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RESUMO

O cancer de tireoide € uma das neoplasias malignas mais recorrentes do sistema
endocrinolégico, sendo sua incidéncia trés vezes maior em mulheres do que nos
homens. A Cromogranina A (CHGA) é uma proteina de secrecdo &cida, no qual
pertence a familia das Graninas, sendo também um marcador tumoral em neoplasias
enddcrinas. O presente estudo teve como objetivo identificar e analisar o polimorfismo
na regido codante do gene da CHGA, em pacientes que apresentam cancer de tireoide
submetidos ao tratamento com o Radiofarmaco lodeto de Sédio (I*31). Foi realizado
um estudo transversal, descritivo e de caso controle, no qual foram coletadas
amostras de sangue de um grupo controle e de um grupo caso. Essas amostras foram
submetidas a técnica laboratorial de restriction fragment length polymorphism -
polymerase chain reaction (PCR-RFLP) para a sua genotipagem. Foi adotado o nivel
de significancia de 5%. Observou-se que houve diferenca estatistica significativa na
distribuicdo alélica entre individuos com cancer papilifero da tireoide e os sadios,
sendo que a presenca do alelo G é um fator de risco para esse tipo de cancer de
tireoide. Houve, também, correlacdo entre o gen6tipo GG com o aumento do nivel de
TSH em pacientes que apresentavam esta patologia, sendo que niveis altos de TSH
tém sido associados ao desenvolvimento desta neoplasia. Portanto, observou-se que
o alelo selvagem pode ser um fator de risco para o desenvolvimento do cancer de
tireoide, porém, por ser uma doenca de etiologia multifatorial, sdo necessarios estudos
em populacdes diferentes para melhor compreensao da doenca.

Palavras-chave: Cromogranina A; Polimorfismo Genético; Neoplasias da Glandula
Tireoide
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ABSTRACT

Thyroid cancer is one of the most recurrent malignant neoplasms of the
endocrinological system, and its incidence is three times higher in women than in men.
Chromogranin A (CHGA) is an acid secretion protein in which it belongs to the Granin
family and is also a tumor marker in endocrine neoplasms. This study aimed to identify
and analyze the polymorphism in the coding region of the CHGA gene in patients with
thyroid cancer undergoing treatment with Sodium lodide Radiopharmaceutical (1*31). A
cross-sectional, descriptive and case-control study was performed in which blood
samples were collected from a control group and a case group. These samples were
submitted to the laboratory technique restriction fragment length polymorphism -
polymerase chain reaction (PCR-RFLP) for your genotyping. A significance level of 5%
was adopted. There was a statistically significant difference in allelic distribution
between papillary thyroid cancer and healthy individuals, and the presence of the G
allele is a risk factor for this type of thyroid cancer. There was also a correlation
between the GG genotype and the increased TSH level in patients with this condition,
and high TSH levels have been associated with the development of this neoplasm.
Therefore, it was observed that the wild allele may be a risk factor for the development
of thyroid cancer. However, because it is a disease of multifactorial etiology, studies in
different populations are necessary to better understand the disease.

Keywords: Chromogranin A; Polymorphism, Genetic; Thyroid Neoplasms
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1. Introducéo

O céancer de tireoide decorre por meio de nodulagdo no parénquima tireoidiano
(GUARINO et al., 2010). As neoplasias datireoide séo classificadas, histologicamente,
em tumores derivados das células foliculares (carcinoma papilar, folicular, pouco
diferenciado e anaplasico) e das células C ou parafoliculares (carcinoma medular)
(LOPES, 2011).

A incidéncia do cancer de tireoide se intensificou no decorrer das ultimas
décadas, tornando-se uma das neoplasias enddcrinas mais frequentes (AMY et al.,
2015). A neoplasia de tireoide é responséavel por 567.000 casos em todo o mundo,
ocupando o nono lugar em incidéncia. Esses indices sdo mais elevados entre o sexo
feminino em detrimento do sexo masculino, sobretudo em regides de alta incidéncia,
incluindo América do Norte (principalmente no Canadd), Australia, Nova Zelandia e
Asia Oriental; as taxas femininas também s&o altas em varios paises do Pacifico,
incluindo Nova Caledonia e Polinésia Francesa (BRAY et al., 2018).

Segundo os dados do Instituto Nacional do Cancer (INCA) (2018), no Brasil
estimam-se, que para o biénio 2018- 2019, 1.570 casos novos de cancer de tireoide
ocorrerdo no sexo masculino e 8.040 para o sexo feminino. Com isso, 0 risco estimado
é de 1,49 casos a cada 100 mil homens e 7,57 casos a cada 100 mil mulheres,
ocupando a 132 e quinta posicles, respectivamente.

A abordagem inicial para o diagndéstico do nédulo tireoidiano recém-descoberto
é a medicdo do nivel sérico do hormdnio estimulador da tireoide (TSH), permitindo
assim, a diferenciacdo entre nddulos funcionais e ndo funcionais. Caso o nivel sério
de TSH nao esteja em suas concentracfes normais, € recomendado um estudo de
imagem de medicina nuclear, conhecido como captacdo da tireoide e digitalizacao.
Neste estudo, se documenta se o nddulo em si é hiperfuncional, isofuncional ou ndo
funcional, em comparacdo com o tecido tireoidiano circundante (NGUYEN et al.,
2015). Um outro diagnostico € a indicagdo para realizagdo de Puncéo Aspirativa por
Agulha Fina (PAAF) da tiroide, no qual se relaciona com as caracteristicas ecograficas
e dimensdo do nodulo. Quando os resultados da PAAF estdo associados a um
elevado risco de malignidade, ndo ha duvida da orientacao cirurgica (FERNANDES;
PEREIRA; ELOY, 2017).

Quanto ao tratamento das neoplasias tireoidianas, a origem celular do tumor

tem importantes implicacdes para o planejamento da terapéutica e acompanhamento
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estratégico (VIOLA et al., 2016). Porém, frequentemente, as op¢des de tratamento
para o cancer de tireoide incluem a tireoidectomia, terapia com iodo radioativo (1*3%) e
terapias direcionadas a moléculas com varios inibidores de tirosina quinase (TKIs)
(NGUYEN et al., 2015).

Marcadores tumorais ou biomarcadores sdo substancias apresentadas pelo
tumor, no sangue ou em outros liquidos biolégicos, que podem ser processados,
primariamente por ele ou secundariamente pelo paciente, em resposta a presenca do
tumor. E imprescindivel que essa substancia seja capaz de especificar/diferenciar
tecidos normais de tecidos neoplasicos e que possa ser caracterizada ou quantificada
por procedimentos relativamente praticos (CAMPOS, 2010).

A etiologia do cancer de tireoide ndo é bem conhecida. O Unico fator de risco
bem estabelecido para o cancer de tireoide é radiacdo ionizante, particularmente
guando a exposicdo € na infancia, embora haja evidéncias de que outros fatores
(obesidade, tabagismo, exposicées hormonais e certos riscos ambientais poluentes)
podem desempenhar um papel (BRAY et al., 2018). Além do mais, os resultados dos
estudos de sequenciamento de DNA do cancer de tireoide revelaram a base genética
para a maioria dos canceres de tireoide (CABANILLAS et al., 2016).

A Cromogranina A € uma proteina de secrecao acida compondo a familia das
Graninas, sendo também um marcador tumoral com utilidade em neoplasias
enddcrinas. Ela é armazenada em vesiculas secretoras com outros tipos de
neurotransmissores e horménios peptidicos (KOGAWA et al., 2016). O gene CHGA
humano esté localizado no cromossomo 14g32.12 (D'AMICO et al., 2014).
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2. Referencial tedrico

2.1 Patogénese molecular dos carcinomas da tireoide

A glandula da tireoide é composta por dois tipos celulares produtores de
hormonio: foliculares e células C derivadas da crista neural. As células foliculares
possuem origem epitelial e s&o responsaveis pelos hormdnios tiroidianos
triiodotironina (T3) e tiroxina (T4). Enquanto isso, as células C derivadas da crista
neural produzem o horménio calcitonina. Os hormoénios T3 e T4 regulam o
metabolismo do corpo, pois, no geral, eles aumentam o metabolismo das proteinas,
dos lipideos e dos carboidratos (OLIVEIRA FILHO, 2017). Além dessa caracteristica,
esses dois hormonios elevam o consumo de oxigénio e a producdo de calor,
manifestada por uma elevacao na taxa metabdlica basal (MEZZOMO; NADAL, 2016).

A funcéo da tireoide é controlada por uma glandula no cérebro conhecida como
pituitaria ou hipofise. Esta glandula comanda a producéo do horménio tireoestimulante
(TSH), o qual promove a formacao de triiodotironina (T3) e tiroxina (T4) (VALENTE,
2013). O hipotalamo secreta o hormonio liberador de tireotrofina (TRH) que atinge a
hipoéfise anterior decorrente da circulacéo portal hipofisaria. A ativacdo dos receptores
TRH ocasiona a liberacdo de TSH, ativando, assim, seus préprios receptores nas
células foliculares da glandula tireoide. Com isso, promove o aumento da captacao
celular de iodo do sangue, aumento da sintese de tireoglobulina e secrecdo na
corrente sanguinea de T3 e T4, via ativacao da enzima tiredide peroxidase (TPO). Os
circuitos de feedback negativo resultam em uma relacdo inversa entre 0s niveis
séricos dos hormonios da tireoide e o TSH (RAZVI; BHANA; MRABETI, 2019).

A homeostase do célcio é regulada pelas glandulas da paratireoide, o qual
estdo localizadas no pescoco, perto da glandula tireoide. Manter um nivel apropriado
e estavel de calcio sérico € imprescindivel para a funcdo muscular adequada,
neurotransmisséo e secrecao de enzimas e hormonios, entre diversas finalidades.
Essas glandulas expressam receptores sensiveis ao calcio que monitoram a
concentracéo do calcio sérico. Quando é identificado os niveis de calcio reduzidos, as
paratireoides secretam o horménio da paratireoide (PTH), que se comunica com 0S
receptores acoplados a proteina G, das células 0sseas, para liberar calcio, de ossos
longos, na corrente sanguinea. No rim, o PTH eleva a reabsorc¢éo de céalcio no membro

ascendente da alca de Henle e no tubo distal, e aumenta a excrecdo de fosfato
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inorganico na urina. Quando as paratireoides nao funcionam adequadamente, a
homeostase do calcio/fosforo € interrompido, resultando em distirbios como o
hiperparatireoidismo ou hipoparatireoidismo (PEISSIG; CONDIE; MANLEY, 2018).

Os nodulos da tireoide podem ser derivados do aumento do tecido tireoidiano
focal, conhecido como bécio nodular, ou de fluidos em cistos tireoidianos, constituindo
um processo inflamatério local, uma neoplasia benigna (adenoma) ou um cancer de
tireoide (CONCEICAO et al., 2015). As neoplasias da tireoide so classificadas pela
sua forma histoldgica, subdividindo-se em tumores derivados das células foliculares
(carcinoma papilar, folicular e anaplasico) e das células C ou parafoliculares
(carcinoma medular) (LOPES, 2011).

O carcinoma papilifero da tireoide possui uma elevada possibilidade de cura e
a andlise do prognéstico é fielmente relacionada a evolucdo da doenga (NEMETZ et
al., 2011). Esse tipo de carcinoma apresenta lesdes unicas ou multifocais, podendo
estar bem circunscritas e até mesmo encapsuladas. Embora a maioria seja infiltrativa
do parénquima adjacente, apresenta margens mal definidas e, ocasionalmente, pode-
se notar areas de fibrose e calcificacédo, além de areas cisticas (LOPES, 2011). Desta
forma, dentre os carcinomas tireoidianos, o do tipo papilar € o que tem uma menor
dificuldade em seu diagnéstico. Com uma amostra apropriada, a eficiéncia diagndstica
fica em torno de 90% devido as consideraveis caracteristicas nucleares deste
carcinoma, que sao facilmente observadas no exame patolégico (OLIVEIRA FILHO,
2017).

Enguanto o carcinoma papilifero da tireoide progride, geralmente através da via
linfatica, o carcinoma folicular é constituido por nédulos Unicos que podem estar bem
circunscrito ou ser amplamente infiltrantes (CERDAS, 2014). Sendo assim, pacientes
com maior extensdo ou maior risco de recorréncia sao tratados de forma mais
agressiva e com um acompanhamento mais proximo. Entretanto, em tumores
localizados e considerados de baixo risco, tém-se um tratamento mais conservador
que demonstra ser eficaz. A incidéncia da neoplasia folicular de tireoide esta
intimamente relacionada ao déficit iodo, sendo necessario a suplementacdo (RIOS et
al., 2015).

O carcinoma anaplasico representa, aproximadamente, 2% dos tumores
malignos da tireoide, com uma incidéncia de aproximadamente um a dois casos por
um milh&o de habitantes, sendo mais comum em paises da Europa e da América

Latina (DAL PI1ZZOL, 2009). O seu desenvolvimento € raro e decorre devido as
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mutacdes que fazem com que a célula tumoral perca toda a diferenciacéo e limitacéo
de crescimento (WILLIAMS, 2015). O carcinoma anaplasico caracteriza-se por uma
mistura de fuso, células gigantes pleomorficas e epitelidides. Este tipo de carcinoma
indiferenciado tem comportamento extremamente agressivo, independentemente do
tipo de tratamento, embora o reconhecimento de suas caracteristicas clinico
patoldgicas seja importante para definir melhor tratamento (RODRIGUES et al., 2012).

O cancer de tireoide medular € incomum, sendo responsavel por 1-2% de todos
0s céanceres de tireoide. Diferentemente dos cénceres diferenciados de tireoide, o
medular origina-se nas células neuroenddcrinas parafoliculares da tireoide. E mais
frequente, sendo um ndédulo tireoidiano solitario, em pacientes idosos (CABANILLAS
et al.,, 2016). Na forma particular da doenca s&o encontrados trés subtipos
divergentes, denominados Neoplasias Endocrinas Mdltiplas do tipo Il (MEN I -
Multiple Endocrine Neoplasia, Type Il), e definidos em funcdo da combinacédo dos
tecidos afetados e da presenca/auséncia de anormalidades em seu desenvolvimento.
O padréo de heranca observado para as trés formas € o autossémico dominante com
penetrancia incompleta, sendo usualmente a neoplasia medular da tireoide, a primeira
manifestacao clinica (RODRIGUES et al., 2012). O tecido do tumor é firme, cinzento
palido a castanho e infiltrativo. Na sua forma histologica, essa neoplasia pode mostrar
inUmeros padrdes de crescimento como lobular, insular, trabecular, sélido e raramente
folicular ou papilar, e apresentam depdsitos de amiloide no estroma na maioria dos
casos. O nucleo apresenta células pleomorficas (CERDAS, 2014).

Em relacao ao diagnéstico do nddulo tiroidiano, a estratégia inicial deve abordar
uma histéria detalhada e significativa do paciente, além do exame fisico. Os exames
laboratoriais devem se iniciar com a dosagem do TSH sérico. Além disso, a
ultrassonografia de tireoide deve ser realizada em todos aqueles pacientes que
apresentam suspeita da patologia, para que assim, se possa comprovar a presenca
do nodulo, avaliar nédulos adicionais e linfonodos cervicais, além de analisar as
caracteristicas suspeitas. Apos estes estudos, um proximo passo ao diagnostico seria
a biopsia por aspiragédo por agulha fina (PAAF), sendo recomendada em nédulos
maiores que 1 cm com caracteristicas de alta suspeita (n6dulo hipoecéico sélido ou
componente hipoecéico sélido de um nédulo parcialmente cistico, no qual apresentam
margem ou microcalcificacao irregular ou calcificacdo da borda ou evidéncia de extra
extensao tireoidiana) ou nodulos maiores que 1 cm com caracteristicas intermediarias

de suspeita (n6dulo sdlido hipoecdico com margens lisas sem microcalcificacéo,
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extensado extra-tireoidiana ou formato mais alto do que o largo (TAMHANE; GHARIB,
2016). A PAAF ¢ o teste diagnostico mais indicado no estudo de nédulo tireoidiano,
pois proporciona as informacgdes mais diretas e especificas sobre sua natureza e
eventual indicacdo de tratamento cirtirgico (ROLDAN CABALLERO et al., 2012).

O tratamento das neoplasias de tireoide compde-se de cirurgia, seguida da
ablacdo do tecido remanescente com tratamento iodoterapico (I*3!) e terapéutica
substitutiva com levotiroxina de forma continua (DE ABREU et al., 2011). A emisséo
beta do radioiodo desestabiliza as ligacbes quimicas em toda a célula, acarretando
prejuizos na molécula de DNA, estimulando assim, a disfuncéo celular e, por fim, a
morte das células foliculares da tireoide (SUNDARAM et al., 2011). A grande aplicacao
clinica deve-se pela agilidade com que o 1'3! é absorvido pelos restos do tecido
tireoidiano, conferindo uma indicacdo da atividade dos tecidos remanescentes do
paciente (OKAZAKI et al., 2015). A melhor escolha dos valores administrados do 13!
depende da situacdo de cada paciente e é imprescindivel para o sucesso do

tratamento, assim como para o bem-estar destes pacientes (JUNIOR et al., 2012).

2.2 Incidéncia e mortalidade do cancer de tireoide

O céancer de tireoide € denominado como uma das neoplasias malignas mais
recorrentes do sistema endocrinolégico. Apesar de ser uma patologia relativamente
rara, é responsavel por cerca de 1% dos recentes casos de doenca maligna (TANG;
LEE, 2010). Nos Estados Unidos, entre os sexos feminino e masculino, no periodo de
2006 a 2010, aumentos anuais aconteceram para o cancer de tireoide (5,4% e 6,5%
em homens e mulheres, respectivamente) (SIEGEL et al., 2014). Em relacdo aos
fatores de riscos, estdo possivelmente associados a ocorréncia dessa neoplasia, o
histérico familiar, exposi¢cbes a agentes mutagénicos como radiacdo, agentes
quimicos ou biologicos, estilo de vida, incluindo dieta e atividade fisica, obesidade,
alcoolismo, tabagismo, diabetes mellitus, resisténcia a insulina e estresse
(PELLEGRITI et al., 2013).

Segundo dados do INCA (2018), para cada ano do biénio 2018-2019, foram
pressupostos para o Brasil cerca de 1.570 casos novos de cancer de tireoide no sexo

masculino e 8.040 para o sexo feminino. O risco estimado foi de 1,49 casos a cada
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100 mil homens e 7,57 casos a cada 100 mil mulheres. O aumento da incidéncia pode
ser devido a uma combinacdo de procedimentos diagndsticos mais sensiveis e de
uma possivel consequéncia do crescimento da exposi¢cao da populacéo a radiacéo e
a outros carcinogénicos ainda nao reconhecidos (PELLEGRITI et al., 2013). Grande
parte dos carcinomas da tireoide, principalmente os diferenciados, sao relativamente
indolentes e com elevada taxa de cura, pois 0 tratamento cirargico padrdo, em
conjunto com a terapia com iodo radioativo, demonstra ser eficaz na maioria dos
portadores e possibilita, no cancer papilar de tireoide, que a sobrevida aos 10 anos se
exceda de 90-95% (LOPES, 2011).

A tendéncia da mortalidade por cancer de tireoide é de declinio em quase todas
as regides do mundo. Segundo estudo de La Vecchia e colaboradores (2015), no qual
avaliaram a tendéncia da mortalidade do céncer de tireoide em varios paises,
verificaram um padrao de declinio para o sexo masculino nas ultimas décadas, exceto
os Estados Unidos, que teve reducdo até meados de 1980 e um aumento posterior.
Na Espanha, houve um crescimento de casos até o inicio dos anos 90 e obteve a
estabilidade no periodo subsequente. Também para o sexo feminino, verificou uma
gueda para a maioria das regides analisadas, exceto no Reino Unido, nos Estados
Unidos e na Australia, onde a mortalidade declinou até o final das décadas de 80 e 90
e se estabilizou ou mesmo aumentou posteriormente. Os declinios na mortalidade por
cancer de tireoide devem-se a reducdo da exposicdo aos fatores de risco como
deficiéncia de iodo ou ingestdo excessiva de iodo na dieta e radiagdo ionizante.
Observou-se também que a reducdo de mortalidade se deve a melhoria de

diagnéstico, manejo e tratamento da doenca.

2.3 Polimorfismos genéticos em Carcinomas da tireoide

A identificacdo de polimorfismos genéticos é imprescindivel para entender os
mecanismos envolvidos na carcinogénese tiroidiana (REIS, 2010). Recentes estudos
de alteracGes genéticas relacionados aos carcinomas de tireoide vém auxiliando na
caracterizacdo da patogénese molecular dos carcinomas e seus subtipos. As
desordens genéticas derivadas destes tumores abrangem vias heterogéneas de

patogénese, tais como: muta¢des que ativam a sinalizag¢éo celular, anormalidades dos
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genes supressores de tumores e das proteinas reguladoras do ciclo celular. Desta
forma, polimorfismos genéticos podem induzir o desenvolvimento de ndédulos
tiroidianos malignos, indicando que a patogénese destes tumores pode ser devida a
exposi¢do continua aos fatores ambientais vinculadas a susceptibilidade genética
(REIS et al., 2012).

O polimorfismo de nucleotideo Unico (single-nucleotide polymorphism - SNP) &
uma das maneiras mais frequente e constante nas variagbes genéticas no DNA
gendmico humano. Com a evolucdo da terapia genética, a clinica, o diagndstico e
biologia molecular, os SNPs sédo considerados ndo apenas um marcador genético no
estudo do metabolismo de drogas relacionadas ao cancer reatividade, mas também
uma ferramenta fundamental na identificacdo de genes causadores de doencas
hereditarias (LIU et al., 2011). Como sao muta¢des que sdo derivadas da substituicao
de apenas uma unica base de nucleotideo, os SNPs sdo mais dificeis de detectar,
sendo necessarios metodos que permitam uma alta especificidade para ser capaz de
distinguir a mutagéo dos nucleotideos (MATSUDA, 2017).

Entre os polimorfismos genéticos mais importantes e bem estudados para o
cancer de tireoide, estdo a mutacdo BRAFV600E, em carcinoma papilifero da tireoide,
e mutacdes RAS PAX8/PPARG, PTEN, PISK/AKT e IDH no carcinoma folicular da
tireoide (ALZAHRANI et al., 2019).

2.4 Cromogranina A

A Cromogranina A (CHGA) é pertecente da familia da cromogranina-
secretogranina, também conhecido como graninas, que compreende um grupo de
proteinas caracterizadas pelo seu perfil acido. Aléem disso, essa glicoproteina é
armazenada em granulos de secrecao (BROEDBAEK; HILSTED, 2016).

Essa glicoproteina apresenta 439-amino proteina acida com peso molecular de
48 kDa, derivado de pré-CgA (uma pré-proteina de 457 aminoéacidos), no qual seu
gene esta localizado no l6cus 14932.12. A CHGA atua como um pro-hormdonio, e apos
sofrer variagdes pos-traducionais, como glicosilacao, fosforilacdo, ou sulfatacéo e/ou
processamento proteolitico especifico do tecido, ocasiona o surgimento de peptideos

biologicamente ativos que participam de diversos papéis fisiolégicos, como a
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regulacao inibitéria direta ou indireta por meio de vias paracrinas ou enddcrinas
(PEREZ; FREIXES, 2013).

As clivagens da CHGA podem fornecer diversos peptideos biologicamente
ativos como as vasostatinas, cromofungina, pancreastatina, catestatina, parastatina
(D'AMICO et al, 2014). As vasostatina-l opera como um promotor de homeostase do
calcio plasmatico, tensdo vascular, barreira endotelial integridade e funcbes
cardiacas. Além disso, também estd envolvido na defesa contra microrganismos
invasores, em reagdes inflamatorias, no alivio da dor e na supressdo de motilidade
gastrointestinal e crescimento tumoral. Enquanto isso, a cromofungina € um
fungistético, pois penetra nas monocamadas de fosfolipidios dos fungos ocasionando
a parada de seu crescimento. As pancreastatinas atuam na inibicdo da estimulacao
da glicose, secrecdo de insulina das células B das ilhotas de Langerhans. As
catestatinas inibem a liberacdo de catecolaminas da adrenal, tendo como efeito na
regulacdo central do controle cardiovascular autonédmico. A parastatina € um
modulador da fung&o celular da paratireoide (TROGER et al., 2017).

Acreditam-se que as graninas possuem relevantes fungbes intra e
extracelulares. No interior das células, as graninas cooperam para a formacao das
vesiculas secretoras, auxiliam na formacdo de complexos de armazenamento e
exercem um papel imprescindivel na classificacdo de outras proteinas secretoras.
Além disso, as graninas podem operar como pré horménios que, por processamento
proteolitico, dao inicio a inUmeros peptideos bioativos com abundantes funcdes
autocrinas, paracrinas e endocrinas putativas (BROEDBAEK; HILSTED, 2016). A taxa
de processamento e o padrdo da CHGA variam em uma forma especifica do tecido.
Na medula adrenal e anterior hipoéfise, a taxa e processamento sdo baixas, enquanto,
no pancreas e nos tecidos gastrointestinais, ela é processada de forma mais rapida e
extensiva. Esse processamento proteolitico da glicoproteina em gquestdo, também
pode acontecer posterior a sua liberacdo células neuroendocrinas (D'AMICO et al,
2014). A Cromogranina A é vista como marcador sérico mais importante para a
maioria dos tumores neuroendocrinos (NETS), apresentando sensibilidade e
especificidade entre 60 e 90% (OBERG et al., 2017).

Diversos estudos tentam estabelecer a possivel correlagdo entre o
polimorfismo da CHGA com diversas neoplasias. Ma e seus colaboradores (2010)
realizaram um estudo na populacao japonesa contendo 435 voluntarios com cancer

de préstata e 316 controles. Um dos resultados mostraram que homens com o
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genotipo GG para o polimorfismo na regido codante Glu264Asp apresentaram risco
2,05 vezes maior de cancer de prostata que homens com o gendtipo CC. No mesmo
estudo, analisou-se o polimorfismo da CHGA na regido promotora e observou que nao
houve associacao dos niveis da proteina CHGA com o ET-1 (Endotelina-1), o que é
divergente de alguns estudos, e apresenta que um dos motivos desta discordancia
deve se aos métodos de medicacéo e a escolha da idade dos pacientes neste estudo
(homens apresentaram idade superior a 60 anos).

Em Liu e seus colaboradores (2017), em um estudo de coorte prospectivo e
observacional, realizado na china, avaliaram 357 pacientes criticos que apresentavam
pancreatite, pneumonia e envenenamento. Neste estudo, observaram dois
polimorfismos ocasionados na substituicdo de uma uUnica base de nucleotideo na
regido promotora do gene da CHGA, -462 T / C (rs9658634) e —415 A/ G (rs9658635)
e 4 polimorfismos da regido de codificagcdo do exon 7 da CHGA, +9559 A / G
(rs9658667), +9578 C / T (rs9658668), +9590 A / G (rs9658669) e +9611 T / C
(rs729940), sendo analisada a correlagdo entre o genétipo e o progndstico desses
pacientes. Como resultado a analise de sobrevivéncia mostrou que houve diferencas
significativas entre o grupo de mutacdo CHGA-415 T / C (incluindo os gendtipos TC e
CC) e o grupo do tipo selvagem (gendtipo TT) (P = 0,003). No quesito mortalidade, o
grupo mutante foi significativamente maior do que no grupo selvagem (P = 0,004). O
estudo mostrou que o polimorfismo CHGA-415 T / C era um fator de risco
independente para a mortalidade de pacientes criticos (Odds Ratio = 2,286; P =
0,016).
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3. Justificativa

A tumorigénese esta associada ao acumulo progressivo de alteracbes
genéticas em uma célula normal. Em geral, as alteragcfes genéticas resultam na perda
de controle da proliferacdo e na aquisicdo de caracteristicas associadas com a
progressdo tumoral. Desta forma, o cancer pode ser considerado uma doenca
multifatorial, que envolve tanto os fatores ambientais, quanto genéticos, que resulta
de alteragBes sequenciais em genes relacionados a proliferacdo e diferenciacéo
celular (REIS, 2010).

Um dos produtos destas alteracdes genéticas sdo os polimorfismos e séo
usualmente referidos pelo tipo de mutacdo que os gerou. O progresso e uso de
marcadores moleculares para a deteccao e exploracdo desses polimorfismos é um
dos avanc¢os mais significativos no campo da genética molecular. Isso se deve ao fato
de que a utilizacdo de marcadores localizados no DNA fornece diversas informacoes
distribuidas aleatoriamente ao longo do genoma (TURCHETTO-ZOLET, 2017).

Sendo assim, a percepcdo da associacdo entre o polimorfismo da
Cromogranina A e a susceptibilidade ao cancer de tireoide pode promover a
identificacdo de fatores de risco para determinados grupos de individuos, auxiliando,
desta forma, no estabelecimento de novas formas de diagndstico precoce, tratamento

e qualidade de vida dos pacientes.
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4. Objetivos

4.1 Objetivo geral

O objetivo deste estudo é identificar a distribuicdo do polimorfismo genético na
regido codante da CHGA Glu 264 Asp, em participantes portadores do cancer da
tireoide que serdo submetidos ao tratamento com o Radiofarmaco lodeto de Sodio
(1*31), além de associar o polimorfismo da CHGA Glu 264 Asp com as caracteristicas

clinicas da doenca.

4.2 Objetivos Especificos

a) Realizar uma reviséo bibliogréafica sobre o polimorfismo CHGA Glu 264
Asp;

b) Padronizar e executar as estratégias de biologia molecular (PCR e
digestdo enzimatica) para estudo da frequéncia do polimorfismo CHGA
Glu 264 Asp em participantes portadores do cancer da tireoide que seréo
submetidos ao tratamento com o Radiofarmaco lodeto de Sédio (1'3%);

c) Investigar a possivel associacéo entre o polimorfismo CHGA Glu 264 Asp
em participantes portadores do cancer da tireoide que serdo submetidos
ao tratamento com o Radiofarmaco lodeto de Sddio (1'3!) com suas

diferentes manifestacdes clinicas.
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Resumo

Introducdo: O céancer de tireoide é a neoplasia enddcrina mais comum e a sua
incidéncia tem crescido, em inimeros paises, nas ultimas décadas. A Cromogranina
A (CHGA) é usada como marcador diagnostico e para monitorar comportamento do

tumor endocrino.

Objetivo: Descrever a presenca do polimorfismo da regido codante do gene CHGA
Glu 264 Asp, em pacientes que possuem cancer de tireoide submetidos ao tratamento
com o Radiofarmaco lodeto de Sédio (1*31).

Métodos: Realizou um estudo transversal, descritivo e de caso controle para investigar
o polimorfismo da CHGA Glu 264 Asp, em um grupo caso e em um grupo controle. O
grupo caso, portador da patologia, era formado por 23 pacientes de ambos os sexos
que sofreram a tireoidectomia e que foram submetidos ao tratamento com o
Radiofarmaco lodeto de Sédio (1*3). Para a genotipagem foi utilizada a técnica PCR-
RFLP (restriction fragment length polymorphism -polymerase chain reaction). Foi
adotado o nivel de significancia de 5%.

Resultados: Houve diferenca estatistica significativa na distribuicdo alélica entre
individuos com céancer papilifero da tireoide e os sadios. Com tudo, a presenca do
alelo G é um fator de risco para o cancer papilifero da tireoide. Observou-se uma
correlacdo entre o genétipo GG com o aumento do nivel de TSH em pacientes que

apresentavam essa patologia.

Concluséo: Demostrou-se que o alelo selvagem pode ser um fator de risco para o
desenvolvimento da neoplasia tireoidiana do tipo papilar. Por ser uma doenca de
etiologia multifatorial, sdo necessarios outros estudos em popula¢des diferentes para

melhor compreensao da doenca.

Palavras-chave: Cromogranina A; Polimorfismo Genético; Neoplasias da Glandula
Tireoide
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Abstract

Introduction: Thyroid cancer is the most common endocrine cancer and its incidence
has been increasing in many countries over the last decades. Chromogranin A (CHGA)

is used as a diagnostic marker and for monitoring endocrine tumor behavior.

Objective: To describe the presence of the coding region polymorphism of the CHGA
Glu 264 Asp gene in patients with thyroid cancer undergoing treatment with Sodium

lodide Radiopharmaceutical (1132).

Methods: A cross-sectional, descriptive, and case-control study was conducted to
investigate the CHGA Glu 264 Asp polymorphism in a case group and a control group.
Therefore, the case group, with the pathology, was made up of 23 patients of both
sexes who underwent thyroidectomy and who underwent treatment with
Radiopharmaceutical Sodium lodide (1*3Y). For genotyping the technigue PCR-RFLP
(restriction fragment length polymorphism-polymerase chain reaction) was used.

Results: There was a statistically significant difference in allelic distribution between
papillary thyroid cancer and healthy individuals. However, the presence of the G allele
is a risk factor for papillary thyroid cancer. In addition, a correlation between the GG

genotype and the increased TSH level was observed in patients with this pathology.

Conclusion: It has been shown that the wild allele may be a risk factor for the
development of papillary thyroid neoplasia. Because it is a disease of multifactorial
etiology, further studies in different populations are needed to better understand the

disease.

Keywords: Chromogranin A; Polymorphism, Genetic; Thyroid Neoplasms
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Introducéo

O cancer de tireoide é a neoplasia enddcrina mais comum e 0 aumento da sua
incidéncia tem sido constatada, em diversos paises, nas Ultimas décadas’. No ano de
2014, a neoplasia de tireoide foi o cancer mais diagnosticado na Coréia, seguido de
cancer de estdmago, colorretal, pulmdo e mama?. Nos Estados Unidos, a incidéncia
de pacientes diagnosticados com esta neoplasia, entre o periodo de 1974-2013,
aumentou 3% ao ano. 2 No Brasil, segundo dados do Instituto Nacional do Cancer
(INCA) (2018), foi estimado, para o biénio 2018-2019, 1.570 casos novos de cancer
de tireoide no sexo masculino e 8.040 para o sexo feminino. Enquanto, para o risco
foi estimado, 1,49 casos a cada 100 mil homens e 7,57 casos a cada 100 mil
mulheres.* Este aumento, no nimero de incidéncia das neoplasias tireoidianas, deve-
se a uma ampliacdo de agentes cancerigenos ambientais, médicos e sociais, além do
aumento na triagem e no diagndstico da patologia. °

O cancer de tireoide, por sua vez, é classificado pela sua forma histolégica,
subdividindo-se em tumores derivados das células foliculares (carcinoma papilar,
folicular e anaplasico) e das células C ou parafoliculares (carcinoma medular). Para
tanto, o carcinoma papilar da tireoide (CPT) é o subtipo mais comum e apresenta o
melhor prognéstico geral. ©

A investigacao inicial de qualquer nédulo tireoidiano recém-descoberto deve
incluir um nivel sérico de hormdnio estimulador da tireoide (TSH), pois permite a
diferenciacédo entre nédulos funcionais e néo funcionais. Caso haja alteracdo no TSH,
deve ser realizado uma ultrassonografia da tireoide para verificar a funcionalidade do
nodulo. Entretanto, os nédulos ndo funcionais exigirdo o uso de aspiracdo por agulha
fina (PAAF) para avaliacao citologica. Os tratamentos variam de acordo com o estagio
e o tipo do cancer e incluem cirurgia (tireoidectomia), iodo radioativo, inibidores de
tirosina quinase (TKIs) e radiacdo externa do feixe. ’

A Cromogranina A (CHGA) é um membro da familia cromogranina-
secretogranina, referida de forma abreviada como graninas, que inclui um grupo de
proteinas caracterizadas por seu perfil acido geral armazenado em granulos
secretores. 8 Seu peso molecular é de 48 kDa composto por 439 aminoacidos que sdo
percursores de proteinas biologicamente ativas com uma ampla gama de atividades,

como por exemplo as vasostatina I, parastatina, pancreastatina, secrecao inibidora de
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catestatina de catecolaminas das células cromafinas. ® O gene CHGA humano esta
localizado no cromossomo 14q32.12.1° E esta organizado em nove exons e sete
introns. 1%

Portanto, este estudo visa verificar a distribuicdo do polimorfismo genético da
regido codante da CHGA Glu 264 Asp, em participantes portadores do cancer da
tireoide que serdo submetidos ao tratamento com o Radiofarmaco lodeto de Sodio

(1*31) e relacionar as manifestacdes clinicas da doenca.

Material e métodos

Levantamento bibliografico

Foram utilizados como instrumentos de pesquisa, para 0 levantamento
bibliografico, as seguintes bases de dados: Scielo Brasil, Periddicos Capes, MedLine
e Biblioteca Virtual em Saulde, sendo utilizado como descritores as palavras:
Neoplasias da Glandula Tireoide, Cromogranina A, Polimorfismo Genético.

Célculo da amostra e descricao

Por ser um estudo transversal, descritivo e de caso controle, a coleta da
amostra dos participantes da pesquisa ocorreu entre os meses de junho a dezembro
de 2017. Sendo assim, o presente estudo foi composto por dois grupos. O grupo caso,
portador do carcinoma papilifero de tireoide, foi formado por 23 participantes de
ambos os sexos (média de idade 48 anos + 12 anos). Enquanto, o grupo controle foi
composto por 33 participantes, sendo esse constituido por individuos saudaveis,

voluntérios, pareados e que ndo possuiam nenhum parentesco com 0 grupo caso.
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Comité de ética, critérios de inclusao e exclusao

O Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) foi obtido de todos os
participantes do presente estudo, sendo que, a coleta de dados foi executada apos a
aprovacdo do protocolo de pesquisa pelo Comité de Etica do UNICEUB sob o n°
57382416.6.0000.0023 (ANEXO 1).

Pacientes de ambos o0s sexos, idade maior que 18 anos, com diagnostico de
cancer da tireoide e que foram submetidos a iodoterapia (I*3') no servico de Medicina
Nuclear Imagens Médicas de Brasilia (IMEB) constituiram os critérios de incluséo para
0 grupo caso. Para o grupo controle, os critérios de inclusdo foram individuos de
ambos 0s sexos, que nao possuissem cancer e nao tinham algum grau de parentesco
com os pacientes do grupo caso.

Participantes de pesquisa foram excluidos, em ambos os grupos, se
possuissem alguns critérios, como: idade inferior a 18 anos, diagndstico de cancer da
tireoide, porém nao eram eletivos a iodoterapia, além dos que ndo aceitaram participar

da pesquisa ou representantes legais ndo consentiram a participacao.

Extracdo de DNA e genotipagem

Para a analise laboratorial, foi colhido 5 mL do sangue total por meio de uma
puncao venosa no grupo controle e nos portadores do cancer de tireoide que sofreram
a tireoidectomia, sendo a primeira coleta anterior ao tratamento com o Radiofarmaco
lodeto de Saédio (1*31). A amostra biolégica coletada foi distribuida em tubos evacuados
com EDTA como anticoagulante, conforme requisitado na norma H1-A3 do Clinical
and Laboratory Standards Institute (CLSI).

Posteriormente, o DNA foi extraido do sangue periférico com uso do Invisorb
Spin Blood Mini Kit (250) da empresa Invitek (catdlogo #CA10-0005, Ilote
#1031100300, Alemanha). A concentracdo do DNA obtido foi estimada pelo
espectrofotometro (NANODROP Technologies Inc., Wilmington, DE, USA). A
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concentracdo média alcangada foi de 20 ng/puL. O DNA obtido foi estocado a —20°C
até o momento da analise.

Em seguida, foi realizada uma reagdo em cadeia da polimerase (PCR) no qual
consiste na amplificacdo de um fragmento especifico de DNA. Os primers utilizados

estao descritos na tabela 1.

Tabela 1 - Primers utilizados na PCR

Forward 5-TCTCTCAGGGTCTGGTGGAC-3’
Reverse 5’-GTTGAGGTCTTCGCCATCAT-3’

Para este processo de amplificacéo, as seguintes condi¢cdes de termociclagem
foram realizadas: 94°C por 5 minutos (desnaturacéao inicial), seguida por 40 ciclos de
94°C por 1 minuto, 50°C por 1 minuto e 72°C por 1 minuto. A extensao final foi
realizada a 72°C por 8 minutos. O produto dessa reacéo gera um fragmento de 218
pares de base (pb).

Apo6s uma PCR bem sucedida, o produto foi digerido utilizando a enzima de
restricdo Dpnl (Thermo Fisher) e encubado por 2 horas a 37°C. O alelo G ndo sofreu
clivagem pela enzima, tendo assim um fragmento de 218pb. O alelo A apresentou dois
fragmentos de DNA, um de 177pb e outro de 41pb.

Caracteristicas clinicas

Os dados clinicos dos pacientes foram obtidos por meio da revisao de
prontuarios médicos. Esses dados clinicos descrevem o tempo do diagnéstico da
doenca, sistema inicialmente envolvido, histéria atual da doenga, antecedentes
patolégicos, antecedentes epidemioldgicos e sociais, antecedentes familiares,

exames complementares.
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Analise 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 associacao de
caracteristicas clinicas para cada gendtipo 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 confianca (IC) de 95%.
Quando estas variaveis clinicas eram quantitativas, os testes para comparacdo de
medianas foram executados, quando nao foram observados o0s requisitos de
normalidade dos dados. O programa estatistico utilizado foi o SPSS (versédo 20.0,
SPSS Inc., Chicago, IL, USA). Para comparacdo dos gendtipos as demais

caracteristicas clinicas, foram utilizados o teste qui quadrado e o teste exato de fisher.

Resultados

Frequéncia genotipica e alélica do polimorfismo CHGA Glu264Asp no
estudo caso-controle.

No estudo em questéao, a frequéncia genotipica do polimorfismo do gene CHGA
Glu264Asp no grupo controle estava em equilibrio Hardy-Weinberg (P=0,59). A
distribuicdo genotipica no grupo caso e controle estdo descritas na Tabela 2, no qual
observou-se que, a maioria dos pacientes da pesquisa (87%), que possuem cancer
de tireoide do tipo papilar, manifestam o genoétipo G/G. O mesmo ocorre no
grupamento controle, no qual 63,6% sao homozigotos dominante.

Na distribuicdo alélica do mesmo gene, observou-se uma diferenca estatistica
significativa entre os grupos (P=0,033), sendo que a presenca do alelo selvagem é

um fator de risco 3 vezes maior CPT (OR=3,86).
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Tabela 2 - Distribuicdo genotipica e alélica do gene CHGA Glu264Asp no grupo caso
e no grupo controle

CHGA Grupo
GIu264Asp CPT Controle
% N % P OR IC
GG 20 87 21 63,6
GA 3 13 10 30,3
AA 0 0 5 6.1 0,126 NA NA
Total 23 100 33 100
GG 20 87 21 63,6
GA + AA 3 13 12 36,4 0,052 3,81 (0,93-15,53)
Total 23 100 33 100
G 43 93,5 52 78,8
A 3 6,5 14 21,2 0,033* 3,86 (1,04-14,31)
Total 46 100 66 100

P<0,05; Teste qui quadrado; NA = Nao se aplica

Genotipagem e suas associagfes com as caracteristicas clinicas dos
portadores de CPT submetidos aiodoterapia

A partir dos resultados obtidos, foram analisadas a relacao do polimorfismo com
outras caracteristicas clinicas dos pacientes portadores da patologia, tais como:
concentracdo sérica de tireoglobulina, TSH, antitireoglobulina; sexo, o IMC, além da
dose administrada.

N&o houve uma diferenca estatistica significativa do polimorfismo em questéo
relacionado aos valores de concentracdo sérica de tireoglobulina (P=0,824) e ao IMC
(P=0,929). Porém, observou-se que houve uma diferenca estatisticamente significante
entre o gendtipo GG com o aumento da concentracdo sérica de TSH (P=0,047)
(Tabela 3).
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Tabela 3 - Mediana, Percentil 25, Percentil 75 e P-valores das variaveis Tireoglobulina, TSH e IMC nos pacientes portadores de
CPT, conforme o gendtipo

CHGA [Tireglobulina] ng/mL [TSH] uUl/mL IMC (kg m-2)
Glu264Asp P25 Mediana P75 P25 Mediana P75 P25 Mediana P75
GG 0,77 2,94 20,00 65,91 95,42 121,00 23,96 26,24 31,66
GA 0,59 1,63 500,00 0,05 7,46 55,90 17,58 28,73 33,69
AA
P-valor 0,824 0,047* 0,929

P-valor<0,05; Teste de Mann-Whitney.



43

Em relacéo a tabela 4, acerca da concentracdo de antitireoglobulina, a maioria
do pacientes portadores de CPT (86,7%) que apresentam o genotipo GG, obtiveram
uma concentracdo de <20 Ul/mL. Além disso, verificou-se que a maioria dos
portadores da patologia e do gendtipo GG (68,4%) eram do sexo feminino, quando
comparado ao masculino. Com relacéo a dose de radiofarmaco administrada, 78,9%
dos pacientes, que apresentam o genoétipo GG, receberam doses < 150 mCi e apenas
21,1% deste grupo com o mesmo genotipo, receberam a dose >150 mCi. Nas trés

caracteristicas estudadas, ndo foram vistas diferencas estatisticas significativas.
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Tabela 4 - Estudo da associacao entre a distribuicdo da antitireoglobulina (UI/mL), sexo e dose administrada (mCi) do radiofarmaco

nos pacientes portadores de CPT conforme o genatipo

CHGA Glu264Asp

GG GA+AA P OR IC
20 N 13 1
N _ - % 86,7 33,3
Antitireoglobulina (UI/mL) I\T 2 2
- 1 1 77-219,12
0 n 1 667 0,108 (a) 3 (0, 9,12)
Total N o :
% 100 100
- N 13 2
o Feminino % 68,4 66,7
N 6 1
Masculino o 316 333 0,999 (b) 1,08 (0,81 -14,41)
0 y ’
Total N - °
% 100 100
N 15 3
<150
N % 78,9 100
Dose administrada (mCl) N 4 0
150 0,999 (b) NA NA
% 21,1 0
Total N - °
% 100 100

(a) Teste qui quadrado; (b) Teste exato de fisher; NA= Nao se aplica
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Discussao

A cromogranina A (CHGA) pertence a familia de proteinas dos graninos que
sdo comuns nos tecidos nervosos enddcrino, neuroenddcrino, periférico e central,
onde séo tipicamente encontrados em granulos secretores.'? A CHGA, em plasma, é
um biomarcador estabelecido de tumores neuroenddcrinos, no qual possui diversas
atividades biolégicas, pois ativa biologicamente diversos peptideos. Ela é usada como
marcador diagnostico e para monitorar a progressao ou regressao do tumor durante
o tratamento. 8 No estudo em questdo, ndo se pode afirmar que houve uma relacdo
da distribuicdo genotipica entre polimorfismo estudado em relacdo ao céancer de
tireoide, dado que ndo houve diferenca estatistica entre 0os grupos caso-controle.
Porém, observou-se que ha associacdo entre a presenca do alelo ancestral G e a
susceptibilidade ao cancer papilifero da tireoide.

Em um estudo caso controle de Ma e seus colaboradores (2010) foi verificado
dois tipos de polimorfismo do gene da CHGA na regido promotora 415 T/C
(rs9658635) e na regido codante Glu264Asp. Foram incluidos no estudo 751 homens
ao total, sendo deles, 435 pacientes com cancer de préstata e 316 saudaveis.
Semelhante ao resultado do presente estudo, a andlise relacionada ao cancer de
préstata revelou associacao significativa entre o alelo G do polimorfismo CHGA
Glu264Asp e o risco deste tipo de neoplasia na populacéo japonesa, sugerindo que o
polimorfismo da CHGA Glu264Asp pode ser um marcador Gtil para estimar o risco de
cancer de préstata. Em relacdo ao polimorfismo da CHGA na regido promotora 415
T/C (rs9658635) ndo mostrou associacao significativa entre os niveis de proteina
CHGA com o ET-1 (Endotelina-1) e refere-se que esta falta de relacéo significativa
deve-se a idade dos pacientes (homens com mais de 60 anos).!3

A tireoglobulina é uma glicoproteina de alto peso molecular originada somente
por células foliculares normais ou neoplasicas, e por virtude disso, € utilizada como
marcador tumoral em neoplasias de tireoide. Entretanto, ndo ha uma conformidade
acerca do valor de tireoglobulina que sugerisse a presenca do cancer diferenciado de
tireoide, apresentando valores variados na literatura, entre qualquer nivel sérico
detectado até 3ng/mL, por meio de ensaios de quimioluminescéncia. ** Acerca do

indice de Massa Corpérea (IMC) um estudo de coorte-retrospectivo chinés realizado
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por Wu e seus colaboradores (2017), no periodo de 2010 a 2015, analisou 823
pacientes que apresentavam CPT submetidos a tireoidectomia total ou lobectomia.
Foi constatado que o aumento do IMC estava associado ao metastases linfonodais
(LNMs) de pacientes com CPT e outras caracteristicas invasivas, incluindo grande
tamanho do tumor, invaséo extra-tireoidiana e multifocalidade.®> Porém, neste estudo,
nao foi observado uma associacdo entre a presenca do polimorfismo na regiao
codante do gene CHGA Glu264Asp ao aumento das concentracdes de tireoglubulinas
e IMC.

O presente estudo demonstrou uma relacao estatistica significante, no qual o
genotipo GG é associado com o aumento dos niveis séricos de TSH. No estudo
realizado por Ma e seus colaboradores (2010), o polimorfismo alélico da Glu264Asp
na regido do exon 6 causou a mudanca na proteina de CHGA de 264 aminoacidos
mudando de glutamico para acido aspartico. A pancreastatina, esta localizado nessa
regido codificadora de CHGA, sendo esta responsavel pela inibicdo da liberacdo de
insulina estimulada por glicose das ilhotas pancreéticas.'® Existe uma relacéo entre a
resisténcia a insulina e a funcdo da tireoide (principalmente os niveis de TSH).'® Uma
hipétese é que a resisténcia a insulina seria um fator de risco para o desenvolvimento
de cancer diferenciado da tireoide, pois a leptina interfere no feedback negativo no
eixo Hipotalamo-Hipdfise-Tireoide (HPT) elevando, assim, a secrecdo de TSH.1” A
leptina pode regular a expresséo e secre¢cao do hormonio liberador de tireotrofina
(TRH) através da mediacdo da entrada do nucleo arqueado para os neurdnios TRH
no nucleo paraventricular (PVN). Além disso, o eixo HPT também é indiretamente
regulado por acdes da leptina na via da melanocortina, como horménio estimulador
de alfa-melandcitos (-MSH) aumentando a liberacdo TRH, e consequentemente de
TSH.18

Niveis mais altos de TSH tém sido associados ndo apenas a frequéncia
aumentada, mas também com um estagio mais agressivos de cancer de tireoide.® E
importante ressaltar que a Cromogranina A também € secretada por neoplasias
enddcrinas que produzem Hormonio adrenocorticotrofico (ACTH), Hormonio foliculo-
estimulante (FSH), somatropina (GH), Hormonio luteinizante (LH) e o TSH. 2°

Em um estudo realizado por Mosca e seus colaboradores (2014), verificou se
existe a associagao entre os niveis séricos de TSH com o risco de céncer diferenciado
de tireoide e se estes teriam relacdo com a agressividade da doenca. Eles realizaram

um estudo em que analisaram 1180 pacientes brasileiros que realizaram
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tireoidectomia total ou lobectomia, sendo 57,9% devido a doencas benignas e 42,1%
a neoplasias malignas de tireoide, no periodo de janeiro de 2010 a abril de 2013, no
servigo de cirurgia de Cabeca e pesco¢o do HC-FMUSP. Foi demonstrado que a
associacao entre os niveis de TSH estratificado nos pacientes com doencgas benignas
e com neoplasias malignas demonstrou uma associacao estatisticamente significativa
(p<0,0001), que permite inferir que pacientes com valor de TSH sérico maior de 1,16
pIU/mL tem maior risco de serem portadores de cancer diferenciado de tireoide do
que aqueles que tem niveis de TSH menor ou igual a este valor.??

Os anticorpos anti tireoglobulina s&@o produzidos por células imunes,
principalmente por linfécitos que reagem contra auto antigenos da tireoide e se
infiltram progressivamente na glandula da tireoide.?? O iodo radioativo (I'3Y)
desempenha um papel importante no tratamento do cancer de tireoide. Ele é utilizado
juntamente com a tireoidectomia para eliminar o possivel cancer residual. O %31
funciona inserindo-se nas células da tireoide, por meio de transportadores de iodeto
de sbdio, e emitindo raios beta de comprimento de onda curta, causando assim, morte
celular aguda.” As doses administradas de iodo radioativo de 100mCi séo utilizadas
em pacientes que apresentam baixo risco ou em pacientes que apresentam o risco
intermediario, no qual fazem dialise e apresentam comprometimento nos linfonodos.
Ja a dose de 150mCi é utilizada em pacientes de risco intermediario, enquanto que
as doses de 200mCi sdo em pacientes de alto risco.?® No estudo em questdo,
observou-se que ndo h& associacao entre o polimorfismo da CHGA Glu264Asp com
concentracdes de antitiroglobulinas e de doses administradas de iodo radioativo, visto
gue, ndo houve diferenca estatistica significativa entre os grupos de gendétipos dos
pacientes com esta patologia.

Em relacdo ao sexo, o cancer diferenciado de tiredide é marcadamente mais
comum em mulheres que em homens.?? Essa diferenca também foi encontrada neste
estudo, pois constatou-se um maior niumero de mulheres no grupo de pacientes

portadores da patologia quando comparado aos homens.
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Conclusao

Neste estudo de polimorfismo da regido codante do gene CHGA Glu264Asp, 0
alelo selvagem foi associado com o maior risco a susceptibilidade ao cancer papilifero
da tireoide na populacéo brasileira estudada.

Associacdes foram encontradas entre este polimorfismo e a concentragéo
sérica de TSH. Os individuos portadores do CPT era predominantemente feminina,
conforme registrado na literatura e a maioria dos participantes, eram expostos a dose
baixas e intermediaria do radiofarmaco.

A andlise genética pode ser um método favoravel ao diagndstico da patologia,
entretanto, facilita a compreensédo de doencas que afetam a populacdo. Logo, esse
tipo de estudo pode providenciar a identificacdo de fatores de risco, sejam genéticos
ou ambientais, para determinados grupos de individuos, colaborando, na implantacéo
de novas formas de diagndstico precoce e na melhora da qualidade de vida dos

pacientes.
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ANEXOS

Anexo 1 - Aprovacao pelo Comité de Etica em Pesquisa — Cancer de Tireoide

CENTRO UNIVERSITARIO DE Platoforma
BRASILIA - UNICEUB %oﬂl

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa:INFLUEINCIA DE ALTERACOES 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 Temitica: 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 Préprio

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 1.965.528

Apresentacao do Projeto:

A tireoide € a maior glandula endécrina presente no corpo humano. Possui a funcédo de sintetizar os
horménios tirecidianos (T3 e T4), que sdo extremamente importantes em diversas funcdes corporais. O
cancer de tiredide (tireoide) é responsavel por apenas <1% de todos os cdnceres humanos, porém, é a
neoplasia endécrina 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. Mutacées e polimorfismos sdo duas alteracées 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 céncer de tireoide.

METODOLOGIA: consiste na coleta de sangue em tubos contendo EDTA como anticoagulante. Serdo
recrutados 441 participantes da pesquisa no grupo Caso e 200 participantes da pesquisa no grupo Controle.
O DNA gendmico sera extraido de leucocitos 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 dard com o uso de enzimas de restricdo, a

Endereco: SEPN 707/07 - 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

Pagina 01 de 08

51



CENTRO UNIVERSITARIO DE £~ Plabaforma
BRASILIA - UNICEUB %oﬁl

Continuacao 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
serédo coletadas, tais como: tempo de tratamento, dose, outros exames complementares.

CRITERIOS DE INCLUSAO E EXCLUSAO: foram apresentados.

SOBRE AS FORMAS DE RECRUTAMENTO: para os participantes do grupo controle, o recrutamento se
dara na sala de coleta de amostras no Laboratério de Analises Clinicas da Faculdade de Ceilandia (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 verificacdo dos polimorfismos
genéticos.

METODOLOGIA DE ANALISE DE DADOS: sera feita por meio das analises das frequéncias alélicas e
genotipicas serédo estimadas, usando-se o programa SPSS verséo 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 distribuicdes das frequéncias e também fazer possiveis
associacdes com os alelos, genoétipos 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 tireoide que serdo submetidos ao tratamento com o
Radiofarmaco lodeto de Sédio (1131) 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, MNSOD, ILs
e APOs, SOD3, BAX, BCL2 e TERT, no tratamento e prognoéstico em participantes com cancer de tireoide
submetidos a dose terapéutica com o Radiofarmaco lodeto de Sodio (1311);Correlacionar a imunoexpressédo
das proteinas MnSOD, Bax, Bcl-2 e hTERT nas lesdes de tireoide relatadas no
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laudo histopatolégico; Comparar as concentracdes plasmaticas de TNF- e Interleucinas dos participantes da
pesquisa (grupo caso) com individuos sadios (grupo controle); Avaliar o backgroud genético como
acompanhamento ho acompanhhamento, tratamento, prognostico e estadiamento da doenca; Influéncia da
iodoterapia (apos o tratamento) nos genes citados anteriormente”.

Avaliacédo dos Riscos e Beneficios:

Os riscos foram descritos pelo pesquisador como sendo: A recomendacédo da sequéncia dos tubos é
baseada na (CLS| 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 participantes
como aos profissionais que fardo 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 avaliacées de riscos e
beneficios foram privados das Recomendacées da Sociedade Brasileira de Patologia Clinica/Medicina
Laboratorial (SBPC/ML - 2014): coleta e preparo da amostra biolégica para Coleta de sangue venoso,
descritos a seguir: formacédo de hematoma: No momento da antes e apos a coleta, existem alguns riscos e
possiveis complicacdes, que poderéo vir acontecer. A formacdo de hematoma é a complicacdo mais comum
em processos de puncdo venosa. E acometido devido & extravasamento do sangue para o tecido. Esse
processo pode ocorrer durante ou apos a pungédo. Quando acontece, o paciente pode sentir dor no local, e
em alguns casos, a compressao de algum ramo nervoso. Puncéo arterial acidental: A puncéo acidental de
uma artéria € outro risco. Porém, € um fato considerado raro, sabendo que a escolha do local e habilidade
do profissional é preponderante para que isso seja evitado. A puncéo acidental arterial esta associada
principalmente & puncées na veia basilica, pelo fato de estar proximamente localizada a(a) artéria braquial.
Caso ocorra, € necessario realizar uma pressdo na 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 infeccdo no paciente, por isso, hdo deve ser desprezada. Por isso, € importante
que antes da puncéo, haja a assepsia no ponto de aplicacdo. O uso de algodao 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 puncéo na pele do paciente, menor sera o risco de
infeccées. Um adesivo curativo devera ser colocado apo6s a puncéo, permanecendo
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no paciente durante no minimo 15 minutos. Lesdo nervosa: Caso ndo ocorra sucesso ha primeira tentativa
de puncéo, a agulha devera ser retirada, para que assim, uma segunda tentativa seja realizada. Isso evita
que ocorra lesdes em ramos nervosos proximos ao local da puncdo. Outra medida para que isso ndo 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 satde. Os equipamentos de protecédo individual
(EPIs) devem estar de acordo visando a protecdo do profissional e do paciente. A principal forma de
contaminacédo de agentes infecciosos € pelo contato. Todos as diretrizes para medidas de protecdo e salide
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 deverao 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 puncao de veia periferia, procedimento usual na pratica clinica, os riscos referentes ao
trabalho sdo minimos. O anonimato dos pacientes & assegurado, pois o estudo tem enfoque nos dados e
ndo nos pacientes individualmente. Os dados genéticos resultantes somente serdo acessiveis aos
pesquisadores do presente estudo e ndo serédo 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
eletrénico (e-mail) a todos os participantes que desejarem, para que as possiveis descobertas de
informacdes sejam repassadas, em forma de artigos cientificos (modo como seréo divulgados os resultados
da presente pesquisa). Os beneficios deste estudo sdo maior conhecimento sobre os aspectos
fisiopatologicos, diagnostico, tratamento e prognéstico da doenca do céncer da tireoide. 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 terédo
acesso aos resultados mediante a sua solicitacdo & 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 reuniéo
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).

Comentdrios e Consideracées sobre a Pesquisa:

A Universidade de Brasilia Faculdade de Ceilandia & Coparticipante da pesquisa.

Havera a analise de prontuarios dos participantes da pesquisa. Foram estabelecidos os critérios de inclusédo
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. H4, também, a descricdo da metodologia de analise 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 regulamentacéo especifica, Resolucdo no 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:

111.3 - 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.

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

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

111.6 - Aos suijeitos de pesquisa cabe autorizar ou hdo o armazenamento de dados e materiais coletados no
ambito da pesquisa, ap6s informacéo 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 19696
(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 condicédo do sujeito da pesquisa;

c) explicitacdo clara dos exames e testes que serdo 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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populacéo 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 geracdes futuras,
quando couber;

g) informacées quanto ao uso, armazenamento ou outros destinos do material biolégico.

Consideracdes sobre os Termos de apresentacao obrigatéria:

*TCLE:

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

- Foi acrescentada a informacédo da existéncia de grupo controle;

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

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

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

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

Recomendacoes:

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

XI.1 - A responsabilidade do pesquisador & indelegavel e indeclinavel e compreende os aspectos éticos e
legais.

XI1.2 - 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 ap6s 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, interrupcéo do projeto ou a ndo publicacdo
dos resultados.

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

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

Conclusodes ou Pendéncias e Lista de Inadequacdes:

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 regulamentacéo pertinente, Resolucado 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 instituicdo; e d) pela dissolucdo do Biobanco. IIl - Nas hipoteses previstas nas alineas “c” e “d”,
séo obrigatorias: a) a oferta formal do material armazenado a, no minimo, duas instituicées de pesquisa que
possuam Biobanco e a apresentacdo comprovada da recusa; e b) a submissédo da deciséo institucional e da
destinacéo do material biolégico 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.

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

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Endereco: SEPN 707807 - 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
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CENTRO UNIVERSITARIO DE
BRASILIA - UNICEUB

Continuacao do Parecer: 1.965.528

Qe

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 Coparticipante.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

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

Manuseio Material 16:42:16 | Morais

Biolégico /

Biorepositorio /

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:

Nao

BRASILIA, 15 de Marco de 2017

Assinado por:
Marilia de Queiroz Dias Jacome
(Coordenador)

Endereco: SEPN 707/07 - 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
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Anexo 2 — Normas da revista cientifica de escolha para publicacdo — Jornal Brasileiro
de Patologia e Medicina Laboratorial (JBPML)

Instrucdes aos autores

O Jornal Brasileiro de Patologia e Medicina Laboratorial (JBPML), continuacao
do Jornal Brasileiro de Patologia, de periodicidade continua, € o 6rgao oficial da
Sociedade Brasileira de Patologia Clinica/Medicina Laboratorial (SBPC/ML). E
indexado no Literatura Latino-Americana e do Caribe em Ciéncias da Saude (LILACS),
no Periodica e no Chemical Abstracts, além de ser integrante da base de dados
Scientific Electronic Library Online (SciELO). Destina-se a publicacdo de trabalhos
cientificos que contribuam para o desenvolvimento da area de Medicina Laboratorial
e aceita as seguintes categorias: artigos originais, de reviséo, relatos de caso,
comunicacdes breves e cartas aos editores. Os trabalhos podem ser submetidos nos
idiomas portugués, inglés ou espanhol, mas o texto completo sera publicado em inglés

e portugués, com resumo em portugués e espanhol.

Analise dos trabalhos

O manuscrito recebido serd enviado para, pelo menos, dois avaliadores
independentes, pares cientificos, de renome e com conhecimento especifico na area
contemplada pelo artigo. ApGs andlise pelos avaliadores, o editor-chefe do JBPML
entrard em contato com o autor principal comunicando 0s passos a serem seguidos

na aceitacdo do trabalho para publicacdo ou sua eventual rejeicao.

Etica

Estudos realizados com seres humanos, incluindo 6érgédos e/ou tecidos
isoladamente, bem como prontuarios clinicos ou resultados de exames clinicos,
deverédo estar de acordo com a Resolucdo 196/96 do Conselho Nacional de Saude.
Quando pertinente, o trabalho enviado devera ser acompanhado de consentimento,

por escrito, do paciente e de cOpia da aprovacao (certificado) do comité de ética da
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instituicdo onde foi realizada a pesquisa, em consonancia com a Declaracdo de
Helsinki, 1989.

Nos trabalhos experimentais envolvendo animais, devem ser respeitados 0s
principios éticos de experimentacéo animal do Colégio Brasileiro de Experimentagéo
Animal (COBEA) e as normas estabelecidas no Guide for Care and Use of Laboratory
Animals (Institute of Laboratory Animal Resources, Commission on Life Sciences,
National Research Council, Washington, D.C., 1996).

As drogas e substancias quimicas eventualmente utilizadas na realizacdo do
trabalho devem ser identificadas com precisdo. Ndo devem ser utilizados nomes ou
iniciais do paciente nem informados nomes comerciais, de empresas e/ou registros

de hospitais.

Responsabilidade da autoria e conflito de interesses

De acordo com as diretrizes elaboradas pelo International Committee of
Medical Journal Editors (ICMJE), atualizada em 2013, a autoria deve ser validada
para: a) concepcdo e projeto do trabalho ou aquisicdo, analise e interpretacdo dos
dados; b) redacéo inicial do artigo ou revisdo critica do seu contetdo; c) aprovacao
final da versdo para publicacdo; d) responsabilidade para todos os aspectos do
trabalho, garantindo que questbes relacionadas com acuracia ou integridade de
qualquer parte do trabalho sejam adequadamente investigadas e analisadas. Todos
os autores listados no artigo devem preencher os quatro critérios de validacdo de
autoria para serem designados como tal. Os participantes do trabalho que néo
preencherem os quatro critérios devem ser incluidos na sec¢do de Agradecimentos
(Acknowledgements). O autor principal deve especificar a contribuicdo de cada um
nas diferentes etapas do estudo.

Do mesmo modo, o autor principal deve declarar ou negar a existéncia de
possiveis conflitos de interesse. Caso exista algum conflito, ele deve ser especificado

como nota no final do artigo.

Titulagéo

O nome dos autores devera ser referido da seguinte forma: primeiro nome e

altimo sobrenome serdo grafados por extenso e nomes intermediarios serao
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abreviados. Acrescentar apos o0 nome de cada autor seu respectivo ORCID. Deve-se
inserir nos créditos apenas a Instituicdo onde cada autor atua. O nome da instituicao
sera grafado em portugués ou no idioma do pais sede da institui¢cdo, relacionado por

namero ao nome dos autores correspondentes.

RESUMOS E UNITERMOS

Independentemente do idioma no qual o trabalho foi escrito, devem constar dois
resumos: um em portugués (Resumo) e outro em inglés (Abstract). Os resumos devem
identificar os objetivos, os procedimentos e as conclusdes do trabalho (maximo de 250
palavras para artigos originais e artigos de revisdo; e maximo de 100 palavras para
relatos de caso e comunicagodes breves).

Os unitermos, palavras que representam o assunto tratado no trabalho, devem
ser em numero de trés a seis, utilizando o vocabulario controlado Descritores em
Ciéncias da Saude (DeCS) da BIREME, acrescidos de outros termos, quando

necessario. Devem ser apresentados em portugués e inglés.

Agradecimentos

Devem ser breves, diretos e dirigidos apenas a pessoa ou a instituicdo que
contribuiu substancialmente para a elaboracéo do trabalho. Devem ser incluidos ap6s

as conclusdes e antes das referéncias bibliogréficas.

Estrutura do texto

Artigos originais

S&o contribuicbes destinadas a divulgar resultados de pesquisa original,
inédita, que possam ser replicados ou generalizados. Os artigos podem conter até 4
mil palavras. A sua estrutura formal deve seguir o esquema de apresentacdo do texto
para esse tipo de artigo: Introducdo, Objetivos, Material e Método, Resultados,
Discussao, Conclusbes e Referéncias.

O uso de subtitulos é recomendado, particularmente na Discussao. Implicacbes

clinicas e limitagbes do estudo devem ser claramente apontadas. Sugere-se o
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detalhamento do topico Material e Meétodo. Para esses artigos, exige-se a
apresentacdo de resumos estruturados em portugués e inglés, com cabecalhos
obedecendo a apresentacdo formal do artigo: Introducdo, Objetivos, Material e
Método, Resultados, Discussédo, Conclusdes e Referéncias. O Abstract (resumo em
inglés) deve ser precedido pelo titulo em inglés. As referéncias devem aparecer no

final do texto, obedecendo as normas especificadas a sequir.

Comunicac0des breves

Sao relatos curtos que devem apresentar: 1) dados de estudos preliminares
com achados sugestivos que garantam uma investigagdo mais definitiva; 2) estudos
de replicacédo; e 3) estudos negativos de tdpicos importantes. Esses artigos devem ter
até 1.500 palavras, incluir resumo néo estruturado e, no maximo, uma tabela ou figura,

além das referéncias.

Arte na ciéncia

Nesta secdo, serdo aceitas manifestacdes artisticas relacionadas com a ciéncia
e documentacdes cientificas que possam ser consideradas como arte. Incluem-se,
mas ndo esgotam as possibilidades, textos literarios, poemas, fotografias, quadros e

figuras.

Artigos de revisao

Serdo aceitos apenas mediante convite.

Avaliacdes criticas sistematizadas da literatura sobre determinado assunto,
devem incluir conclusdes e ter até 5 mil palavras. A organizacdo do texto, com
excecao de Introducéo, Discusséo 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.
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Artigos de atualizacéo

Séao trabalhos descritivos e interpretativos com base na literatura recente sobre
a situacdo global em que se encontra determinado assunto. Devem conter até 3 mil
palavras. A estrutura do texto fica a critério do autor, mas deve haver um resumo nao

estruturado no idioma do texto e outro em inglés, além de referéncias bibliograficas.

Relatos de caso

Sao trabalhos de observacdes clinicolaboratoriais originais, acompanhados de
andlise e discussdo. Devem conter até 1.500 palavras. A estrutura deve apresentar,
no minimo, 0s seguintes topicos: Introducdo, Relato(s) dos(s) caso(s) e Discussao.

Incluir um resumo néo estruturado no idioma do texto e outro em inglés.

Cartas aos editores

Inclui cartas que visam a discutir artigos recentes publicados na revista ou a
relatar pesquisas originais ou achados cientificos significativos. Cartas breves, com
no maximo 500 palavras (incluindo referéncias, sem tabelas ou figuras), serdo

consideradas se estiver explicita a frase "para publicagdo".

Referéncias

As referéncias bibliograficas devem aparecer no final do artigo, e ser
numeradas sucessivamente pela ordem em que sao mencionadas pela primeira vez
no texto. Devem seguir as normas do Estilo Vancouver. Os titulos dos periddicos
deverao ser referidos na forma abreviada de acordo com o Index Medicus (List of
Journals Indexed in Index Medicus). Se a lista de referéncias n&o 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 exatiddao das referéncias bibliograficas € de responsabilidade dos autores.
Comunicagbes pessoais, trabalhos inéditos ou em andamento poderdo ser citados,

guando absolutamente necessarios, mas ndo devem ser incluidos na lista de
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referéncias bibliograficas; apenas mencionados no texto ou em nota de rodapé. A lista

de referéncias deve seguir o0 estilo dos exemplos abaixo.

Exemplos:

» Artigos de periédicos (um sé autor)

Fry PH. O significado da anemia falciforme no contexto da 'politica racial' do
governo brasileiro 1995-2004. Hist Cienc Saude Manguinhos. 2005; 12: 347-70.
PubMed PMID: 16353330.

* Artigos de periédicos (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. Arch Pathol Lab Med. 1988 May; 112(5): 523-5. PubMed PMID: 3282485.

» Artigos de periédicos (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.

» 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. Infect Control Hosp
Epidemiol [Internet]. 2006 Jan; 27(2): 34-7. Disponivel em:
http://www.journals.uchicago.edu/ICHE/journal/issues/v27n1/2004069/2004069.web.
pdf.

* L ivros 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.

» 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.

» Parte de livro em meio eletrbnico
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Sao Paulo (Estado). Secretaria do Meio Ambiente. Tratados e organizacdes
ambientais em matéria de meio ambiente. In: Sdo Paulo (Estado). Entendendo o meio
ambiente. Sao Paulo; 1999. V. 1. Disponivel em:
http://www.bdt.org/sma/entendendo/atual/htm.

» Evento em meio eletrbnico

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
manifestacbes clinicas em pacientes com doenca falciforme. 2008. [dissertacao].
Programa de poés-graduacdo em Ciéncias Médicas, Universidade Federal do Rio
Grande do Sul; 2008.

» Citacbes no texto

Devem ser identificadas por algarismos arabicos (numeros-indice). Podem
também ser acrescentados 0 nome do autor e 0 ano. As referéncias com mais de um
autor devem conter o sobrenome do autor seguido da expressédo et al.,, como, por

exemplo, Higashi et al.

Tabelas e figuras

As tabelas deverao ser numeradas consecutivamente com algarismos arabicos
e encabecadas por seu titulo, recomendando-se a nao repeticdo dos mesmos dados
em graficos. Na montagem das tabelas, seguir as normas de apresentacéo tabular
estabelecidas pelo Conselho Nacional de Estatistica e publicadas pela Fundacgéo
Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE, 1993).

As ilustracbes (graficos, fotografias, desenhos etc.) deverdo ser numeradas
consecutivamente com algarismos arabicos e citadas como figuras. Devem ser

suficientemente claras para permitir sua producéo. Os gréaficos deverao vir preparados
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em programa processador de gréaficos. Deverdo ser indicados os locais aproximados
no texto onde as ilustracdes serdo intercaladas como figuras.
O SGP aceita a importagdo de tabelas, imagens e graficos em arquivo

eletronico nos seguintes formatos: jpg, gif, psd, tif e png.

AbreviacGes e nomes de medicamentos

As abreviacdes devem ser indicadas no texto no momento de sua primeira
utilizacdo. Empregar o nome genérico de medicamentos e indicar a fonte de
componentes nao disponiveis para prescricao.

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: joppml@sbpc.org.br



