo

recrutados 441 participantes da pesquisa no grupo Caso e 200 participantes da pesquisa ho grupo Controle.

O DNA gendmico sera extraido de leucdcitos presentes no sangue utilizando o método Salting Out. Os
exames de polimorfismo genético, que sera realizado pelo método PCR qualitativo. Em seguida, a analise

de polimorfismo se dara com o uso de enzimas de restricdo, a

Endereco: SEPN 70707 - Bloco 6, sala 6.110, 1° andar

Bairro: Setor Universitario CEP: 70.790-075
UF: DF Municipio: BRASILIA
Telefone: (61)3966-1511 E-mail: cep.uniceub@uniceub.br

Pégina 01 de 08

28



CENTRO UNIVERSITARIO DE £~ Ploboforma
BRASILIA - UNICEUB %aﬂl

Continuacéo do Parecer: 1.965.528

depender da regido génica a ser analisada. Serdo analisados os polimorfismos dos genes P53, XRCC1,
ERCC2/XPD, NOS3, TNFA, PDE, GP1BA, IFNG, PDC1D, SOD2, GST, NIS, CYP, PLA, VEGF, MNSOD, ILs
e APOs, SOD3, BAX, BCL2 e TERT. A mensuracdo de TGF-Beta, TNF-Alfa e interleucinas sera realizada
pelo método ELISA, de acordo com as especificacdes do kit de alta sensibilidade R&D Systems Quantikine,
nas amostras de sangue e saliva. A avaliacdo das proteinas p53, Bax, Bcl-2, TGF-, IL-10 e hTERT sera
realizada em todas as amostras de CECs em ambas as células neoplasicas e células do infiltrado
inflamatério. Além do sangue, informacoes relacionadas ao prontuario do paciente do grupo caso também
serdo coletadas, tais como: tempo de tratamento, dose, outros exames complementares.

CRITERIOS DE INCLUSAO E EXCLUSAO: foram apresentados.

SOBRE AS FORMAS DE RECRUTAMENTO: para os patticipantes do grupo controle, o recrutamento se
dara na sala de coleta de amostras no Laboratério de Analises Clinicas da Faculdade de Ceildndia (FCE). O
material biolégico (sangue) dos participantes serdo estocados na FCE da Universidade de Brasilia (UnB),
sob a guarda da pesquisadora Izabel Cristina Rodrigues da Silva e do pesquisador Rafael Martins de Morais
na extracdo do DNA das amostras, além das realizacdes dos exames para verificacéo dos polimorfismos
genéticos.

METODOLOGIA DE ANALISE DE DADOS: sera feita por meio das analises das frequéncias alélicas e
genotipicas serdo estimadas, usando-se o programa SPSS versao 20.0, por contagem direta, sendo essas
expressas como porcentagem do numero de alelos. Além disso, sera aplicado o teste do qui-quadrado e o
Odds Ratio (OR), de forma a comparar as distribuicées das frequéncias e também fazer possiveis
associacoes com os alelos, gendétipos e haplétipos entre os 2 grupos avaliados (caso e controle).

Objetivo da Pesquisa:

O Objetivo Primario sera "Determinar a prevaléncia de polimorfismos genéticos e dosar a concentracédo de
proteinas séricas em pacientes portadores do cancer da tirecide que serdo submetidos ao tratamento com o
Radiofarmaco lodeto de Sodio (I1131) e comparar com o grupo sadio ho acompanhamento, tratamento,
prognostico e estadiamento da doenca, em um estudo prospectivo e de caso controle".

E os Objetivos Secundarios serdo "Avaliar a influéncia entre o polimorfismo dos genes P53, XRCC1,
ERCC2/XPD, NOS3, TNFA, PDE, GP1BA, IFNG, PDC1D, SOD2, GST, NIS, CYP, PLA, VEGF, MNSQOD, ILs
e APOs, SOD3, BAX, BCL2 e TERT, no tratamento e prognoéstico em patrticipantes com cancer de tireoide
submetidos a dose terapéutica com o Radiofarmaco lodeto de Soédio (1311);Correlacionar a imunoexpresséao
das proteinas MnSOD, Bax, Bcl-2 e hTERT nas lesbes de tireoide relatadas no

Endereco: SEPN 70707 - Bloco 6, sala 6.110, 1° andar

Bairro: Setor Universitario CEP: 70.790-075
UF: DF Municipio: BRASILIA
Telefone: (61)3966-1511 E-mail: cep.uniceub@uniceub.br

Pégina 02 de 08

29



CENTRO UNIVERSITARIO DE £~ Ploboforma
BRASILIA - UNICEUB %aﬂl

Continuacéo do Parecer: 1.965.528

laudo histopatologico; Comparar as concentracoes plasmaticas de TNF- e Interleucinas dos participantes da
pesquisa (grupo caso) com individuos sadios (grupo controle); Avaliar o backgroud genético como
acompanhamento no acompanhamento, tratamento, prognéstico e estadiamento da doenca; Influéncia da
iodoterapia (apo6s o tratamento) nos genes citados anteriormente".

Avaliacao dos Riscos e Beneficios:

Os riscos foram descritos pelo pesquisador como sendo: A recomendacédo da sequéncia dos tubos é
baseada na (CLSI H3-A6, Procedures for the Collection of Diagnostic Blood Specimens by Venipunctures;
Approved Standart, 6thed) e deve ser respeitada, para que ndo ocorra contaminacéo por aditivos nos tubos
subsequentes (contaminacédo cruzada dos aditivos), quando ha necessidade da coleta para diversos
analitos de um mesmo paciente. As medidas de seguranca visam evitar injurias tanto aos patrticipantes
como aos profissionais que farédo o procedimento de coleta. Antes da coleta, o paciente sera tranquilizado,
agindo-se com honestidade, explicando passo-a-passo do procedimento, desde os equipamentos
necessarios até um possivel desconforto no momento da coleta. Os critérios de avaliacdes de riscos e
beneficios foram privados das Recomendacdes da Sociedade Brasileira de Patologia Clinica/Medicina
Laboratorial (SBPC/ML - 2014): coleta e preparo da amostra biologica para Coleta de sangue venoso,
descritos a seguir: formacéao de hematoma: No momento da antes e apés a coleta, existem alguns riscos e
possiveis complicacdes, que poderdo vir acontecer. A formacédo de hematoma é a complicacdo mais comum
em processos de puncédo venosa. E acometido devido & extravasamento do sangue para o tecido. Esse
processo pode ocorrer durante ou apés a puncdo. Quando acontece, o paciente pode sentir dor no local, e
em alguns casos, a compresséo de algum ramo nervoso. Puncéo arterial acidental: A puncéo acidental de
uma artéria é outro risco. Porém, & um fato considerado raro, sabendo que a escolha do local e habilidade
do profissional & preponderante para que isso seja evitado. A puncédo acidental arterial esta associada
principalmente a puncées ha veia basilica, pelo fato de estar proximamente localizada a(a) artéria braquial.
Caso ocorra, € necessario realizar uma pressdo ha regido afetada, por pelo menos 5 minutos, além de
obstruir o local da puncdo com maior eficiéncia. Infeccdo: Embora raro, existe a possibilidade da puncao
venosa de gerar alguma infeccéo no paciente, por isso, ndo deve ser desprezada. Por isso, & importante
que antes da puncéo, haja a assepsia no ponto de aplicacédo. O uso de algodédo embebido em alcool etilico
comercial, alcool iodado ou antissépticos a base de iodo, sdo recomendados para tal. Quando mais rapido
for desde o momento da assepsia até o momento da puncédo na pele do paciente, menor sera o risco de
infeccoes. Um adesivo curativo devera ser colocado ap6s a puncéo, permanecendo
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no paciente durante no minimo 15 minutos. Lesdo nervosa: Caso hdo ocorra sucesso ha primeira tentativa
de puncéo, a agulha devera ser retirada, para que assim, uma segunda tentativa seja realizada. Isso evita
que ocorra lesées em ramos nervosos proximos ao local da puncéo. Outra medida para que isso hdo ocorra,
€ orientar ao paciente, antes e durante a coleta, a ndo realizar movimentos bruscos. Dor: Geralmente, a dor
gerada pela puncéo e retirada da agulha, é de fraca intensidade e suportavel. Para que isso seja
minimizado, acalmar e orientar o paciente antes e durante a coleta € adequado. Porém, medidas serdo
adotas, visando também a seguranca do profissional da saude. Os equipamentos de protecéo individual
(EPIs) devem estar de acordo visando a protecdo do profissional e do paciente. A principal forma de
contaminacédo de agentes infecciosos é pelo contato. Todos as diretrizes para medidas de protecdo e saude
dos trabalhadores devem estar de acordo com a Norma Regulamentadora Brasileira no 32 ou NR-32
(Seguranca e Saude no Trabalho em Servicos de Saude), de 11 de novembro de 2005. Boas praticas
individuais que pregam os Requisitos de Seguranca no Laboratério Clinico também deverédo ser tomadas,
seguindo a norma ABNT NBR 14785:2001. O descarte de residuos sera feito de acordo com a RDC/Anvisa
n. 306/2004.

E os Beneficios foram descritos pelos pesquisadores como sendo: Por se tratar de apenas uma coleta de
sangue, através de puncéo de veia periferia, procedimento usual na pratica clinica, os riscos referentes ao
trabalho sdo minimos. O anonimato dos pacientes é assegurado, pois o estudo tem enfoque nos dados e
nédo nhos pacientes individualmente. Os dados genéticos resultantes somente serdo acessiveis aos
pesquisadores do presente estudo e nédo serdo dissociados dos individuos. Os beneficios do uso de dados
genéticos humanos coletados no &mbito da pesquisa serdo compartilhados entre a comunidade envolvida
sob a forma de publicacéo de artigos cientifico sobre o assunto. Sera oferecida a possibilidade de contato
eletroénico (e-mail) a todos os participantes que desejarem, para que as possiveis descobertas de
informacdes sejam repassadas, em forma de artigos cientificos (modo como serédo divulgados os resultados
da presente pesquisa). Os beneficios deste estudo sdo maior conhecimento sobre os aspectos
fisiopatolégicos, diagnostico, tratamento e prognéstico da doenca do cancer da tireocide. Sera oferecida a
possibilidade de retorno das informacdes obtidas, bem como a descricdo dos achados referentes aos
polimorfismos genéticos de cada individuo analisado. Os participantes ou representantes legais terdo
acesso aos resultados mediante a sua solicitacdo a pesquisadora responsavel, a qualquer momento, desde
que as amostras ja tenham sido processadas e analisadas. Esta solicitacdo podera ser feita durante a
assinatura do TCLE, por e-mail ou telefone, presentes no TCLE, e a pesquisadora agendara uma reuniédo
para a entrega do resultado. Os resultados do
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presente estudo ficardo disponiveis aos participantes e aos profissionais da empresa Imagens Médicas de
Brasilia (IMEB).

Comentarios e Consideracdes sobre a Pesquisa:

A Universidade de Brasilia Faculdade de Ceildndia é Coparticipante da pesquisa.

Havera a andlise de prontuarios dos participantes da pesquisa. Foram estabelecidos os critérios de incluséo
e excluséo, assim como, os riscos e os beneficios. O orcamento foi apresentado e o cronograma esta dentro
do periodo de submissdo ao CEP UniCEUB. Ha, também, a descricdo da metodologia de anélise dos dados.
O projeto apresenta mérito académico e cientifico e representa importante contribuicdo para o entendimento
das bases moleculares e citologicas do cancer da tiredide.

O pesquisador deve observar a regulamentacdo especifica, Resolucédo ho 340/04 do Conselho Nacional de
Salde que aprovar as Diretrizes para Analise Etica e Tramitacdo dos Projetos de Pesquisa da Area
Tematica Especial de Genética Humana:

quantos aos aspectos éticos,ha que se garantir os seguintes elementos:

1.3 - As pesquisas envolvendo testes preditivos deverdo ser precedidas, antes da coleta do material, de
esclarecimentos sobre o significado e o possivel uso dos resultados previstos.

1.4 - Aos sujeitos de pesquisa deve ser oferecida a opcédo de escolher entre serem informados ou nédo
sobre resultados de seus exames.

1.5 - Os projetos de pesquisa deverdo ser acompanhados de proposta de aconselhamento genético,
quando for o caso.

111.6 - Aos sujeitos de pesquisa cabe autorizar ou ndo o armazenamento de dados e materiais coletados no
ambito da pesquisa, ap6s informacao dos procedimentos definidos na Resolucédo sobre armazenamento de
materiais biologicos.

IV.1 - As pesquisas da area de genética humana devem ser submetidas a apreciacéo do CEP e, quando for
o caso, da CONEP como protocolos completos, de acordo com o capitulo VI da Resolucdo CNS No 19606
(substituida pela Resolucdo CNS no 466/12), ndo sendo aceitos como emenda, adendo ou subestudo de
protocolo de outra area, devendo ainda incluir:

a) justificativa da pesquisa;

b) como os genes/segmentos do DNA ou do RNA ou produtos génicos em estudo se relacionam com
eventual condicdo do sujeito da pesquisa;

c) explicitacdo clara dos exames e testes que seréo realizados e indicacdo dos genes/segmentos do DNA
ou do RNA ou de produtos génicos que serdo estudados;

d) justificativa para a escolha e tamanho da amostra, particularmente quando se tratar de
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populacédo ou grupo vulneravel e de culturas diferenciadas (grupos indigenas, por exemplo);

e) formas de recrutamento dos sujeitos da pesquisa e de controles, quando for o caso;

f) analise criteriosa dos riscos e beneficios atuais e potenciais para o individuo, o grupo e geracoes futuras,
quando couber;

g) informacdes quanto ao uso, armazenamento ou outros destinos do material biologico.

Consideracdes sobre os Termos de apresentacdo obrigatoria:

*TCLE:

- Esse instrumento teve a sua formatacédo adequada conforme a solicitacdo do CEP UniCEUB: Como
copatrticipante, o CEP da UnB vai receber o projeto para analise, mas deve constar no TCLE os dados do
CEP-UniCEUB, pois € o comité que avalia o estudo submetido pela instituicdo proponente, INSTITUTO DE
MEDICINA NUCLEAR E ENDOCRINOLOGIA DE BRASILIA LTDA.

- Foi acrescentada a informacéo da existéncia de grupo controle;

*Termo de concordéncia da instituicido proponente - anexado a Plataforma Brasil;

* Folha de rosto com as devidas assinaturas do pesquisador principal, da instituicdo proponente e do
patrocinador principal.

*Termo de guarda ndo contém as informacdes dos pesquisadores (home, e-mail e telefone de contato).
*Termo de responsabilidade.

*Termo de responsabilidade e compromisso - apresentado através da Plataforma Brasil.

Recomendacées:

O CEP-UniCEUB ressalta a necessidade de desenvolvimento da pesquisa, de acordo com o protocolo
avaliado e aprovado, bem como, atencéo as diretrizes éticas hacionais quanto aos incisos XI.1 e XI.2 da
Resolucédo n° 466/12 CNS/MS concernentes as responsabilidades do pesquisador no desenvolvimento do
projeto:

X1.1 - A responsabilidade do pesquisador € indelegavel e indeclinavel e compreende os aspectos éticos e
legais.

Xl1.2 - Cabe ao pesquisador:

c) desenvolver o projeto conforme delineado;

d) elaborar e apresentar os relatérios parciais e final;

e) apresentar dados solicitados pelo CEP ou pela CONEP a qualquer momento;

f) manter os dados da pesquisa em arquivo, fisico ou digital, sob sua guarda e responsabilidade, por um
periodo de 5 anos apoés o término da pesquisa;
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g) encaminhar os resultados da pesquisa para publicacdo, com os devidos créditos aos pesquisadores
associados e ao pessoal técnico integrante do projeto; e

h) justificar fundamentadamente, perante o CEP ou a CONEP, interrupcéao do projeto ou a ndo publicacdo
dos resultados.

- Resolucdo CNS n. 441/11, referente a analise ética de projetos de pesquisa que envolvam
armazenamento de material biolégico humano ou uso de material armazenado em pesquisas anteriores.
Observacao: O envio de relatérios devera ocorrer pela Plataforma Brasil, por meio de notificacédo de evento.
O modelo do relatério encontra-se disponivel na pagina do UniCEUB
http:/Aww.uniceub.br/instituicao/pesquisains030_pesquisacomitebio.aspx, em Relatério de Finalizacao e
Acompanhamento de Pesquisa.

Para entrar em contato com o CEP-UniCEUB utilize o e-mail cep.uniceub@uniceub.br.

Conclusées ou Pendéncias e Lista de Inadequacées:

A pesquisa esta apta a iniciar a coleta de dados, ressaltando que:

1)quando da ocorréncia do procedimentos de descarte do material biolégico armazenado devera ser
observada a regulamentacédo pertinente, Resolucdo CNS n. 441/11, item 11.1I:

- O descarte do material biologico humano armazenado em Biobanco pode ocorrer: a) pela manifesta
vontade do sujeito da pesquisa; b) devido a inadequacdo da amostra por critérios de qualidade; c) por
iniciativa da instituicéo; e d) pela dissolucédo do Biobanco. Ill - Nas hipéteses previstas nas alineas “c” e “d”,
sdo obrigatérias: a) a oferta formal do material armazenado a, ho minimo, duas instituicdes de pesquisa que
possuam Biobanco e a apresentacdo comprovada da recusa; e b) a submissédo da deciséo institucional e da
destinacédo do material biol6gico ao CEP, que as encaminhara para avaliacdo da CONEP.

2) No Termo de Guarda de Material Biologico inserir informacdes dos contatos dos pesquisadores (e-mail e
telefone de contato), devendo uma via ficar com o participante (o representante legal), e, a outra, com o
pesquisador responsavel.

Consideracodes Finais a critério do CEP:
Protocolo previamente avaliado, com parecer n. 1.949.153, tendo sido homologado na 2* Reuniéo Ordinaria
do CEP-UniCEUB de 2017, em 17 de fevereiro do mesmo ano.

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:
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Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situacdo
Informacdes Basicas| PB_INFORMACOES_BASICAS_DO_P 19/01/2017 Aceito
do Projeto ROJETO_745986.pdf 16:44:50
Outros Proponente. pdf 19/01/2017 | Rafael Martins de Aceito
16:43:59 | Morais

Outros Copatrticipante.pdf 19/01/2017 |Rafael Martins de Aceito
16:43:18 | Morais

TCLE /Termosde |TCLE.pdf 19/01/2017 |Rafael Martins de Aceito

Assentimento / 16:42:41 Morais

Justificativa de

Auséncia

Declaracéao de GUARDA .pdf 19/01/2017 |Rafael Martins de Aceito

Manuseio Material 16:42:16 | Morais

Biologico /

Biorepositério /

Biobanco

Declaracéo de RESPONSABILIDADE_TERMOS.pdf 19/01/2017 |Rafael Martins de Aceito

Pesquisadores 16:40:47 | Morais

Projeto Detalhado / | PROJETO. pdf 19/01/2017 | Rafael Martins de Aceito

Brochura 16:37:13 | Morais

Investigador

Cronograma CRONOGRAMA. pdf 19/01/2017 | Rafael Martins de Aceito
16:33:48 | Morais

Folha de Rosto Folha_Rosto.pdf 19/01/2017 |Rafael Martins de Aceito
16:31:51 | Morais

Situacdo do Parecer:
Aprovado

Necessita Apreciacdo da CONEP:

Néo

Endereco: SEPN 70707 - Bloco 6, sala 6.110, 1° andar
Bairro: Setor Universitario

Municipio: BRASILIA
Telefone: (61)3966-1511

UF: DF

BRASILIA, 15 de Marco de 2017

Assinado por:

Marilia de Queiroz Dias Jacome

(Coordenador)

CEP: 70.790-075

E-mail: cep.uniceub@uniceub.br

Pégina 08 de 08



36

Anexo 2: Dados clinicos dos prontuarios dos pacientes

Nome:

Sexo:
Telefone para contato:
e-mail:

Idade:

Sexo: Masculino( ) \ Feminino( )
Indicacéo e CID:

1) Historia Clinica

Medicamentos em uso:
Fumante: Sim( ) Nao ( )
Pré-disposicao: Sim( ) Nao ( )

2) Exames Complementares

Anti-tireoglobulina:
Anti-tireoide peroxidase:
B-HCG:
Hemograma:

Leito tireoidiano/PCI:
Tireoglobulina:
TSH:

Outros:

3) Histopatoldgico

4) Ecografia

5) Relacionado a Dose

Dose sugerida de tratamento:
Reposi¢cao hormonal:
Uso do TSHrh
Data da suspenséo do
hormonio:

Inicio da dieta pobre em lodo:




37

Anexo 3: Normas da revista cientifica de escolha para publicacdo — Jornal
Brasileiro de Patologia e Medicina Laboratorial (JBPML)

Artigos de revisdo

Serdo aceitos apenas mediante convite.

AvaliacGes criticas sistematizadas da literatura sobre determinado
assunto, devem incluir conclusdes e ter até 5 mil palavras. A organizacao do
texto, com excecdo de Introducdo, Discussdo e Concluséo, fica a critério do
autor. Para esses artigos, exige-se um resumo estruturado no idioma do texto e
outro em inglés. Uma lista extensa de referéncias bibliograficas deve aparecer

no final do texto.

Artigos originais

Sao contribuicdes destinadas a divulgar resultados de pesquisa original
gue possam ser replicados. Os artigos podem conter até 4 mil palavras. A sua
estrutura formal deve seguir 0 esquema de apresentacdo do texto para esse
tipo de artigo: Introducdo, Objetivos, Material e Método, Resultados, Discusséo,
Conclusdes e Referéncias Bibliogréaficas.

O uso de subtitulos é recomendado, particularmente na Discussao.
ImplicacBes clinicas e limitacdes do estudo devem ser claramente apontadas.
Sugere-se 0 detalhamento do tépico Material e Método. Para esses artigos,
exige-se a apresentacao de resumos estruturados em portugués e inglés, com
cabecalhos obedecendo a apresentacdo formal do artigo: Introducao,
Objetivos, Material e Método, Resultados, Discussdo, Conclusées e
Referéncias. O Abstract (resumo em inglés) deve ser precedido pelo titulo em
inglés. As referéncias bibliograficas devem aparecer no final do texto,

obedecendo as normas especificadas a seguir:

Referéncias
As referéncias bibliograficas devem aparecer no final do artigo, e ser
numeradas sucessivamente pela ordem em que sdo mencionadas pela

primeira vez no texto. Devem seguir as normas do Estilo Vancouver. Os titulos
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dos periédicos deverdo ser referidos na forma abreviada de acordo com o
Index Medicus (ListofJournalsindexed in Index Medicus). Se a lista de
referéncias ndo seguir a norma adotada, os trabalhos serdo imediatamente
rejeitados, sem revisao de conteudo.

Os autores devem certificar-se de que as referéncias citadas no texto
constam da lista de referéncias com datas exatas e nomes de autores
corretamente grafados. A exatiddo das referéncias bibliograficas é de
responsabilidade dos autores. Comunicacfes pessoais, trabalhos inéditos ou
em andamento poderdo ser citados, quando absolutamente necessarios, mas
ndo devem ser incluidos na lista de referéncias bibliogréficas; apenas
mencionados no texto ou em nota de rodapé. A lista de referéncias deve seguir

o estilo dos exemplos abaixo.

Exemplos:

. Artigos de periédicos (um s6 autor) Fry PH. O significado
da anemia falciforme no contexto da ‘politica raciall do governo
brasileiro 1995-2004. HistCiencSaude Manguinhos. 2005; 12: 347-70.
PubMed PMID: 16353330.

. Artigos de periodicos (até seis autores) Barbosa AJA,
Queiroz DM, Mendes EN, Rocha GA, Lima GF Jr, Oliveira CA.
Immunocytochemical identification of Campylobacter pylori in gastritis
and correlation with culture. ArchPatholLab Med. 1988 May; 112(5):
523-5. PubMed PMID: 3282485.

. Artigos de periodicos (mais de seis autores) Rocha GA,
Queiroz DM, Mendes EN, et al. Indirect immunofluorescence
determination of the frequency of anti-H. pylori antibodies in Brazilian
blood donors. Braz J Med Biol Res. 1992; 25(7): 683-9. PubMed PMID:
1342599.

o Artigo de periédico on-line Polgreen PM, Diekema DJ,
Vandeberg J, et al. Risk factors for groin wound infection after femoral
artery catheterization: a case-control study. InfectControlHospEpidemiol
[Internet]. 2006 Jan; 27(2): 34-7. Disponivel em:
http://www.journals.uchicago.edu/ICHE/journal/issues/
v27n1/2004069/2004069.web.pdf.
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o Livros no todo (dois autores) Eyre HJ, Lange DP. Informed
decisions: the complete book of cancer diagnosis, treatment, and
recovery. 2nd ed. Atlanta: American Cancer Society; 2002.

o Capitulos ou parte de livro editado por outro autor
Mendeenhall WM. Treatment of head and neck cancer. In: DeVita VT Jr,
Lawrence TS, Rosenberg SA , editors. Cancer: principles and practice
of oncology. 9th ed. Philadelphia, PA: Lippincott Williams & Wilkins;
2011. p. 729-80.

o Parte de livro em meio eletronico Sado Paulo (Estado).
Secretaria do Meio Ambiente. Tratados e organizagdes ambientais em
matéria de meio ambiente. In: S&o Paulo (Estado). Entendendo o meio
ambiente. Séo Paulo; 1999. V. 1. Disponivel em:
http://www.bdt.org/sma/entendendo/atual/htm.

. Evento em meio eletrénico Christensen S, Oppacher F. An
analysis of Koza's computational effort statistic for genetic programming.
In: Foster JA, Lutton E, Miller J, Ryan C, Tettamanzi AG, editores.
Genetic programming. EuroGP 2002: Proceedings of the 5th European
Conference on Genetic Programming; 2002 Apr 3-5; Kinsdale, Ireland.
Berlin: Springer; 2002. p. 182-91.

. Tese ou dissertacdo Silva MAL. Estudo da identificacdo de
haplétipos e a relagdo com as manifestacdes clinicas em pacientes com
doenca falciforme. 2008. [dissertacdo]. Programa de pés-graduacdo em
Ciéncias Médicas, Universidade Federal do Rio Grande do Sul; 2008.

o CitagOes no texto Devem ser identificadas por algarismos
arabicos (numeros-indice). Podem também ser acrescentados o nome
do autor e 0 ano. As referéncias com mais de um autor devem conter o
sobrenome do autor seguido da expressao et al., como, por exemplo,

Higashi et al.

Tabelas e figuras
o As tabelas deverdo ser numeradas consecutivamente com
algarismos arabicos e encabecadas por seu titulo, recomendando-se a

nao repeticdo dos mesmos dados em graficos. Na montagem das
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tabelas, seguir as normas de apresentacao tabular estabelecidas pelo
Conselho Nacional de Estatistica e publicadas pela Fundagéo Instituto
Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE, 1993).

o As ilustracdes (graficos, fotografias, desenhos etc.) deverao
ser numeradas consecutivamente com algarismos arabicos e citadas
como figuras. Devem ser suficientemente claras para permitir sua
producdo. Os graficos deverdo vir preparados em programa
processador de gréficos. Deverdo ser indicados os locais aproximados
no texto onde as ilustragdes serdo intercaladas como figuras.

o O SGP aceita a importacao de tabelas, imagens e gréficos
em arquivo eletrénico nos seguintes formatos: jpg, gif, psd, tif e png, e
com resolucdo de no minimo 300 dpi.

o O direito a privacidade do paciente ndo deve ser infringido.
Imagens que eventualmente permitam a identificacdo pessoal somente
poderdo ser utilizadas com consentimento por escrito do paciente ou

responsavel, quando da submissdo do manuscrito.

Abreviacbes e nomes de medicamentos
o As abreviacdes devem ser indicadas no texto no momento
de sua primeira utilizacdo. Empregar 0 nome genérico de
medicamentos e indicar a fonte de componentes ndo disponiveis para
prescri¢ao.
o As unidades de medida, inclusive suas abreviaturas, devem
ser expressas no sistema métrico decimal e, quando o autor assim o

desejar, também no Sistema Internacional (Sl) entre parénteses.

Contato com a secretaria do JBPML
Sociedade Brasileira de Patologia Clinica/Medicina Laboratorial Tel.: +55
(21) 3077-1400. E-mail: jopmli@sbpc.org.br



