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RESUMO

A glandula tireoide é responséavel pela producdo dos horménios T3 e T4. Esses
horménios estdo relacionados com a metabolizagédo do colesterol e lipideos. O
cancer de tireoide € a neoplasia enddcrina mais comum, sendo que o tipo papilar
€ 0 mais frequente nos pacientes. A expressao do gene APOB atua no transporte
e metabolizacéo da lipoproteina de baixa densidade. O presente estudo realizou
andlise e distribuicdo do polimorfismo no gene APOB nas regides dos exons 26
e 29, em 30 pacientes que possuem carcinoma papilifero de tireoide (CPT) e que
foram submetidos ao tratamento com radiofarmaco lodeto de Sdédio (131l)
comparando com 128 pacientes controle no Distrito Federal. Foi realizada a
técnica de Reacdo em Cadeia da Polimerase, seguida por digestdo enzimatica
e o0s produtos enzimaticos foram submetidos a corrida eletroforetica em gel de
agarose 3% (p/v) em solucdo tampéo TBE 1x contendo brometo de etidio. Os
resultados foram obtidos apds contagem direta dos amplicons. Os dados foram
compilados e analisados no programa SPSS versédo 25.0. O nivel de significancia
adotado foi de 5%. O presente trabalho foi aprovado no comité de ética do
UNICEUB com CAAE 57382416.6.0000.0023. Os resultados demonstram que
0s genaotipos X-X- e E-E- sdo mais prevalentes entre os portadores de CPT em
comparacao com os individuos do grupo controle (p<.0001). Concluimos que ha
associacao estatistica significante entre os polimorfismos estudados e o CPT,
mas nao com suas caracteristicas clinicas. Mais estudos sdo necessarios para
entender o papel deste gene no CPT.

Palavras-Chave: Apolipoproteina B; Polimorfismo Genético; Neoplasias da

Glandula Tireoide.
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ABSTRACT

The thyroid gland is responsible for the production of hormones T3 and T4. These
hormones are related to the metabolism of cholesterol and lipids. Thyroid cancer
Is the most common endocrine neoplasia, and the papillary type is the most
frequent in patients. The expression of the APOB gene acts on the transport and
metabolism of low density lipoprotein. The present study carried out analysis and
distribution of the polymorphism in the APOB gene in the regions of exons 26 and
29, in 30 patients who have papillary thyroid carcinoma (CPT) and who
underwent treatment with radiopharmaceutical Sodium lodide (1311) compared
with 128 patients control in the Federal District. The Polymerase Chain Reaction
technique was performed, followed by enzymatic digestion and the enzymatic
products were subjected to an electrophoretic run on a 3% (w / v) agarose gel in
a 1x TBE buffer solution containing ethidium bromide. The results were obtained
after direct counting of the amplicons. The data were compiled and analyzed
using SPSS version 25.0. The level of significance adopted was 5%. This work
was approved by the ethics committee of UNICEUB with CAAE
57382416.6.0000.0023. The results demonstrate that genotypes X-X- and E-E-
are more prevalent among patients with TLC compared to individuals in the
control group (p <.0001). We conclude that there is a significant statistical
association between the studied polymorphisms and the CPT, but not with their
clinical characteristics. Further studies are needed to understand the role of this
gene in CPT.

Keywords: Apolipoprotein B; Genetic Polymorphism; Neoplasms of the Thyroid
Gland.
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1 REVISAO BIBLIGRAFICA

1.1 TIREOIDE

A principal funcdo da tireoide é a producdo de horménios que estédo
ligados ao metabolismo, assim, eles sdo responsaveis por controlar a funcéo da
maioria dos oOrgdos humanos e no figado regulam o metabolismo dos
triglicerideos e do colesterol, além da homeostasia das lipoproteinas
(JUNQUEIRA, 2013, 2005; MOLINA, 2014). A triiodotironina (T3) e tiroxina (T4),
produzidas na tireoide, modulam a expressao genética da enzima 3-hidroxi-3-
methyl-glutaril-CoA redutase (HMG-CoA redutase) que controla a producdo do
colesterol. Com o0 aumento da expressao da enzima, consequentemente, ha o
aumento do colesterol (GUIMARAES, 2008).

A tireoglobulina € uma glicoproteina produzida pelas células foliculares,
pode ser encontrada no lumen dessas células, e contém residuos de
aminoacidos quee compdem a tirosina. Ela € responsavel pela producédo e
armazenamento dos horménios tireocideanos. A producédo desses hormonios €
proveniente do processo de iodacdo dos residuos de tirosina presente na
tireoglobulina, originando a triiodotironina (T3) e tiroxina (T4). A glandula tireoide
libera principalmente T4 e uma pequena quantidade de T3. A maior parte de T3
presente no organismo € proveniente da desiodacdo que ocorre no figado e no
rim (JUNQUEIRA, 2013; MOLINA, 2014).

A enzima tireoide peroxidase (TPO) ajuda a ligar os residuos de iodo
com as moléculas de tirosina, ela oxida o iodo em iodeto (I-) e covalentemente
ligando-os aos residuos de tirosina, resultando em duas moléculas:
monoiodotirosina (MIT) e diiodotirosina (DIT). Essas duas moléculas séo
precursoras dos hormonios T3 E T4. A TPO combina entdo os residuos MIT e
DIT para produzir T4 e T3 dentro da molécula de tireoglobulina. O T3 é formado
pela ligacdo de uma molécula MIT e uma molécula DIT, enquanto que o T4 &
formado pela ligacdo de duas moléculas DIT. Essas moléculas formadas séo
liberadas quando o TSH é estimula o seu receptor, a molécula de tireoglobulina
processada é endocitada dentro da célula folicular e é ainda influenciada pelos
lisossomos (COOPER, et al. 2009; GARCIA-JIMENEZ; SANTISTEBAN, 2007).

Essa sintese que ocorre na tireoide é regulada pelo eixo hipotalamico-

hipofisario. Ele é responsavel por regular a producdo de horménios e esta
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localizado no sistema nervoso central. O Hormonio Liberador de Tireotrofina
(TRH) é sintetizado no hipotdlamo e transportado para adeno-hipdéfise, onde vai
ocorrer a liberacdo do Horménio Estimulante da Tireoide (TSH) que sera
transportado pela corrente sanguinea até a glandula tireoide (JUNQUEIRA,
2013; MOLINA, 2014).

1.2 CANCER DE TIREOIDE

De acordo com o Instituto Nacional de Cancer (INCA), cancer € um grupo
de mais de 100 doengas que tém em comum o crescimento desordenado de
células que invadem tecidos e o6rgdos causando a perda ou reducdo da
diferenciacao celular, tendendo a ser agressivas e incontrolaveis, determinando
a formagé&o de tumores ou neoplasias malignas (INCA, 2002).

O funcionamento anormal da glandula tireoide, que consequentemente
acarreta na deficiéncia ou aumento da producédo hormonal, pode ser relacionado
a causas imunoldgicas, caréncias nutricionais de iodo, farmacos, radiacao ou
células malignas que dao origem ao carcinoma de tireoide (KUMAN, et al., 2013).
O cancer mais comum do sistema endocrino € o de tireoide, acomete mais
mulheres e tem maior incidéncia em pessoas entre 25 e 65 anos de idade
(SANTOS, 2018).

Os carcinomas da tireoide podem ser classificados em carcinomas de
células originalmente foliculares e parafoliculares. Os carcinomas foliculares
podem ser subdivididos em diferenciados, pouco diferenciados ou medulares e
indiferenciados ou anaplasicos. O carcinoma diferenciado é subdividido em
carcinoma papilifero, folicular e de células de Hirthle (KUMAN, et al., 2013).

O Carcinoma Papilifero pode ser caracterizado por lesbes solitarias ou
multifocais no interior da tireoide. As lesdes frequentemente sdo cisticas e
podem conter areas de fibrose e calcificacdo. O diagndstico definitivo € feito
verificando as caracteristicas nucleares da célula através da microscopia
(KUMAR et al., 2013).

No Carcinoma Folicular as células sdo compostas por células uniformes,
gue formam pequenos foliculos, podendo ser um tipo de carcinoma amplamente
ou minimamente invasivo, onde no primeiro caso pode ocorrer infiltragcdo no

parénguima tireoidiano e até em tecidos conjuntivos extratireoidianos. Através
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da corrente sanguinea, ocorre a metistase dessa neoplasia para os pulmdes,
ossos e figado (KUMAR et al., 2013).

As células de Hurthle ttm como caracteristicas morfolégicas um grande
tamanho, podendo ter o formato oval ou poligonal, limites bem definidos,
citoplasma granular volumoso, devido a presenca de mitocondrias, nucleos
grandes e nucléolos multiplos, sendo um deles proeminente e contém altos
niveis de enzimas oxidativas (MANFRO; DIAS; LIMA; BARBOSA; SOARES;
NASCIMENTO, 2006).

Nos Carcinomas Anaplasicos as células ndo se assemelham com as
células normais da tireoide, manifesta-se geralmente apresentando massas
volumosas que possuem um crescimento rapido além da tireoide chegando a
alcancar estruturas adjacentes do pescoco, crescimento esse que independe do
tratamento empregado. Metastases que atingem locais distantes sdo comuns,
porém as causas de 6bito geralmente sdo o comprometimento das estruturais
vitais do pescoco em decorréncia do crescimento rapido do tumor. E um tumor
agressivo que vem geralmente acompanhado por mal prognostico, porém raro
(KUMAR et al., 2013).

Os Carcinomas Medulares da Tireoide se manifestam como lesdes
multiplas ou nodulo Unico. Depdsitos amiloides originarios de moléculas
alteradas de calcitonina podem aparecer no estroma adjacente e lesdes maiores
geralmente contem areas de necrose e hemorragia, sendo assim as células se
desenvolvem a partir das células C, também chamadas de células
parafoliculares da glandula e que séo responsaveis pela producao de calcitonina.
Microscopicamente as células caracteristicas do Carcinoma Medular geralmente
sao poligonais a fusiformes (KUMAR et al., 2013). O Carcinoma Medular pode
apresentar duas formas: esporadica e hereditaria. A primeira se apresenta como
uma malignidade unifocal e lateral, ja a segunda se distribui de forma multifocal
e multicéntrica (PUNALES et al., 2004).

Segundo o INCA, o Carcinoma Papilifero € o mais frequente entre os
Carcinomas Diferenciados apresentando cerca de 50% a 80% dos casos e é
considerado uma neoplasia epitelial maligna caracterizada histologicamente pela
formacdo de papilas ou de uma série de aspectos nucleares distintos (INCA,
2002).
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1.3 EPIDEMIOLOGIA DO CANCER DE TIREOIDE

De acordo com o INCA, o cancer da tireoide € 0 mais comum da regido
da cabeca e pescoco e afeta trés vezes mais as mulheres do que os homens. A
mais recente estimativa brasileira, realizada em 2018, ele é o quinto tumor mais
frequente em mulheres nas regides Sudeste e Nordeste desconsiderando o
cancer de pele ndo-melanoma. A estimativa do INCA, em 2018, € de 9.610 novos
casos, sendo 1.570 em homens e 8.040 em mulheres. Para o Distrito Federal
(DF) esperasse que 140 novos casos serdo diagnosticados. O numero de
mortes, segundo dados do Sistema de Informacéao sobre Mortalidade (SIM), em
2015, foi de 748, sendo 239 homens e 509 mulheres (INCA, 2018).

No ano de 2014, a Agéncia Internacional de Pesquisa sobre Cancer
vinculada a Organizacdo Mundial da Saude (OMS) divulgou que mundialmente
77% dos casos de cancer da tireoide (CT) foi em mulheres no ano de 2012, com
230.000 novos casos, sendo o oitavo cancer mais frequente no sexo feminino,
em comparacdo com 68.000 casos em homens, representando o 18° mais
cancer frequente (CARLING, 2013). Dos 40.000 casos de 6bitos no mundo por
CT em 2012, 27.000 foram mulheres. As taxas de mortalidade sdo mais altas na
regido Melanésia, em algumas regides da Africa e em paises com menores
niveis de desenvolvimento humano. Os maiores indices de incidéncia s&o
encontrados em alguns paises europeus, na América do Norte e, globalmente,
em primeiro lugar estad a Republica da Coreia, onde o CT é o0 cancer mais
frequente entre mulheres (WILD, 2014).

Nos Estados Unidos, entre os anos de 1975 e 2014, a incidéncia foi
guase trés vezes maior, de 4,9 para 14,3 por 100 mil individuos. A maior parte
desses novos casos foram diagnosticados como cancer papilifero da tireoide, de
3,4 para 12,5 por 100 mil. Apesar do aumento significativo da doenca concluiu-
se que ndo ha uma epidemia da doenca nos Estados Unidos, mas sim um
aumento do diagnéstico da doenca (WILD, 2014; GALANTI, et. al., 1997).
Mundialmente, houve um aumento de trés vezes no numero de incidéncia do CT
nos ultimos 30 anos, devido ao aumento no rastreio da glandula tireoide,
alteracbes ambientais e do estilo de vida. Fatores genéticos, idade, sexo, tipo
histologico, exposicao a radiacéo e regido geogréfica estdo relacionados ao risco
de desenvolver um tumor da tireoide (MANZELLA, et al. 2017).
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1.4 DIAGNOSTICO DO CANCER DE TIREOIDE

Geralmente, o CT apresenta-se como nddulo que pode ser localizado
através de palpacdo ou pela ultrassonografia ou ultrassom (US) cervical. A
ultrassonografia € um exame de imagem de primeira linha para detectar e
caracterizar a doenca nodular tireoidiana que possui sensibilidade de quase
100%, custo relativamente baixo, é de facil execugcdo, ndo € invasiva e nao
necessita de preparo para sua realizacdo (BRASIL, 2014).

Esse exame deve ser realizado em todos pacientes com diagnéstico ou
suspeita de doenca nodular. O nddulo pode ser associado a malignidade
conforme algumas caracteristicas que podem ser visualizadas através da
ultrassonografia, sdo eles: hipoecogenicidade, microcalcificagées, auséncia de
halo periférico, bordas irregulares, aspecto soélido, fluxo intranodular e a forma.
A forma é considerada quando a altura € maior que a profundidade ou largura
nos eixos longitudinal e transversal, respectivamente (BRASIL, 2014).

Exames bioquimicos devem ser avaliados para analisar a funcéo
tireoidiana. Os testes dosados como marcadores tumorais especificos parao CT
sdo: TSH, tireoglobulina, anti-tireoglobulina, antitireoperoxidase. A analise dos
niveis séricos de calcitonina € recomendada por alguns autores para
diagnosticar cancer medular da tireoide em estagios iniciais. (MAIA, et al.,2014;
MAGALHAES:; VINHA; CARVALHO, 2015).

Caso o TSH sérico for subnormal, € comum o uso da cintilografia com
iodo-131 para verificar se o nédulo esta nao funcionante, ou seja, tem absor¢éo
menor do que o tecido tireoidiano circundante, indicando malignidade (GHARIB;
PAPINI, 2007). Quando os niveis de TSH sérico estiverem normais ou elevados
pode ser realizado um exame de Pesquisa de Corpo Inteiro para avaliacéo inicial
de imagem (PORTULANO; PARODER-BELENITSKY; CARRASCO, 2013).

Os niveis de tireoglobulina (Tg) dependem da massa de tecido da
tireoide, quanto maior esse tecido que pode ser normal ou neoplasico, maior o
nivel de Tireoglobulina sérica. Sendo assim pacientes que foram submetidos a
tireoidectomia total ndo devem apresentar esse marcador (DE OLIVEIRA; DA
FONSECA, 2011). Nao é recomendado verificar rotineiramente o0s niveis de
tiroglobulina quando se quer fazer uma andlise inicial dos nddulos tireoideanos,

pois a presenca de anti-tireoglobulina pode interferir na dosagem da
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tireoglobulina, esse anticorpo deve ser dosado. A presenca de anticorpos
antitireoperoxidase (anti-TPO) podem indicar tireoidite autoimune (BRASIL,
2014).

A bidpsia ou puncao aspirativa por agulha fina (PAAF) orientada por
ultrassonografia € um método sensivel para diferenciar lesées malignas e
benignas, sendo efetivo para identificar pacientes candidatos a cirurgia pela
presenca de malignidade (HAUGEN, et al., 2016). Ela é recomendada quando o
nédulo palpado é confirmado como predominantemente solido através da
realizacdo da US (PORTULANO; PARODER-BELENITSKY; CARRASCO,
2013). Apesar de ser um procedimento invasivo, em um estudo prospectivo
realizado em 2006, o exame apresentou apenas 1% de resultados falsos
negativos (BOELAERT, et al. 2006). Além de todos esses procedimentos para
diagnostico do CT € coerente acompanhar o perfil genético do paciente antes do

tratamento.

1.5 TRATAMENTO DO CANCER DE TIREOIDE

De acordo com o INCA, o tratamento do cancer da tireoide é cirargico,
ocorrendo a tireoidectomia total ou parcial como tratamento de escolha, mas
essa opcao cirdrgica deve levar em consideracdo ndo somente a remocao do
tumor primario e de suas metastases locoregionais, como também reduzir a
morbidade do procedimento. Além desses fatores citados, as condutas cirurgicas
se baseiam nos fatores progndésticos de mortalidade e recorréncia (INCA, 2002).

Segundo consensos da Associacdo Americana de Tireoide (ATA), da
Associacdo Europeia de Tireoide (ETA) e do Departamento de Tireoide da
Sociedade Brasileira de Endocrinologia e Metabologia, a tireoidectomia total € o
procedimento recomendado quando a doenca nodular é bilateral; esta associada
a radiacao; a citologia € suspeita para malignidade ou indeterminada e o nédulo
>4 cm ou £ 4 cm com alta suspeita clinica ou ultrassonografica de cancer
(HAUGEN, et. al., 2016).

Ainda de acordo com esse consenso, a lobectomia € considerada
suficiente na doenga nodular unilateral e esporadica se o nédulo <4 cm com
citologia indeterminada e baixa suspeita clinica e ultrassonografica de

malignidade; ou quando a citologia insatisfatéria (HAUGEN, et. al., 2016).
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Geralmente o tratamento de tireoidectomia é seguido de iodoterapia,
através de radiofarmaco. Apenas no tratamento dos Carcinomas Indiferenciados
da Tireoide que essa terapia ndo € utilizada, uma vez que células anaplasicas
ndo sao capazes de captar iodo, por essas células ndo expressarem a proteina
NIS, que é um simportador sédio-iodo (CARVALHO; GRAF, 2005).

Ha um preparo antes da administracdo do radiofarmaco para aumentar
a captacéo e eficacia do medicamento. Para o aumento da eficicia é necessario
aumentar os niveis de TSH. Esse aumento ocorre com a suspensao do uso de
levotiroxina, levando a um hipotiroidismo enddégeno e administrando TSH
recombinante humano (TSHrh). Sendo que a administracdo de TSH exdgeno
comeca dois dias antes da terapia com iodo-131. Outro fator importante antes
do inicio do tratamento é ter uma dieta pobre em iodo. Ela deve ser iniciada no
minimo duas semanas antes ao tratamento. (BRASIL, 2014)

O tratamento com radiofarmaco consiste na administracao oral de iodeto
de sodio (lodo-131). Ele é encontrado nas formas de solucdo ou capsula e é
rapidamente absorvido no trato gastrointestinal. Na tireoide, no tecido folicular, o
iodeto é oxidado a iodo e liga-se aos residuos tirosil da tireoglobulina. A energia
da radiacéao ionizante se perde, comprometendo estruturas quimicas em toda a
célula-alvo e consequentemente gera sérios danos sobre a molécula de DNA e
com a perda da funcéo celular a célula entra em apoptose (IPEN, 2005).

A radioiodoterapia tem duas finalidades: radioablacédo e terapéutica. A
radioablacdo tem como objetivo destruir tecido tireoidiano remanescente,
usando geralmente atividades de 1.100 a 3.700 Mbq, que representa de 30 a
100 mCi. A finalidade terapéutica além de buscar destruir tecido remanescente,
elimina micrometastases locoregionais e metastases a distancia, utilizando
geralmente atividades acima de 3.700 Mbq, que representa 100 mCi
(CARBALLO; QUIROS, 2012).

1.6 POLIMORFISMO

O conjunto de genes onde estéo inseridas todas as informacfes para o
funcionamento e constru¢cdo do organismo é denominado genoma humano. As
informagbes contidas nesses genes sdo codificadas pelo acido
desoxirribonucleico (DNA). Ele é formado por 4 bases que sao ligadas em pares,

séo elas: adenina — timina; citosina — guanina. Formando uma “base de dados”,
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gue pode ser traduzida possibilitando conhecer e identificar a causa de vérias
doencas, tendo assim o objetivo de combater ou evita-las (SCHEIDE, et al.,
2005).

Polimorfismos de nucleotideo Unico, também chamados de SNPs, sdo
variacdes que ocorrem em 90% do genoma humano. Apresentando uma
variacao a cada 1.000 pares de bases, podendo ser responséaveis por diversas
patologias. Eles sdo encontrados na regido codificante ou na regiao reguladora
do gene, podendo ocasionar a mudanca na sequéncia de aminoécidos,
alterando o desempenho do gene e por consequéncia seu produto. Alteracbes
genéticas superiores a 1% dos individuos de uma espécie, na qual um gene
especifico manifesta diversificagbes em sua sequéncia codificantes, nao
codificantes ou reguladoras, podem traduzir-se em fenoétipos diferentes, pode ser
denominado como polimorfismo genético (SALAZAR-PELAEZ et al., 2012).

1.7 APOLIPROTEINA B
A apolipoproteina B € uma glicoproteina responsavel pela metabolizacéo

e transporte do colesterol, constituida por 4536 aminoacido, pesando 540 kDa.
Ela é constituida por cinco dominios estruturais e o quarto dominio, localizado
nos aminoacidos 3070-4100, é responsavel pela interacdo da apoliproteina B
com os receptores da LDL e pela manutencédo da integridade desta particula
(BOAS et al., 2016).

Essa glicoproteina pode ser encontrada sob duas formas: apo B-48 e
apo B-100. A apo B-48 esta presente nos quilomicrons e a apo B-100 esta
presente nas lipoproteinas: lipoproteina de muito baixa densidade ou very low
density lipoprotein (VLDL), lipoproteina de densidade intermediaria ou
intermediate density lipoprotein (IDL), lipoproteina de baixa densidade ou low
density lipoprotein (LDL). A apo B-100 é o principal e Unico componente proteico
da particula de LDL-C (BOAS et al., 2016). Sendo responsavel por modular a
remoc¢ao de LDL do plasma e regulam a biossintese do colesterol (LIMA, et al.
2007).

1.8 POLIMORFISMO APOB
A apolipoproteina B é codificada pelo gene APOB. O gene da APOB é

encontrado no brago curto do cromossomo 2 humano, especificamente na regido
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2p24. Ele possui 29 éxons e 28 introns. Muitas mutac¢des polimorficas no gene
da APOB ja foram estudadas e descritas. Entre eles destacam-se Xbal e Mspl
no exon 26, EcoRI no exon 29, Ins/Del no exon 1 — peptideo sinalizador e regido
hipervariavel na extremidade 3’ (VNTR) (OLIVEIRA, 2005).

O polimorfismo EcoRI ocorre no éxon 29 do gene APOB. Nele ha atroca
do nucleotideo guanina por adenina (GAA—AAA). Essa troca altera o
aminoacido final, ha a troca do acido glutamico pela lisina. Em individuos
selvagens, que ndo apresentam a mutac¢do, a guanina produz um sitio de
clivagem para a enzima EcoRI apresentando o alelo E+. Quando ocorre a
mutacado, a enzima EcoRI perde o sitio de restricdo, originando o alelo E-. Sob
essas condi¢cdes sao obtidos trés gendtipos: E+E+, E+E- e E-E-. (GU et al.,
2015).

O polimorfismo Xbal ocorre no éxon 26 do gene APOB. Nele ocorre a
troca da citosina por uma timina e apesar da troca do nucleotideo o mesmo
aminoéacido, a treonina, é codificado. A presenca da timina, nos individuos
mutantes, gera um sitio de restricdo para a enzima Xbal, originando o alelo X+.
Em individuos selvagens, com a presenca da citosina ndo é gerado o sitio de
restricdo para enzima e é formado o alelo X-. Sendo assim sdo determinados
trés genodtipos X+X+, X+X- e X-X-. (GU et al., 2015)

2 JUSTIFICATIVA

A apolipoproteina B esta envolvida no metabolismo da LDL sendo
essencial para ligacdo das particulas de LDL aos receptores celulares,
permitindo a entrada de LDL nas células (FORTI, Neusa; DIAMENT, Jayme,
2007; XAVIER, Hermes T. et al., 2013). A glandula tireoide é responsavel pela
producdo de triiodotironina e tiroxina relacionadas ao metabolismo lipidico
(JUNQUEIRA, 2013). Assim, alteracdes genéticas no gene APOB e alteracdes
na tireoide podem levar a expressfes fenotipicas diferenciadas e influenciar
mudancas nos niveis séricos de colesterol. Tem sido relatado que niveis séricos
de lipidios mais elevados estdo associados a um risco de CT de
aproximadamente duas vezes maior (RADISAUSKAS, Ri¢ardas, 2016).
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL
Verificar a associacdo dos polimorfismos Xbal e EcoRI do gene da

apolipoproteina B com o Carcinoma Papilifero de Tireoide (CPT), em uma

populacéo brasileira do Distrito Federal.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS
. Associar as variaveis bioquimicas, em individuos com CPT,

comparando com um grupo controle.

o Determinar as frequéncias dos haplotipos, alélicas e genotipicas
dos polimorfismos Xbal e EcoRI do gene da apolipoproteina B
correlacionandoas com o CPT.

o Determinar as frequéncias do gendétipo X—-X-/E+E+ do
polimorfismo Xbal/EcoRI do gene da apolipoproteina B, e compara-lo com os

demais gendtipos Xbal/EcoRlI, nos grupos estudados.

Verificar a possivel associacdo entre o gendtipo X-X-/E+E+ do
polimorfismo Xbal/EcoRI do gene da APOB e o CPT.
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Association of clinical laboratory tests of patients with Papillary Thyroid

Carcinoma with APOB gene polymorphism

O Carcinoma Papilifero de Tireoide (PTC) é a neoplasia maligna mais comum
dentre os tumores de tiredide. Embora a etiologia seja desconhecida, ha indicios
que seja uma doenca multifatorial, e que background genético esteja envolvido.
Ha evidencias que alteragdes do metabolismo de lipidios estejam associadas a
suscetibilidade ao cancer, no entanto estudos que associam genes que participam
desse metabolismo ao CPT séo escassos. Dado este contexto nosso estudo
dedica-se a avaliar a associagdo entre os polimorfismos Xbal (rs693) e EcoRlI
(rs1042031) dos genes APOB, para isso realizamos um estudo do tipo caso-
controle, com 30 portadores de PTC e 128 controles sadios. Para genotipagem
realizamos a técnica de PCR-RFLP. Este trabalho foi aprovado pelo comité de
ética do UniCeub, CAAE 57382416.6.0000. 0023. Nossos resultados mostram
que ha os gendtipos X-X- e E-E- estdo associados ao CPT (p<.0001). N&o houve
relacdo estatistica entre os gendtipos e os valores de TSH e Tiroglobulina.
Embora o alelo X+ do polimorfismo Xbal esteja associado a mudancas no perfil
lipidico, segundo os nossos achados essa ndo parece ser uma via para a
carcinogénese do PTC. Em relacdo ao polimorfismo EcoRlI, nossos resultados sdo
semelhantes a outro estudo, embora este tenha avaliado outra neoplasia. Por fim
ambas as mutacfes ndo parecem repercutir de forma significativa nos niveis de
TSH e Tiroglobulina desses pacientes. Nosso trabalho conclui que ha associacao
entre os polimorfismos estudados e o CPT, mas ndo com suas caracteristicas

clinicas. Mais estudos sdo necessarios para entender o papel deste gene no CPT.

Palavras-chave: polimorfismo genético, apolipoproteinas b, neoplasias da

tireoide.
Introducao

O cancer de tireoide (CT) € responsavel por 2,5 % do total de tumores malignos,
sendo a neoplasia enddcrina mais prevalente [1]. Nos ultimos 10 anos foi observado um
aumento de 4,5 % na incidéncia desse tipo tumor [2]. Essa incidéncia é superior no sexo
feminino, acometendo majoritariamente individuos entre 25 a 65 anos [3]. Em 2015, os
Estados Unidos registraram 62 000 novos casos da doenca [4]. Alguns estudos sugerem

que fatores como a melhora das ferramentas diagndsticas disponiveis, mudancas no estilo
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de vida e a exposi¢cdo a carcindgenos especificos da tireoide (por exemplo, radiacdo
medica) estejam relacionados com o aumento dessa incidéncia [5].

A tiredide € formada por células parenquimatosas que se agrupam em dois tipos
celulares distintos, as parafoliculares e foliculares. Por sua vez as células foliculares
agrupam-se em unidades funcionais denominadas foliculos que s&o responsaveis pela
sintese e excrecdo dos horménios triiodotironina (T3) e tiroxina (T4). Esses foliculos
organizam-se ao redor de estruturas coldides formadas por tiroglobulina, substrato para
producdo desses hormonios. As células parafoliculares localizam-se aninhadas entre as
celulas foliculares e secretam o hormonio calcitonina [7].

Neste contexto o CT pode ser dividido em dois subtipos, folicular e medular. Os
tumores derivados das células foliculares sdo classificados em anaplasicos, pouco
diferenciados e diferenciados. Dentre os tumores diferenciados ha ainda os histotipos
papilar, folicular e de células de Hirtle. O CT medular é oriundo das células
parafoliculares [4,8]. O CT diferenciado é o mais prevalente, com destaque para o
carcinoma papilifero de tireoide (CPT). Usualmente cursa com bom progndstico [8]. No
Brasil estima-se que entre os anos de 2016 e 2017 tenham sido registrados 6.960 novos
casos [9].

O tratamento padrdo para CT consiste na tireoidectomia seguida por radioterapia,
associado a reposicdo hormonal com levotiroxina [10]. O paciente deve manter o
acompanhamento por toda vida, avaliando periodicamente além de exames de imagem,
os valores séricos de tireoglobulina (Tg), que em pacientes que passaram pela remocao
cirurgica da tireoide, € um marcador tumoral utilizado no seguimento a longo prazo [11].

Vaérias alteracdes genéticas, como mutacGes somaticas e rearranjos, participam
da carcinogénese do CT [12]. Diversos proto-oncogenes classicos (B-RAF, MET, RET)

tem sido associado a suscetibilidade ao CPT [13]. No entanto, alguns estudos sugerem
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gue ndo oncogenes, genes ndo relacionados com o aparecimento de tumores, podem ter
participacdo na doenca [14].

O gene APOB foi mapeado no brago curto do cromossomo 2 (2p24) e é
responsavel por codificar a apolipoproteina B (apoB), que possui propriedades
relacionadas a metabolizacdo do colesterol lipoproteina de baixa densidade (LDL-C)
[15]. No polimorfismo Xbal do gene APOB ha uma troca de nucleotideo (C>T) na posi¢ao
do éxon 26, essa mutacdo é silenciosa e ndo afeta a sequéncia de aminoécidos da apoB.
A presenca do alelo mutado Timina cria um sitio de restricdo para enzima Xbal, o alelo
X+, a auséncia de sitio de restricdo e representada pelo alelo X- [16]. No polimorfismo
EcoRI ha uma troca de nucleotideos (G>A) na posi¢do do éxon 29. Essa resulta na
substituicdo do acido glutamico pela lisina na apoB, o que repercute na funcdo da
proteina. A presenca do alelo mutado Guanina cria um sitio de restricdo para enzima
EcoRlI, E+, e a auséncia E- [17].

Considerando esta lacuna, este estudo tem como objetivo analisar a associacdo
do polimorfismo genético Xbal (rs693) e EcoRI (rs1042031) do gene APOB com o CPT
e suas caracteristicas clinicas.

Materiais e Métodos

Realizamos um estudo transversal do tipo caso controle, onde participaram 30
individuos portadores de CPT e 128 individuos saudaveis com auséncia de neoplasia
maligna, e nem registros de nodulos tireoidianos. A amostra foi calculada considerando
o valor de prevaléncia de 1% do CPT na populacdo adulta, levando em consideragdo um
erro amostral de 5% e um intervalo de confianca de 95% em uma popula¢do composta
por 8450 individuos com CPT.

O recrutamento dos participantes que possuiam CPT aconteceu na empresa
Imagens Médicas de Brasilia (IMEB), quando estes seriam submetidos a iodoterapia pés

tireoidectomia. A média de idade foi 47,5 £12,3 anos (19 mulheres e 11 homens). Em
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relacdo ao grupo controle, estes foram recrutados no Laboratorio de Analises Clinicas da
Universidade de Brasilia, campus Ceilandia. Como critério de inclusdo foram adotadas
auséncia de historico de neoplasias malignas e nodulos tireoidianos. A média de idade
deste grupo foi 53,7 + 6,2. O Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) foi
obtido de todos os participantes desta pesquisa. O presente estudo teve aprovagao do
Comité de Etica do UniCeub, CAAE n° 57382416.6.0000. 0023.

O processo de analise dos gendtipos iniciou-se com a coleta de cerca de 5 mL de
sangue venoso periférico em tubos com EDTA. A partir do sangue coletado foi extraido
0 DNA com auxilio do Mini Kit PureLink®Genomic, da empresa Invitrogen (catalogo
#K1820-02, lote #19339891). O DNA obtido foi quantificado por meio de
espectrofotometria utilizando o equipamento NanoDrop® (Thermo Fisher Scientific
Inc.). Nossa extracao obteve o rendimento médio de 20 ng/pl.

A genotipagem foi realizada atraves da técnica de PCR qualitativa. Utilizamos em
cada reacdo de PCR 8,0 uL de DNA gendmico na concentracao final de 2,5 ng/uL; 12,5
pL de tampédo 10x (10mM de Tris e 50mM de KCI); 6,25 pL de MgCI2 50 mM (Ludwig
Biotec, Alvorada, Rio Grande do Sul, Brasil)), 6,25 puL de
desoxirribonucleotideostrifostafo (dNTPs); 2,5 mM; (Ludwig Biotec, Alvorada, Rio
Grande do Sul, Brasil); 2 uL de Tag-Polimerase, (Ludwig Biotec,Alvorada, Rio Grande
do Sul, Brasil), 10 U/uL; 2,5 pL de cada oligonucleotideo (10uM, IDT technologies);
completando com agua Milli-Q para um volume final de 53 pL por reacao.

As seguintes sequéncias de oligonucleotideos foram utilizadas para o polimorfismo Xbal
do gene APOB:
F-5’-GGAGACTATTCAGAAGCTAA-3’;

R-5’-GAAGAGCCTGAAGACTGACT-3".
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Para o polimorfismo EcoRIl do gene APOB foram usadas as seguintes sequéncias de
oligonucleotideos:
F-5’-CTGAGAGAAGTGTCTTCGAAG 3’;
R-5’-CTCGAAAGGAAGTGTAATCAC 3°.

As condigdes de termociclagem para ambos polimorfismos foram: desnaturacao
inicial a 94°C por 5 minutos, seguida de 34 ciclos de desnaturacéo a 94°C por 1 minuto,
anelamento a 58°C por 1 minuto, extensdo a 72°C por 1 minutos e uma extensao final a
72°C por 10 minuto.

Apos a técnica de PCR prosseguimos com a digestdo enzimatica utilizando as
enzimas Xbal e EcoRI, as amostras foram submetidas a banho-maria & 37° durante 2
horas. Os produtos da digestdo foram submetidos a corrida eletroforética em gel de
agarose 2% com brometado por cerca de duas horas a 50W, e foram visualizados em
Transluminador com fonte UV acoplado com fotodocumentador (L-PIX Touch).
Verificamos a frequéncia genotipica apds contagem direta dos amplicons. O tamanho dos
fragmentos visualizados na andlise polimdérfica Xbal foi de 277pb e 433pb e EcoRlI foi de
480pb.

Para analise estatistica optamos por utilizar o programa estatistico SPPS versao
25.0. Para a comparacdao entre os genotipos foi aplicado o teste qui-quadrado. Avaliamos
o0 equilibrio de Hardy-Weinberg (HWE) usando também o teste qui-quadro. Para analise
comparativa dos genotipos e as variaveis clinicas empregamos 0s testes ndo paramétrico
H de Kruskall-Wallis e U de Mann-Whitney. Para todas as analises consideramos o nivel
de significancia de 5 % (p<0,05).

Resultados

Nossas analises evidenciaram uma forte relagdo estatistica entre o polimorfismo

Xbal e EcoRI do gene APOB e 0 CPT. Ambos os polimorfismos estavam em equilibrio
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HWE. Conforme apresentado na tabela 1, podemos observar que o genétipo X-X- foi o
mais prevalente na populacéo portadora de CPT(83,3%), ja no grupo de individuos
sadios 0 gen6tipo heterozigoto foi o mais frequente(52,3%) [Table 1 near here].

Em relacdo ao polimorfismo EcoRI verificamos que o gendtipo homozigoto com
que possuiam os alelos com auséncia do sitio de restricdo, E-, foi 0 mais frequente nos
participantes com CPT (86,7%), ja na populacdo do grupo controle ele sé foi visto em 4
pacientes de um total de 128 (3,1%), o risco associado desse alelo ao CPT foi evidenciado
apos o caculo do Odds Ratio (OR), pacientes portadores do alelo E- possuem cerca de 60
vezes mais risco de suscetibilidade ao CPT [Table 2 near here].

Apesar dos achados positivos na anélise do polimorfismo e a suscetibilidade ao
CPT, quando cruzados os diferentes gendtipos dos polimorfismos do gene APOB com as
caracteristicas clinicas (valores sericos de Tg e TSH) de nossos pacientes portadores de
CPT atiredticos, ndo encontramos nenhuma relacdo estatistica relevante. No entanto
podemos observar que em nossas amostras as medianas de Tg e TSH estavam acima do
preconizado para este grupo de pacientes. [Table 3 near here].

O teste HW evidenciou que as amostras encontravam se em equilibrio em ambos
0s grupos de polimorfismos analisados (XBAI: p=0,425; ECORI: p=0,771).

Discussao

Este é o primeiro estudo que se dedica a avaliar a associacdo do polimorfismo
genético EcoRI e Xbal do gene APOB com o CPT, além disso este trabalho também é
pioneiro em analisar se ha associacao entre os polimorfismos supracitados e 0s niveis de
TSH e Tg em pacientes com neoplasia de tireoide pos tireoidectomia Dados na literatura
sugerem que ambos os polimorfismos possuem associacdes com doencas
cardiovasculares, mas os estudos que relacionam com as neoplasias malignas séo escassos

[20,21,22]
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Segundo uma meténalise conduzida Wei Gu et al. [23], o polimorfismo Xbal
mostrou associacao significativa com mudancas do perfil lipidio em chineses. Portadores
do alelo X+ possuiam niveis mais elevados de LDL. Tal fato pode estar relacionado com
producéo de uma apoB relativamente inativa [23,24]. Neste mesmo foi observado que os
portadores do alelo E- do polimorfismo EcoRI apresentaram niveis mais altos de LDL e
mais baixos de HDL [23].

Em um estudo recente, foi observado que portadores de neoplasias malignas da
tireoide, incluindo CPT, possuem alteracdes no perfil lipidico. Os investigadores
demonstraram que os participantes com CT possuiam valores elevados de Tg e alteracGes
de efeitos negativos na razdo LDL/HDL [19]. Estudos apontam que alteragdes no
metabolismo lipidico podem estar relacionadas a carcinogénese [25]. No entanto
observamos em nosso estudo que o alelo X- do polimorfismo Xbal, ndo relacionado com
mudancas no perfil lipidico, aumenta a suscetibilidade ao CPT. Para o polimorfismo
EcorRI observamos que o alelo E- confere um risco maior ao CPT, 0 que pode estar
relacionada com a influéncia desse gene no perfil lipidico.

Associacdo positivas entre os polimorfismo Xbal ja foram observadas no cancer
de mama, neste trabalho os alelo X- estava associado com aumento do risco [26]. Outro
estudo que avaliou a associacdo do polimorfismo Xbal com cancer de vesicula biliar,
observou que pacientes portadores do genotipo X+X+ possuiam menor risco [27]. Esses
achados sdo semelhantes aos nossos sendo que apenas 10% dos nossos participantes com
CPT possuiam o genétipo X+X+. Em relacdo ao polimorfismo EcoRI, nossas buscas
retornaram apenas um estudo que avaliou a associa¢do do gene com neoplasia maligna,
neste trabalho os autores observaram que o alelo E+ foi associado positivamente com a

suscetibilidade ao cancer de mama [26], esse resultado foi convergente do nosso.
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Nosso trabalho ndo evidenciou relacdo estatistica significante entre os niveis de
TSH e Tg e ambos os polimorfismos. Liu Xi et al. [26], ao estudarem o polimorfismo
EcoRI e Xbal do apoB e as caracteristica clinicas de pacientes com cancer de mama,
também ndo encontrou relacdo estatistica significante. Em pacientes tireoidectomizados
a Tg é um interessante marcador de tumores residuais. Na auséncia de metastase os niveis
esperados de Tg devem ser <0,5 ng/mL [28]. Nossos achados revelam que 0s genotipos
X-X- e E-E- apresentavam as maiores medianas de Tg (4,4ng/mL e 3,74ng/mL), cabe
ressaltar que a coleta de sangue foi realizada anterior a radioterapia.

As diretrizes da American Thyroid Association (ATA) para pacientes adultos
tireoidectomizados preconiza que os valores de TSH devem ser mantidos < 0,1 mUI/MI
[29]. Alguns estudos sugerem que pacientes atiredticos que possuem niveis normais de
TSH podem estar relacionadas com reposicéo insuficiente de hormdnio Tireoidiano [30].
Um recente estudo demonstrou que pacientes portadores CPT e atiredticos, com TSH
suprimido, possuem niveis maiores de T3 [31]. Nossos achados apontam medianas
elevadas de TSH em todos os grupos, no entanto sem relacdo estatistica significativa com
os diferentes genodtipos, vale ressaltar que nossos participantes no momento da coleta de
sangue iriam ser submetidos a ablacdo, e por indicacdo médica ndo estavam usando
levotiroxina, tal fato pode explicar os valores altos de TSH obtidos.

Apesar do ineditismo do nosso trabalho e dos nossos relevantes achados, a ndo
obtencdo dos dados referentes ao lipidograma dos nossos participantes € um grande fator
limitante deste estudo.

Nossos achados reforcam ainda mais a hipdtese que a carcinogénese dos tumores
de tiroide é complexa e multifatorial. Para entender melhor o papel dessas alteracGes
genéticas no CPT faz-se necessario mais estudos, com nimero maior de participantes e

em grupos étnicos variados, explorando um nimero maior de variaveis clinicas.
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Nosso trabalho conclui que ha associacdo entre os polimorfismos estudados e o
CPT, mas ndo com suas caracteristicas clinicas. E reforcamos a importancia de mais
pesquisas que relacionem esse gene com o carcinoma papilifero de tireoide.
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Tabelas

Tabela 1: Distribuicao das frequéncias genotipicas e alélicas do polimorfismo Xbal

do gene APOB, conforme 0s grupos caso e controle.

APOB Xbal Grupos
CPT Controle
N % N % P OR (IC 95%)
X+X+ 3 10,0 21 16,4 <0.0001* N/A
X-X+ 2 6,7 67 52,3
X-X- 25 83,3 40 31,3
Total 30 100,0 128 100,0
X-X- 25 83,3 40 31,3 <0.001* 11 (3.92-30.82)
X-X-+X+X+ 5 16,7 88 68,8
Total 30 100,0 128 100,0
X+ 8 13,3 109 42,6 <0.001* 0.20 (0.09-0.45)
X- 52 86,7 147 57,4
Total 60 100,0 256 100,0

Teste Qui-Quadrado e Odds Ratio. N/A: Nao se aplica. * valores inferiores a <0,05.
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Tabela 2: Distribuicéo das frequéncias genotipicas e alélicas do polimorfismo

EcoRI do gene APOB, conforme os grupos caso e controle

Grupos
CPT Controle
APOB EcoR| N % N % P OR (IC 95%)
E+E+ 0 0.0 84 65.6 A
E-E+ 4 133 40 31,3
E-E- 26 86,7 4 31
Total 30 100,0 128 100,0
E-E+ 4 133 40 sl3 0048  0.33(0.11-1.03)
E-E-+E+E+ 26 86,7 88 68,8
Total 30 100,0 128 100,0
E- 933 48 18,8 60.66 (20.97-
56 <.0001 175.42)
E+ . 6.7 208 81,3
Total 60 100,0 256 100,0

Teste Qui-Quadrado e Odds Ratio. N/A: Nao se aplica. * valores inferiores a <0,05.
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Table 3: Distribuicao dos gen6tipos dos polimorfismos Xbal e EcoRI conforme as

medianas dos valores de Tiroglobulina e TSH em pacientes com CPT.

[Tiroglobulina] ng/mL

[TSH] uUl/mL

Percentil Mediana Percentil Percentil Mediana Percentil
25 75 25 75
X-X- 1,02 4.4 9 15,96 77,28 117,66
Xbal a X-X+ 3,08 3.08 3,08 0,72 0,72 0,72
X+X+ 0,52 1,08 1,63 55,9 102,95 150
P valor 0,456 0,237
E-E- 0,9 3,74 20,45 14,27 95,42 121
EcoRIb E-E+ 1,14 2,4 4,29 33,56 71,28 77,28
E+E+ N/A N/A N/A N/A N/A N/A
P valor 0,525 0,456

a: Teste H de Kruskall-Wallis; b: Teste U de Mann-Whitney. Tiroglobulina: a; TSH: b.
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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
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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;

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 06 de 08

50



51

CENTRO UNIVERSITARIO DE £~ Ploboforma
BRASILIA - UNICEUB %aﬂl

Continuacéo do Parecer: 1.965.528

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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S

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
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Assinado por:

Marilia de Queiroz Dias Jacome

(Coordenador)
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Anexo 2: Dados clinicos dos prontudrios dos pacientes

Nome:

Sexo:
Telefone para contato:
e-mail:
ldade:

Sexo: Masculino( ) \ Feminino( )
Indicacédo 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:
Reposicdo hormonal:
Uso do TSHrh
Data da suspenséo do
hormonio:

Inicio da dieta pobre em lodo:
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