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RESUMO

O céancer de tireoide é responsavel por aproximadamente 1% de todos os canceres e
€ 0 tumor endocrino mais comum em todo o mundo. O carcinoma folicular da tireoide
é responséavel por 10-25% das malignidades desta glandula. O carcinoma papilifero
de tireoide (CPT) é o subtipo mais comum sendo considerado com melhor prognostico
geral. Dentre os diversos marcadores moleculares descritos estdo variacbes
genéticas que podem ser entendidas como a presenca de alteracdes moleculares em
pelo menos um por cento da populagédo, conhecidas como polimorfismos. Marcadores
moleculares para cancer de tireoide sdo encontrados diferentes tipos de cancer, e a
compreensao de seus mecanismos moleculares abre novas perspectivas no
diagnoéstico e tratamento. O objetivo do presente estudo € investigar a relacéo
qualidade de vida e background genético em pacientes diagnosticados com
Carcinoma Papilifero da Tireoide atendidos em servico de saude localizado no Distrito
Federal (Brasil). Este estudo é pioneiro na analise dos polimorfismos BAX (-248 G>A),
BCL-2 (128 G>A), MAOA uVNTR, IL1B (+3954 C/T), IL5 (-703 C/T), IL12B (+1188
A/C) associados ao Carcinoma Papilifero de Tireoide em uma amostra do Distrito
Federal, Brasil. O estudo sugere que quanto a presenca do alelo G no polimorfismo
do gene BAX (-248 G/A) e a ocorréncia de cancer de tireoide, o alelo G € mais comum
entre 0s grupos (p=0,009) e, ao se analisar os genoétipos dicotomizados, o genaétipo
GG é um fator de protecdo para o Carcinoma Papilifero de Tireoide (p=0,012; OR=
0,313; 1C=0,123-0,794). Ao analisar o polimorfismo MAOA uVNTR no estadiamento
TNM do CPT, o alelo 3R parece associar-se a gravidade da patogénese do PTC, uma
vez que a presenca de pelo menos um alelo 3R foi associada a maior tamanho do
tumor (estadiamento T3+T4) e 77,8% (n= 7) dos pacientes com PTC do gen6tipo 4R@
foram categorizados no estadiamento T1+T2 (p=0,018). Ao analisar a dosagem da IL-
1B foi possivel verificar diferencas estatisticas na dosagem de IL-13 do grupo caso
antes e ap0s o tratamento quando analisados os genétipos CC (p<0,001) e TT
(p<0,001), quando comparados ao grupo controle.

Palavras-chave: BAX (-248 G>A), BCL-2 (128 G>A), MAOA uVNTR, IL1B (+3954
CIT), IL5 (-703 C/T), IL12B (+1188 A/C).
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ABSTRACT

Thyroid cancer accounts for approximately 1% of all cancers and is the most common
endocrine tumor worldwide. Follicular thyroid carcinoma accounts for 10-25% of
malignancies of this gland. Papillary thyroid carcinoma (PTC) is the most common
subtype and is considered to have the best overall prognosis. Among the various
molecular markers described are genetic variations that can be understood as the
presence of molecular alterations in at least one percent of the population, known as
polymorphisms. Molecular markers for thyroid cancer are found in different types of
cancer, and understanding their molecular mechanisms opens up new perspectives in
diagnosis and treatment. The aim of the present study is to investigate the relationship
between quality of life and genetic background in patients diagnosed with Papillary
Thyroid Carcinoma treated at a health service located in the Federal District (Brazil).
This study is a pioneer in the analysis of the polymorphisms BAX (-248 G>A), BCL-2
(128 G>A), MAOA uVNTR, IL1B (+3954 C/T), IL5 (-703 C/T), IL12B ( +1188 A/C)
associated with Papillary Thyroid Carcinoma in a sample from the Federal District,
Brazil. The study sugested that regarding the presence of the G allele in the
polymorphism of the BAX gene (-248 G/A) and the occurrence of thyroid cancer, the
G allele is more common between the groups (p=0.009) and, when analyzing the
dichotomized genotypes, the GG genotype is a protective factor for Papillary Thyroid
Carcinoma (p=0.012; OR=0.313; CI=0.123-0.794). When analyzing the MAOA uVNTR
polymorphism in TNM staging of PTC, the 3R allele seems to be associated with the
severity of PTC pathogenesis, since the presence of at least one 3R allele was
associated with larger tumor size (T3+T4 staging) and 77.8% (n=7) of patients with
PTC of the 4R@ genotype were categorized into the T1+T2 staging (p=0.018). When
analyzing the IL-1B dosage, it was possible to verify statistical differences in the IL-13
dosage of the case group before and after treatment when analyzing the CC (p<0.001)
and TT (p<0.001) genotypes, when compared to the control group.

Keywords: BAX (-248 G>A), BCL-2 (128 G>A), MAOA uVNTR, IL1B (+3954 C/T), IL5
(-703 C/T), IL12B (+1188 A/C).



17

1. INTRODUCAO

1.1 TIREOIDE E FISIOLOGIA HORMONAL

A glandula tireocide e seus hormoénios possuem importante funcdo na
homeostase e no desenvolvimento de mecanismos fisiolégicos basicos, como
crescimento corporal e gasto de energia no ser humano.!

A tireoide, 6rgao do sistema endocrino, é formada a partir de uma angulacao
da linha média no assoalho da faringe (Figura 1), sendo formada por foliculos
tireoidianos. As células diferenciadas dentro desses foliculos, conhecidas como
tirdcitos ou células foliculares, sdo estritamente epiteliais possuindo uma superficie
apical que delimita o limen do foliculo (col6ide) e uma superficie basal (ou basolateral)
voltada para o espaco extrafolicular, essas células que produzem os horménios

tireoidianos triiodotironina (T3) e tiroxina (T4) (Figura 2).2

Figura 1 - Glandula tireoide.

Legenda: oh = osso hioide, ct= cartilagem tireoide, gt = glandula tireoide, ac = artéria
carétida, tr = traqueia

Fonte: Nilsson e colaboradores (2017)?, adaptado.
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Figura 2 — Foliculos tireoidianos e uma célula folicular demonstrando a superficie
apical que delimita o lamen do foliculo (coloide) e a superficie basal (ou basolateral)

voltada para o espaco extrafolicular.
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Fonte: Samimi e colaboradores (2021)3, adaptado.

Os foliculos tireoidianos também possuem uma segunda populacao de células
conhecidas como parafoliculares ou células C, as quais sintetizam o hormdnio
calcitonina que em momentos de elevagdo do nivel de calcio no sangue promove a
deposicdo de calcio nos 0ssos, sua eliminacdo na urina e absorcdo de célcio pelo
intestino. A glandula tireoide também possui uma rica rede de capilares ao redor de
cada foliculo, o que permite a liberacao sistémica dos horménios.*

Os horménios T3 e T4 podem induzir atividade biologica em tecidos
responsivos ligando-se aos receptores do horménio tireoidiano. No entanto, o T3 é
considerado o hormonio biologicamente ativo.®

As funcbes desses hormonios incluem o metabolismo de gorduras, proteinas e
carboidratos, bem como a regulacdo da frequéncia cardiaca e a estimulacdo da
respiracdo celular. No entanto, a velocidade e a forca de tais horménios diferem,
sendo o T3 aproximadamente quatro vezes mais ativo que o T4. Em humanos, o T4
secretado na corrente sanguinea tem vida util mais longa (t 1/2 = ~7 dias), e 0 T3,
embora menos secretado, € o0 mais comumente utilizado (maior efeito biologico) e
possui vida util mais curta (t 1/ 2 < 12 horas).®

A producgdo de hormonios T3 e T4 é estimulada pela interagdo do horménio

tireoiestimulante (TSH) com o receptor de TSH (RTSH), e as etapas centrais envolvem
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a coordenacao de iodeto (I"), peroxido de hidrogénio (H202), peroxidase tireoidiana
(TPO) e tireoglobulina (proteina predominante expressa pelas células foliculares e
principal fonte original dos hormonios tireoidianos).’

O processo se inicia quando o iodeto é inicialmente absorvido no trato
gastrointestinal e entra na circulagdo sistémica, ao atingir a glandula tireoide o I
atravessa a membrana plasmatica basolateral das células parafoliculares por meio da
atividade do simportador de iodeto de sédio (NIS) e eflui através da membrana apical
para o lumen folicular, mediado pelas atividades da pendrina (PDS), anoctamina 1 e
do canal de cloreto CIC-5.7

O H20:2¢é fornecido pela oxidase de dupla funcdo do sistema (DUOX),
permitindo que TPO catalise a oxidacdo de iodeto. O iodeto reativo reage com
residuos de tirosina na tireoglobulina (iodacéo de tirosina) para gerar di-iodotirosina
(DIT) e mono-iodotirosina (MIT). No momento da iodacao, os residuos seletivos de
DIT e MIT da tireoglobulina podem sofrer a reacdo de acoplamento para iniciar a
formacéo de T3 e T4. O acoplamento hormonogénico sempre envolve dois residuos
de iodotirosina: o T3, formado pelo acoplamento de uma molécula DIT e uma molécula
MIT, e o T4, formado pelo acoplamento de duas moléculas DIT.’

A tireoglobulina folicular é reinternalizada nas células foliculares por endocitose,
que promove a proteodlise da tireoglobulina e a liberagdo dos horménios T3 e T4,
levando a sua secrecdo na corrente sanguinea por meio de transportadores como o
Transportadores de Monocarboxilatos da familia 8 (MCT8) na membrana plasmética
basolateral, e o iodeto produto do desacoplamento € reciclado pela lodotirosina
desalogenase 1 (IYD1) (Figura 3).”



Figura 3 - A producéo de horménios T3 e T4 por célula folicular tireoidiana.
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Legenda: NIS = simportador de iodeto de sédio; PDS = pendrina; DUOX = oxidase de dupla funcéo do sistema; H20:2 = perdxido de

hidrogénio; TPO = peroxidase tireoidiana; T3 = triiodotironina; T4 = tiroxina.

Fonte: Citterio e colaboradores (2019)’, adaptado.
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A funcao da glandula tireoide é regulada pelo eixo hipotalamo-hipéfise-tireoide
a partir do mecanismo classico de retroalimentacéo enddcrina (feedback negativo). O
horménio liberador de tireotrofina (TRH) € secretado pelo hipotalamo e estimula a
adeno-hipdfise a produzir o TSH, que, por sua vez, estimula glandula tireoide a liberar
os hormonios tireoidianos, os niveis de tais horménios regulam a producao e liberagcao
de TRH e TSH.2

1.2 CANCER DE TIREOIDE

Os nédulos tireoidianos sao cada vez mais diagnosticados na pratica clinica,
embora mais de 90% sejam lesGes benignas pequenas, ndo palpaveis, que nao
evoluem para tumores clinicamente significativos, alguns pacientes apresentam
lesdes malignas, sendo essas ndo palpaveis ou palpaveis.®

O cancer da tiroide é responsavel por aproximadamente 1 por cento de todos
0s carcinomas, mas € o tumor enddcrino mais comum no mundo e a sua incidéncia
tem aumentado desde a década de 1990.1°

De acordo com as projecdes para os Estados Unidos da América (EUA) até
2030, casos de carcinoma de tireoide ocuparéo a quarta posi¢cao dentre as neoplasias
mais comuns, tendéncia que também pode ser verificada em outros paises. Prevé-se
que os principais diagnésticos de cancer em 2030 sejam proOstata, pulméo e
melanoma para homens e mama, tireoide e Utero para mulheres.!?

A maioria dos tumores da tireoide surge das células epiteliais foliculares da
tireoide, enquanto 3-5% dos tumores surgem das células parafoliculares. A
malignidade da tireoide é dividida em trés grupos principais: cancer bem diferenciado
(carcinoma papilifero e carcinoma folicular), cancer pouco diferenciado (carcinoma

medular) e cancer desdiferenciado (carcinoma anaplasico) (Figura 4).12
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Figura 4 - Neoplasia maligna de tireoide dividida em trés grupos principais: cancer

bem-diferenciado, cancer pouco-diferenciado e cancer desdiferenciado.
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Fonte: Valgode e colaboradores (2015)*3, adaptado.

O cancer papilifero da tireoide (CPT) € o subtipo mais comum e tem o melhor
prognéstico geral. As metastases ocorrem mais frequentemente nos ganglios
linfaticos cervicais e menos frequentemente nos pulmdes. O cancer folicular de
tireoide e o cancer de tireoide pouco diferenciado sdo canceres de alto risco que
tendem a originar metastases em locais distantes, especialmente pulmdes e 0ssos.'4

A etiologia do cancer de tireoide ainda ndo estd bem descrita, contudo, a
literatura afirma que fatores de risco como: a radiacdo ionizante, especialmente com
exposicao na infancia, obesidade, tabagismo e exposi¢cdes hormonais podem ser
associados a ocorréncia do cancer de tireoide. Estudos de sequenciamento do DNA
de individuos diagnosticados com cancer de tireoide revelaram a possibilidade de
associacdo de alteracbes génicas com a ocorréncia de tal cancer. Tais fatos
demonstram que o cancer de tireoide possui etiologia multifatorial.®

O excesso de tecido adiposo também tem sido implicado na etiologia de
diversos tipos de cancer. Guignard e colaboradores (2007)® em um estudo caso
controle na Nova Caledonia, territorio francés de ilhas no sul do Oceano Pacifico,

verificaram o peso e indice de Massa Corporal (IMC) abrangendo a seguinte
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classificacdo: déficit de peso (IMC abaixo de 18,5 kg/m?); peso normal (IMC entre 18,5
e 24,9 kg/m?); sobrepeso (IMC entre 25 e 29,9 kg/m?) e obesidade (IMC maior ou
igual a 30 kg/m2)!7, e afirmaram que tais dados podem estar relacionados a maior taxa
de deteccéao de nédulos tireoidianos em mulheres com sobrepeso do que em mulheres
com peso normal.

Clavel-Chapelon e colaboradores (2010)* utilizando dados de um estudo de
coorte francés E3N - Etude Epidémiologique de Femmes de la Mutuelle Générale de
'Education Nationale (MGEN), investigaram a associacdo entre fatores
antropomeétricos em diferentes periodos da vida e o risco diferenciado de cancer de
tireoide, indicando que ha relagdo continua de aumento do risco da ocorréncia do
Cancer de Tireoide com o0 aumento do peso ou do IMC a partir dos 35 anos.

Analisando o cancer pouco-diferenciado da tireoide, o carcinoma medular é
incomum, representando 1 a 2% de todos os canceres da tireoide e ocorre mais
comumente como um nédulo da tireoide em pacientes entre 40 e 60 anos, contudo,
nota-se que quanto ao cancer desdiferenciado, o carcinoma anaplasico da tireoide é
altamente agressivo e composto por células foliculares indiferenciadas, apesar de raro
(1,7% de todos os tumores da tireoide) apresenta alta mortalidade.®

Nos Estados Unidos da América (EUA), a incidéncia de cancer de tireoide,
particularmente o CPT aumentou rapidamente, comecando no inicio da década de
1980. Reconhecendo a necessidade urgente de reverter essas tendéncias, entre 2009
e 2017, o American College of Radiology (ACR) e o American Thyroid Association
(ATA) e a Forca-Tarefa de Servigos Preventivos dos EUA emitiram pela primeira vez,
as diretrizes da ATA de 2015 onde discutiram o uso de testes moleculares para
nédulos com citologia indeterminada para contornar a cirurgia diagndéstica.?°

A mortalidade relacionada ao cancer de tireoide é variavel, ao se analisar a
incidéncia de tal cancer nota-se, em sua maioria, um declinio da taxa de mortalidade
em paises com alta renda, enquanto paises que apresentam renda menor possuem

taxas de mortalidade mais altas relacionadas ao cancer de tireoide (Figura 5).%%
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Figura 5 - Estimativa global padronizada por idade para mortalidade de cancer de
tireoide, 2018.
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Fonte: Kim e colaboradores (2020), adaptado.

O conhecimento de informagdes como incidéncia, morbidade e mortalidade dos
pacientes sobre o perfil dos diferentes tipos de cancer e a caracteriza¢ao de possiveis
mudancas no cenario ao longo do tempo sédo elementos-chave dos esforcos de
controle do céncer no Brasil. Esses indicadores sdo baseados em numeros
provenientes principalmente de registros de céancer e do Sistema de Informacéao de
Mortalidade do Ministério da Saude (SIM/MS).??

Rezende (2023)2 em estudo epidemiolégico descritivo para estimar a
incidéncia e prevaléncia do cancer de tireoide; CID 10 — C73 (malignidade de tireoide),
de 2013 a 2020, com dados coletados pelo Departamento de Informatica do Sistema
Unico de Saude (DATASUS), evidenciou um total de 19.122 casos, sendo 3.074 em
homens (16,08%), 16.048 em mulheres (83,92%), notando-se que 0s casos de cancer
de tireoide em homens e mulheres aumentaram significativamente entre 2018 e 2021
em comparagao com anos anteriores, no entanto, se forem analisadas apenas as

mulheres, observa-se um aumento de 39 vezes entre 2017 e 2018 (Figura 6).
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Figura 6 - Notificages de cancer de tireoide em homens e mulheres no periodo de
2013 a 2020.
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Fonte: Rezende (2023).

Segundo a Fundacédo Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE),
Ministério da Saude (MS) e o INCA, ao se avaliar a taxa de mortalidade brasileira por
cancer de tireoide entre 2009 e 2019 e compara-la com a populacdo mundial no
mesmo periodo, constata-se que a taxa de mortalidade ajustada por idade brasileira

esta acima da taxa de mortalidade ajustada mundial (Figura 7).%?

Figura 7 - Taxas de mortalidade por cancer de tireoide, brutas e ajustadas por idade,
pelas populacdes mundial e brasileira de 2010, por 100.000 mulheres, Brasil, entre
2009 e 201922,
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Fonte: SIM, Fundacdo Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE),
MS, INCA - Divisdo de Vigilancia??.
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O cancer de tireoide foi a quinto cancer mais comum entre as mulheres
brasileiras em 2020, com 11.950 novos casos, excluindo o cancer de pele néo
melanoma, que segundo o Instituto Nacional do Cancer (INCA) foi responsavel por

5,4% de todos os canceres (Tabela 1).%?

Tabela 1 - Prevaléncias de novos casos de neoplasia em mulheres, 2020.

Localizagdo Primaria Casos Novos Yo
Mama feminina 66.280 297
Colon e Reto 20470 92
Colo do atero 16.710 75
Tragueia, Brénguio e Pulmao 12.440 56
Glandula Tireoide 11.950 54
Estdmago 7.870 35
Owvario 6.650 3.0
Corpo do Gtero 6.540 29
Linfoma ndo-Hodgkin 5.450 24
Sisterna Nervoso Central 5230 23
Todas as Neoplasias, exceto pele ndo melanoma 223110 100,0
Todas as Neoplasias 316.280

Fonte: MS / INCA, 2019%2.

Segundo o INCA, estima-se que ocorrerdo 16.660 novos casos de cancer de
tireoide no Brasil entre 2023 e 2025, o que representa 2.500 homens e 14.160
mulheres em uma populacdo de 100 mil habitantes, correspondendo a um risco
estimado de 7,68 por 100 mil habitantes. Estes valores correspondem a um risco
estimado de 2,33 novas infe¢des por 100 mil homens e 12,79 por 100 mil mulheres.
(Tabela 2).%4
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Tabela 2 - Estimativas, para 0 ano de 2023, das taxas brutas e ajustadas a de
incidéncia por 100 mil habitantes e do nUmero de casos novos de cancer, segundo

sexo e localizag&o priméria, Brasil.

OCAZAGROPRMARA | emew | wwes | om |

NEOPLASIA MALIGNA
Taxa Taxa Taxa
Casos Taxa bruta ajustada Casos Taxa bruta ajustada Casos Taxa bruta ajustada

Mama feminina - - - 73610 | 6654 | 418 | 73610 | 6654 | 4180
Prostata 71730 | 67.86 | 5549 - - - 71730 | 67,86 | 5540
Calon ¢ reto 21070 | 2078 | 1243 | 23660 | 21.44 1106 | 45630 | 2110 | 1143
Traqueia, bronquio & puimdo 18020 | 17.06 | 1273 | 14540 | 1315 026 | 32560 | 1506 | 1042
Estomago 13340 | 12,63 051 8.140 7.36 492 | 21480 | 904 7.08
Colo do utero - - - 17010 | 1528 | 1325 | 17010 | 1538 | 13.25
Glandula tireoide 2.500 233 184 | 14160 | 1279 668 | 10660 | 7.8 2.83
Cavidade oral 10000 | 1030 7.64 4.200 3,83 2,61 15100 | 6,09 4,95
Linfoma ndo Hodgkin 6.420 6,08 4,55 5.620 5,08 300 | 12040 | 557 370
Leucemias 6.250 5,90 475 5.290 478 305 | 11540 | 533 2.3
Sistema nervoso central 6.110 5.80 456 5.380 4,85 380 | 11490 | 531 433
Bexioa 7.870 745 3.96 3.500 3.14 1586 | 11370 | 52 2.75
Esofago 8.200 7.76 5.46 2.790 2.40 143 | 10900 | 507 3.38
Pancreas 5.200 5,00 3.74 5.600 515 322 | 10980 | 507 331
Figado 6.300 6.06 5.18 4310 3.80 314 | 10700 | 4.9 2,29
Pele melanoma 4.640 237 2.2 4340 3.00 156 5.080 413 188
Corpo do dtero - - - 7.840 7.08 413 7.840 7,08 213
Laringe 6.570 6.21 5.07 1220 1,00 0.12 7.790 3,50 2.68
Ovario - - - 7.310 6,62 5,01 7.310 6,62 5,01
Linfoma de Hodgkin 1,600 140 0.84 1580 141 0.78 3.080 141 0.75
Outras localizactes 41730 | 3040 | 2617 | 23070 | 3080 | 1970 | 75700 | 3400 | 219
:‘;‘;";:I‘a::;':"s'”’ excelopele | 539430 | 22656 | 18561 | 244160 | 22075 | 15408 | 4s3s00 | 22350 | 169,63
Pele ndo melanoma 101020 | 96,44 - 118570 | 107.21 - 220490 | 101,95 }
Todas as neoplasias 341350 | 323.00 - 362730 | 327.96 - 704.080 | 225,53 }

Fonte: INCA (2022).

Desconsiderando os tumores de pele ndo melanoma, o cancer de tireoide é o
sétimo tipo de cancer mais comum. Entre os homens, ocupa a 142 posi¢ao nas regides
Nordeste (2,68 por 100 mil) e Norte (0,96 por 100 mil), ocupando o 15° lugar nas
regides Centro-Oeste (2,68 por 100 mil), Sudeste (2,55 por 100 mil) e Sul (1,93 por
100 mil). Analisando o cancer de tireoide em mulheres, no Sudeste (16 por 100 mil) e
Nordeste (13,54) € o terceiro cancer mais comum em mulheres, contudo, na regiao
Centro-Oeste (11,91 por 100 mil) esta na 52 posi¢do. Nas regides Norte, é a nona
doenca mais comum (3,28 por 100 mil) e ocupa o 13° lugar na regido Sul (6,63 por
100 mil habitantes).?*

A incidéncia de cancer de tireoide no triénio 2023-2025 no distrito federal é

estimada em 160 novos casos, dos quais 40 sdo homens, com um risco estimado de
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2,95 por 100.000 habitantes e 120 mulheres, equivalente a um risco estimado de 7,24
por 100 mil habitantes (Tabela 3).?4

Tabela 3 - Estimativas para o ano de 2023 das taxas brutas e ajustadas a de
incidéncia por 100 mil habitantes e do nUmero de casos novos de cancer, segundo

sexo e localizacdo priméaria, Distrito Federal.

OCALAGIOPRMARA | vomws [ wmew [ om

NEOPLASIA MALIGNA
Taxa Taxa Taxa
Casos Taxa bruta ajustada Casos Taxa bruta ajustada Casos Taxa bruta ajustada

Mama feminina - - 1030 | 6270 | 4976 | 1030 | 6270 | 4976
Prostata 260 3007 | 2821 - - - 460 3007 | 2821
Colon e reto 330 147 | 2343 380 2315 | 1850 710 2234 | 2250
Traquela, bronquio ¢ pulmao 250 1650 | 15.73 220 1320 | 1153 470 1479 | 13.19
Estomago 180 12.13 0.12 120 7.3 372 300 9,64 5.93
Colo do tero - - - 240 1447 | 11,05 240 1447 | 11.05
Glandula tireoide 40 205 3,04 120 7.24 548 160 5147 346
Cavidade oral 120 702 8.20 50 3.20 2.19 170 557 316
Linforma nao Hodgkin 10 722 7.66 90 5.48 460 200 6.32 5.3
Leucemias 120 817 8,66 50 2.02 2.68 170 544 6,75
Sistema nervoso central 10 746 762 %0 5.41 260 200 6,40 5,43
Bexiga 10 742 671 50 283 220 160 5,04 3.20
Esfago 9 5,60 6.07 30 162 136 120 357 343
Pancreas 80 528 5.04 %0 5,54 453 170 541 5,20
Figado a0 5.2 5.44 50 3.68 332 150 501 4,65
Pele melanoma 80 525 401 50 3.20 271 130 419 3,26
Corpo do tero - - - 140 8.76 6,63 140 8.76 6,63
Laringe 70 41 4,07 e 0.57 051 80 2.56 2,44
Ovario - - - 130 8.00 6,65 130 8,00 6,66
Uinfora de Hodgkan 20 256 256 30 157 136 70 2,05 183
Outras localizagdes 520 3410 | 2587 460 2773 | 2374 280 3080 | 2879
:‘;‘;";:fﬂ:;‘:”'”' CEEE 2800 | 18384 | 20072 | 3440 | 20019 | 19319 | 6240 | 19700 | 201,70
Pele ndo melanoma 530 .27 - 460 2782 - 1000 | 3420 }
Todas as neoplasias 3430 | 22521 - 3000 | 23716 - 7330 | 23141 }

Fonte: INCA (2022).

Reafirmando seu objetivo de fortalecer a vigilancia do cancer, o INCA apresenta
projecdes para 2023-2025 e fornece ferramentas para administradores, profissionais
de saude, setores aliados e sociedade em geral, afim de melhorar a gestdo de

recursos e combater, de forma eficaz, o cancer no Brasil.?*
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1.3 DIAGNOSTICO

O céancer de tireoide geralmente € detectado pela palpacdo ou com nddulos
encontrados na ultrassonografia (US) ou ultrassonografia cervical. A US é uma técnica
comum e o exame de escolha para detectar e caracterizar pacientes com nédulos
tireoidianos. A sensibilidade da técnica € superior a outras técnicas utilizadas no
diagnoéstico por imagem, tendo menor custo, féacil implementagdo, auséncia de
preparacéo para o exame e sem risco pessoal.?®

A partir do US é possivel avaliar o nddulo tireoidiano com base na composicéo
do tecido, podendo ser um nodulo cistico, cujo centro esta total ou quase totalmente
preenchido com liquido; espongiforme, que contém um espaco cistico que ocupa pelo
menos metade do volume total; sélidos, cujo componente basico € o tecido mole e
misto, que combina caracteristicas de nédulos soélidos e cisticos (Figura 8). A
ecogenicidade do US é definida em relacdo ao tecido circundante, podendo o nodulo
ser considerado: hiperecoico (aumentado em relacdo ao parénquima tireoidiano),
isoecoico (igual ao parénquima), hipoecadico (diminuido em relacdo ao parénquima) e
marcadamente hipoecdico (diminuido em relacdo aos musculos anteriores do
pescoco), tipico de tumores malignos. Ao se analisar o formato considera-se o eixo
do nédulo e classifica-o 'mais alto que largo' se o didmetro anteroposterior for maior

que a dimenséo lateral, sendo uma propriedade associada a tumores malignos.2¢

Figura 8 — Nodulos avaliados por US.
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Fonte: Granzotto et al, 202047,
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Atualmente o sistema Bethesda € utilizado para uniformizar o diagnéstico do
cancer da tireoide, antes do sistema Bethesda, as instituicbes e, as vezes, 0s
patologistas individuais usavam sua propria homenclatura para relatar os resultados
da PAAF da tireoide. A falta de uma abordagem padronizada atrapalhou a
comparacao dos resultados e a tomada de decisfes na clinica, uma vez que nao
houve acordo com relacdo a terminologia, ao nUmero de categorias e ao seu valor
preditivo. Para trabalhar em direcdo a uniformidade e ao consenso, em outubro de
2007, o National Cancer Institute (NCI) organizou a “Conferéncia NCI sobre o estado
da ciéncia da aspiragao por agulha fina da tireoide”, uma reunido ao vivo de dois dias,
em Bethesda, Maryland.?®

Nédulos tireoidianos e cervicais suspeitos devem ser submetidos a Puncéo
Aspirativa por Agulha Fina (PAAF), melhor método para distuinguir lesdes benignas e
malignas, mesmo em nédulos menores que 1 cm ou maiores que 4 cm, seguida de
avaliagcdo citolégica para se averiguar a malignidade celular, seguindo as
recomendacdes do Sistema Bethesda. Um resumo das discussdes e conclusfes
formou a base de um atlas de 2010, The Bethesda System for Reporting Thyroid
Cytopathology?®, como um meio para o citopatologista comunicar claramente ao
médico solicitante uma interpretacdo para selecionar essencialmente aqueles
pacientes que devem ser submetidos a intervencao cirdrgica e aqueles que podem

ser acompanhados clinica e ultrassonograficamente com seguranca (Tabela 4).27:2830

Tabela 4 - Sistema Bethesda para laudos citopatolégicos de tireoide.

Categoria Risco de
diagndstica malignidade (%)
I Amostra nao diagnodstica ou insatisfatéria 1-4
Il Benigno 0-3
" Atipia de Significado Indeterminado ou Lesao £ 15

Folicular de Significado Indeterminado
" Neoplasia Folicular ou Suspeita de Neoplasia 1530
Folicular
Vv Suspeito de Malignidade 60-75
Vi Maligno 97-99

Fonte: Hess e colaboradores (2023)28.
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Para se avaliar nddulos tireoidianos em hiperfungdo pode-se utilizar a
cintilografia com 131I, afim de verificar se o nédulo esta: hiperfuncionante, captagcéo
do radiofarmaco € maior do que a tireoide normal (dificilmente apontando
malignidade); isofuncionante (captacédo do 131l é igual a tireoide circundante e nao
funcionante), contudo quando absorcao do radiofarmaco for menor do que o tecido
tireoidiano circundante pode apontar para malignidade.®

A investigacao inicial para qualquer nodulo tireoidiano recém-descoberto deve
incluir a analise do nivel sérico do hormdnio TSH (valor de referéncia <4,5 pUl/mL). O
TSH é liberado pela hipdéfise anterior e sinaliza a glandula tireoide para produzir o
horménio tireoidiano conforme apropriado. Quando os niveis dos hormonios
tireoidianos estéo baixos, 0 TSH aumenta responsivamente e vice-versa; assim, medir
o nivel de TSH permite a diferenciagcéo entre ndédulos funcionais e ndo funcionais. Esta
€ uma caracteristica importante, ja que nddulos hiperfuncionais raramente s&o
malignos.3!

A dosagem dos anticorpos antitireoperoxidase (anti-TPO) pode ser solicitada
para confirmar a tireoidite autoimune. Diferente dos anticorpos anti-TPO, os auto-
anticorpos para a tiroglobulina e antitireoglobulina (TgAb), ndo parecem ser
patogénicos e podem simplesmente ser indicadores de doencas tireoidianas (valor de
referéncia <4,00 Ul/mL). A dosagem de tireoglobulina (Tg) sérica é um teste de
sensibilidade e especificidade relativamente baixas para diagnostico de malignidade
da tireoide, contudo os niveis deste marcador estdo aumentados na presenca do
cancer de tireoide (valor de referéncia 1,1 a 130 ng/m).%°

A necessidade de classificar os casos de cancer decorre do fato de as taxas de
sobrevivéncia serem diferentes quando o cancer esta in situ no 6rgao de origem e
quando se espalhou para outros érgaos. O estadiamento do cancer é a avaliacdo da
propagacdo com base em regras estabelecidas internacionalmente. O sistema de
estadiamento recomendado pela Uni&o Internacional para Controle do Cancer (UICC)
€ a classificacdo de Tumor-nddulo linfatico-metastase (TNM) de acordo com a
extensdo anatdmica da doenca e leva em consideracdo as caracteristicas do tumor
primario (T), caracteristicas linfonodais das cadeias de drenagem linfatica do o6rgéao
em que o tumor se localiza (N), presenca ou auséncia de metastases a distancia (M).
Esses parametros sdo geralmente classificados de TO a T4, NO a N3 e MO a M1.
(Tabela 5).%?



32

Tabela 5 - Critérios de estadiamento TNM.

Categoria TNM Critérios
Tx O tumor primario ndo pode ser avaliado.
TO N&o ha evidéncia de tumor primario.
Tumor com diametro de 1 cm ou menos em sua
Tia maior dimensao e limitado a tireoide.
b Tumor com diametro de mais de 1 cm e com até 2
™ cm em sua maior dimenséo e limitado a tireoide.
5 Tumor com didmetro mais de 2 cm e até 4 cm em
! sua maior dimenséo e limitado a tireoide.
T3a Tumor com mais de 4 cm restrito a tireoide
Tumor de qualquer tamanho com extenséo
b extratireoidiana grosseria/moderada incluindo
Tumor T invasao de tecidos moles subcutaneos, laringe,
Primario traqueia, es6fago e/ou nervo laringeo recorrente
) Tumor de qualquer tamanho que se estende além da
capsula tireoidiana e invade tecidos moles
T4a subcutéaneos, laringe, traqueia, eséfago ou nervo
laringeo recorrente.
Tumor com invaséao de fascia pré-vertebral ou vasos
T4b mediastinais ou envolve a artéria carétida.
NOTA: As categorias T devem ser subdivididas
em: (s) tumor solitario ou (m) tumor multifocal (o
maior foco tumoral definird a categoria T nos
tumores multifocais).
NX Linfonodos regionais ndo podem ser avaliados.
Linfanodos
_ _ NO Auséncia de metastases em linfonodos regionais.
Regionais
Metastases linfaticas em nivel VI (compartimento
(N) Nla

central).
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Metastases em outros linfonodos cervicais

unilaterais, bilaterais ou contralaterais (niveis I, 11, I,

N1b IV ou V) ou em linfonodo retrofaringeo ou mediastinal
superior.
Metastase MO Auséncia de metastase(s) a distancia.
a Distancia
M) M1 Presenca de metastase(s) a distancia.

Fonte: Ministério da Saude (2014), Mendes (2023)3334,

1.4 TRATAMENTO

De acordo com o consenso da American Thyroid Association (ATA), da
European Thyroid Association (ETA) e do Departamento de Tireoide da Sociedade
Brasileira de Endocrinologia e Metabologia, o tratamento para o carcinoma de tireoide
deve iniciar retirada total da tireoide (tireoidectomia) ou parcial (lobectomia). A
tireoidectomia é indicada quando a doenca nodular € bilateral; associada a radiagao;
a citologia sugestiva de malignidade ou indeterminada e o nédulo apresentar mais que
4 cm ou tiver 4 cm ou menos, com alta suspeita clinica ou ultrassonogréfica de cancer.
A lobectomia é adequada para doenca nodular unilateral e esporadica se o tamanho
do ndodulo for de 4 cm ou menos, a citologia ndo for clara e a suspeita clinica e
ultrassonografica de malignidade for baixa; ou a citologia insatisfatéria.3°

A tireoidectomia é associada com a radioiodoterapia (RIT) por iodo-131 (1311),
tal radiofarmaco é administrado via oral (capsulas ou liquido) com a formulagéo
quimica de iodeto de soédio marcado com o radionuclideo (131I-Nal), tal terapia é
recomendada para sendo recomendada para ablacdo de células remanescentes da
tireoide pos tireoidectomia, a fim de destruir focos microscopicos e tratar mestastases,
possuindo bons efeitos e baixo indice de complicacfes. A quantidade de radiofarmaco
administrada pode variar de 30mCi a 100 mCi de 131l, dependendo dos fatores de
risco para resisténcia e sobrevida livre de doencga. Apos 2 horas da administracéo do
radiofarmaco é completa a sua biodisponibilidade por todo o corpo, sendo depositada

grande dose de radiacdo no sangue e na medula O0ssea vermelha, fixando-se
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principalmente nas células da tireoide remanescentes, aproximadamente 80 a 90%
do 131l é eliminado por via renal.3%3¢

Devido ao mecanismo de absorcéo do iodo pelas células da tireoide, a baixa
ingesta de iodo, ou mesmo suspensao da levotiroxina (LT4), horménio comumento
utilizado em pacientes pos tireoidectomia, por 7 a 14 dias melhora a absorgéo do 1311,
pois a auséncia de hormonios tireoidianos estimula a hipdéfise a produzir TSH, que por
fim estimula as células da tireoide a captarem o iodo proveniente do tratamento®. A
terapia com levotiroxina, que visa ndo apenas a reposicdo hormonal em pacientes
com tireoidectomia, mas também a supressao dos niveis séricos de TSH, é conhecida
por ter um efeito positivo no prognostico do paciente e influenciar as taxas de recidiva
e mortalidade. Niveis séricos elevados de TSH, mesmo dentro da faixa normal
(aproximadamente 0,4 a 4,5 pUl/mL, dependendo da idade), estdo associados a um
risco aumentado de nédulos malignos da tireoide e canceres mais agressivos.®’

Apés a tireoidectomia total, a tireoglobulina plasmatica cai para niveis que nao
podem ser mensurados por analises soroldgicas, contudo, quando esta cirurgia é
realizada para tratar cancer diferenciado, a detec¢éo de tireoglobulina no plasma po6s-
operatorio provavelmente indicara tumor residual ou recorrente, e 0 acompanhamento
de tais pacientes e andlise de tireoglobulina devem-se tornar rotina. Rodrigues e
colaboradores (2002)% afirmam que como a producéo de tireoglobulina pela tireoide
€ dependente do TSH hipofisario, a inibicdo de TSH pela administracdo de hormonios
tireoidianos durante o pés-operatério reduz a producéo de tireoglobulina pelas células
remanescentes para niveis muito baixos. Portanto, um aumento da tireoglobulina a
valores superiores a 10ng/mL indica a possibilidade de recorréncia e mau prognaostico,
valores acima de 70 ng/mL indicam provavel metastase, capaz de produzir

tireoglobulina independente do TSH.
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1.5 POLIMORFISMO GENETICO

O surgimento de métodos de sequenciamento de alto rendimento baseados na
presenca de novas anormalidades moleculares permitiu o desenvolvimento de
informagbes sobre o diagndstico molecular do cancer de tireoide.®® Marcadores
moleculares do cancer de tireoide foram estudados em mais de 70% de carcinomas
diferenciados, atuando em diferentes vias metabdlicas, e a compreensao de seus
diversos mecanismos moleculares contribuird para novas perspectivas no diagnostico
e tratamento do cancer de tireoide.*°

Dentre os marcadores moleculares descritos estdo as variantes genéticas que
podem ser entendidas como a ocorréncia de alteracdes moleculares em pelo menos
um por cento da populagéao, que sdo chamadas de polimorfismo, caso tais variacbes
moleculares ocorram em apenas um nucleotideo ,0s polimorfismos sdo chamados de
Single Nucleotide Polymorphism (SNP) ou Polimorfismos de Nucleotideo Unico.*!

Variable number of tandem repeats (VNTR) sdo definidos como repeticdes
continuas de uma sequéncia de DNA com o tamanho unitario maior ou igual a 7 pares
de base (pb). Os VNTRs surgem como resultado da recombinacédo ou em eventos de
replicacdo celular, atualmente sdo descritos mais de dez mil VNTRs polimorficos no
genoma humano. A literatura afirma que a presenca de determinados nuimeros de
repeticbes in tandem pode ter impacto significativo nas propriedades dos genes,

incluindo seu nivel de expressado.*?

1.5.1 Anti-apoptotic B-cell lymphoma 2 (BCL2) e Pro-apoptotic B-cell
lymphoma 2-associated X protein (BAX)

A apoptose pode ser compreendida como um processo de morte celular
programada em condi¢cdes fisiologicas e patologicas, a deficiéncia deste processo
altera a homeostase celular e leva possivelmente a carcinogénese e progressao
tumoral. A apoptose € regulada por diferentes vias envolvendo multiplos genes que a
promovem ou inibem.*?

A ativacao da apoptose pode ser iniciada de duas maneiras: pela via extrinseca
(citoplasmética) ou intrinseca (mitocondrial). A via extrinseca se inicia com a ligagédo
de ligantes especificos a um painel de receptores do fator de necrose tumoral,
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podendo este iniciar a ativagdo da cascata de caspases. A via intrinseca € ativada
guando as mitocondrias s&o lesionadas por agentes como radicais livres ou a
presenca de lesdo do DNA, e durante a apoptose € possivel formar um poro na
membrana mitocondrial levando a liberacdo do citocromo C no citoplasma, a fim de
formar um complexo com o fator de ativagdo de protease associada a apoptose 1
(APAF1) e com caspase-9 denominado apoptossomo além de ativar proteinas
mitocondriais como o segundo ativador mitocondrial de caspases (SMAC) que inibe
as proteinas da familia inibidora das proteinas apoptoéticas (IAP), tais acdes promovem

a ativacdo da caspase-3 causando apoptose (Figura 8).44

Figura 9 - Via mitocondrial da apoptose.
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O equilibrio entre proteinas antiapoptoticas e pro-apoptéticas determinam o
destino da célula e regulam a resposta aos sinais apoptoéticos, a presenca de
deficiéncias na apoptose alteram a homeostase celular podendo levar a
carcinogénese e promover a progressao tumoral. A literatura chama atencéo para dois
reguladores descritos da apoptose: Anti-apoptotic B-cell ymphoma 2 (BCL2) e a Pro-
apoptotic B-cell ymphoma 2-associated X protein (BAX).%°

A proteina BAX é uma importante proteina pré-apoptose na familia BCL2,
sendo que as proteinas BAX existem principalmente no citoplasma. Quando as células
recebem sinais de apoptose, as proteinas BAX sao transferidas para a membrana
mitocondrial e reconhecem as proteinas BCL2 na membrana, ligando-se a BCL2 para
formar o heterodimero BAX-BCLZ2, inibindo assim o efeito anti-apoptose das proteinas
BCL2. As proteinas BAX também podem formar o homodimero BAX-BAX, presente
na membrana da mitocondria, que aumenta a permeabilidade da membrana
mitocondrial e liberando citocromo C, um fator apopt6tico, no citoplasma para ativar a
resposta a apoptose em cascata. Portanto, BAX possui um importante papel de

regulacdo da via de sinalizag&o da apoptose mitocondrial (Figura 9).46

Figura 10 - Promocao da apoptose pelo Homodimero BAX-BAX na membrana

mitocondrial.
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Fonte: Barillé-Nion (2020)*/, adaptada.
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A proteina BCL2 promove a sobrevivéncia celular ao inibir a apoptose,
enquanto BAX estimula a morte celular programada, sendo assim, a expresséo
excessiva de BCL2 ou BAX gera uma desregulacdo na homeostase celular podendo
desempenhar um papel importante no surgimento do cancer.*

O gene BAX foi 0 primeiro gene pré-apéptotico a ser descrito como diretamente
relacionado ao gene P53, que codifica uma proteina relacionada ao bloqueio do ciclo
celular em caso de dano ao DNA, e esta localizado no cromossomo 19q13.3 contendo
6 éxons.*8

O polimorfismo BAX -248 G/A (rs4645878) esta localizado na regiao 5 nao
traduzida da sequéncia promotora deste gene, tal polimorfismo é caracterizado pela
presenca dos nucleotideos Guanina (G) no alelo selvagem e Adenina (A) no alelo
variante. A presenca do alelo polimorfismo A ja foi associado com a reducdo da
expressdo da proteina pré-apoptoética BAX, quando comparado ao alelo selvagem G.#°

A associacdo entre polimorfismos do gene BAX e o0 cancer ndo esta apenas
relacionada a ocorréncia do cancer, como também ao prognostico do paciente.
Estudos demonstram que o polimorfismo BAX(-248)G/A pode estar associado a uma
regulacdo negativa da atividade da transcricdo do gene BAX gerando uma diminui¢cao
da expressao proteica, o que aumenta a razdo BCL2 e BAX podendo inibir o processo
apoptotico de células tumorais.*°

Estudos afirmam que além da diminuicdo da expressao proteica, polimorfismos
do gene BAX estédo relacionados a diminuicdo da ativacédo de p53, gerando falha da
via apoptética mitocondrial, progressdo no desenvolvimento do tumor e mau
prognostico.>t

Localizado no cromossomo humano 18g21.33, o polimorfismo BCL2 128 G/A
(rs1800477), vém sendo associado a ocorréncia de cancer de prostata, ovario, mama,
renal e de orofaringe. Tal polimorfismo envolve a inser¢do do codon ACC ao invés do
cédon GCC (GCC—->ACC), gerando uma troca de aminoacido relevante na proteina,
treonina por alanina na posicéo 43 da proteina (Ala43Thr).5?

Um estudo in vitro sobre o polimorfismo BCL2 128 G/A mostrou que o genaotipo
Ala43Ala aumenta a sobrevivéncia celular, enquanto que a presenca da variante
treonina atua como um haplétipo suprimido fator antiapoptotico, demonstrando uma

associacdo com o risco ao desenvolvimento de cancer.>?
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1.5.2 Enzima Monoamina Oxidase (MAO)

A enzima MAO é localizada na membrana mitocondrial externa das células
neuronais e gliais. Existe em duas isoformas, MAO-A e MAO-B, codificadas pelos
genes MAOA e MAOB, respectivamente. Ambos os genes MAO contém 15 éxons e
14 introns e estéo localizados no braco curto do cromossomo X (Xp11.23).%*

Cabe destacar que a enzima MAO catalisa a desaminacdo oxidativa de
neurotransmissores monoamina, aminas dietéticas, horménios e drogas no cérebro e
tecidos periféricos, regulando assim seus niveis e func¢des bioldgicas. A oxidacdo de
Monoamina pela MAO produz os aldeidos e peréxido de hidrogénio correspondentes,
subprodutos da reacdo que aumentam o estresse oxidativo e as respostas celulares
associadas (Figura 10). O estresse oxidativo induzido pela MAO é potencialmente um
fator de risco para perda neuronal no envelhecimento e distarbios neurodegenerativos

relacionados a idade, como a doenca de Parkinson.>®

Figura 11 - Desaminagéo oxidativa de neurotransmissores monoamina (MAO).
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Embora estudado principalmente no contexto de uma vasta variedade de
desordens do espectro neural, MAO-A também podem contribuir para a ocorréncia de
cancer, devido aos produtos desaminados de atividade MAO-A promoverem a
proliferacédo celular e inibir a apoptose.®’

Polimorfismos funcionais no gene MAOA fornecem uma possivel ligacdo entre
a deficiéncia de MAOA e comportamentos fisioldgicos anormais, e tais variantes
génicas sao consideradas mais significativas do que a atividade deficiente de MAO-
A. Dentre os polimorfismos estudados do gene MAOA destaca-se 0 MAOA upstream
VNTR (UVNTR), um polimorfismo VNTR de 30 pb localizado na regido promotora do
gene, 1,2 kb a partir do local de iniciagéo da transcrigdo.>®

A andlise do polimorfismo da amplificacdo génica revelou cinco tamanhos de
fragmentos (alelos) compostos por 2 (2R), 3 (3R), 3,5 (3,5R), 4 (4R), 5 (5R) ou 6 (6R)
copias da sequéncia repetida.>>%8 As variantes do polimorfismo MAOA uVNTR afetam
sua transcricéo %% atividade enzimética®®. Os alelos 3.5R e 4R séo descritos como
alelos de alta atividade por sua atividade transcricional mais eficiente. Em contraste,
o alelo 3R, quando combinado com os alelos 2R e 5R, sdo denotados como alelos de
baixa atividade por sua menor eficiéncia transcricional 5%¢1. No entanto, ainda ha
debate sobre a influéncia de 2R e 5R na eficiéncia transcricional, pois alguns os
consideram alelos de baixa atividade, enquanto outros, alta.® Essa lacuna de

conhecimento provavelmente se deve a sua raridade.%8

1.5.3 Interleucina-1B

As citocinas sdo categorizadas em quimiocinas, interferons (IFNSs),
interleucinas (ILs), fatores de necrose tumoral (TNFs) e linfocinas. Normalmente, as
citocinas sdo imunopolipeptideos ou imunoglicoproteinas que atuam como indutores
de vias de sinalizacdo. Essas proteinas ndo estruturais de baixo peso molecular (5-20
kDa) sdo secretadas por varias subpopulacdes de leucdcitos, como macroéfagos,
neutroéfilos, células dendriticas, células natural killer (NK) e células T. Essas células
imunes estao envolvidas na regulagéo, modulacdo e promocédo de respostas imunes
orquestrando a ativacéo, proliferacao, desenvolvimento, diferenciacédo e crescimento
mediados por citocinas. Portanto, as citocinas desempenham papéis fundamentais

como proteinas moduladoras nas respostas imunes em cascata inflamatoria e nos
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sistemas de reparo, pois modulam os sistemas imunes inato e adaptativo. As citocinas
sdo expressas por células imunes e nao imunes, bem como células hematopoiéticas
e cancerigenas.®?

A interleucina-1 (IL-1) € uma citocina proé-inflamatéria com multiplos efeitos
bioldgicos. A familia de genes IL1 no cromossomo 2g13-14 codifica trés proteinas: IL-
1a, IL-1B e seu inibidor natural antagonista de receptor de interleucina 1 (IL-1Ra). A
IL-1a atua ligada a membrana de forma autdcrina (na propria célula) sendo secretada
por queratindcitos, sem induzir efeitos sistémicos, enquanto que a IL-1 3, € produzida
principalmente por mondcitos sanguineos e macrofagos teciduais, tem sido implicada
na mediacdo da inflamacéo aguda e cronica.53

Os principais efeitos biologicos da IL-1 sdo a liberacdo de componentes
especificos (lisozima, colagenase, lactoferrina, fosfatase alcalina) dos granulos de
neutréfilos além da sintese de Interleucina-6, pelos mondcitos, estimula a secrecéo
de Interleucina-2 por linfécitos auxiliares, bem como a adeséo de leucdcitos, inibi¢cdo
da proliferacdo de células endoteliais, aumenta os efeitos de coagulacdo, além da
proliferacéo e ativacdo de neutrdfilos, linfécitos B, mondcitos/macrofagos e auxilia a
fagocitose.®*

O gene IL1B é considerado polimorfico e as trocas de base entre C e T nas
posicoes —511, —31 e +3954 tém sido amplamente estudadas. Em particular, os dois
primeiros polimorfismos estdo localizados na regido promotora e apresentam alto
desequilibrio de ligacdo. A substituicao de T por C no polimorfismo IL1B —31T/C causa
a interrupgao da regiao promotora TATA-box e nota-se que afeta a afinidade de fatores
de transcricdo, afetando a atividade de transcricdo de IL-1B. O polimorfismo IL1B
+3954 C/T no éxon 5 € um SNP e estudos in vitro mostraram que tanto a presenca do
alelo T no polimorfismo IL1B -511T quanto no IL1B +3954T estdo associados ao

aumento da secrecéo de IL-1B induzida por lipopolissacarideos (LPS).5®
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1.5.4 Interleucina-5

A Interleucina-5 (IL-5) € uma citocina derivada de células T envolvida na
patogénese de doencas atopicas e desempenha papéis importantes na patogénese
da asma, sindromes hipereosinofilicas e doencas inflamatérias dependentes de
eosindfilos, acredita-se que regula o crescimento, diferenciacdo e ativacdo de
eosinofilos. Além disso, atua em eosindfilos maduros a fim de prolongar sua
maturacdo e sobrevivéncia e influencia o aumento dos progenitores de eosinéfilos
circulantes, sugerindo um papel sistémico fundamental para a IL-5 na mobilizag&o de
eosinofilos. E descrito que a superexpressdo de IL-5 aumenta significativamente os
niveis de anticorpos in vivo e age como um fator de diferenciacdo de células B ao
estimular células B ativadas a secretar anticorpos.®®

O gene IL-5 esta localizado no cromossomo 5 dentro de um agrupamento de
genes de citocinas IL-4 e IL-13. Além disso, os genes IL5, IL4 e IL13 podem ser
regulados coordenadamente por elementos reguladores de longo alcance espalhados
por 120 kilobases no cromossomo 5g31.1. O gene IL5 codifica uma citocina que atua
como um fator de diferenciacé@o e crescimento para células B e eosindfilos. Takatsu
(2011)%7 sugere que camundongos sem um gene funcional para IL-5 ou para a cadeia
alfa do receptor de IL-5 (IL-5Ra) exibem uma série de deficiéncias funcionais e de
desenvolvimento nas linhagens de células B e eosindfilos, demonstrando que
polimorfismos nos genes da IL-5 podem contribuir para a suscetibilidade a doencas
com alteracGes eosinofilicas e determinar o curso clinico da doenca.®®

As doencas autoimunes da tireoide resultam de uma disfungédo do sistema
imunologico levando a perda da autotolerancia aos antigenos tireoidianos,
tireoglobulina (Tg), tireoide peroxidase (TPO) e receptor do hormoénio estimulante da
tireoide (TSHR), seguida de infiltracdo linfocitica da glandula. Os linfocitos TCD4+,
principais células infiltrantes nas doencas autoimunes da tireoide, podem ser
subdivididos em células T Helper (Th): Thl, Th2, Thl7 e Th22, aléem de células T
regulatorias e T foliculares auxiliares, de acordo com os perfis das citocinas
sintetizadas.®®

As células Th2 produzem interleucinas especificas, como IL-4, IL-5, IL-6 e IL-
13, que podem inibir a diferenciacdo e a ativacdo das células Th17 e Thl. Além disso,

essas citocinas estimulam a producdo de anticorpos antitireoidianos e levam ao
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desenvolvimento de inflamacdo na glandula tireoide. A IL-5 € um significativo
mediador da resposta Th2, e os niveis de IL-5 sdo descritos de forma elevada no
sangue periférico de individuos com tireoidite de Hashimoto e doenca de Graves, bem
como, tal interleucina desempenha um papel em diversas doencas, regulando a
variedade celular como células NK, mastdcitos, linfocitos B e eosiondfilos.59

A IL-5 também desempenha um papel fundamental no desenvolvimento de
doencas cardiovasculares. Zhang e colaboradores (2023)’° demonstraram que a IL-5
pode promover a secrecdo do anticorpo IgM e impedir que os macréfagos absorvam
a lipoproteina de baixa densidade oxidada (ox-LDL), e com isso investigou a relacao
genética entre IL-5 e Doenca Arterial Coronariana (DAC) em uma populacéo chinesa.
Os resultados mostraram que os SNPs em IL5 podem desempenhar um papel na
doenca arterial coronariana, afetando os fatores de risco tradicionais para doenca
indicando que o SNP -745 C/T estava envolvido na DAC ao influenciar a hipertensao.

Mahajan e colaboradores (2008)"* afirmam que a IL-5 é um determinante
importante da resposta Th2 e os niveis séricos de IL-5 foram encontrados aumentados
em individuos infectados por Helicobacter pylori com gastrite crbnica, um precursor
do cancer gastrico. Em seu estudo com a populacédo polonesa encontraram que o
polimorfismo IL5 -745 C/T foi significativamente associado ao risco de cancer gastrico.
Embora a funcdo bioldgica de tal polimorfismo nédo seja clara e que ainda néo foi
descrito sobre sua associacdo ao risco de cancer, polimorfismos da IL-5 tém sido
associados a doencas relacionadas a resposta imune, como asma brénquica atopica

e eosinofilia sanguinea.

1.5.5 Interleucina-12

A interleucina-12 (IL-12) é uma citocina pro-inflamatoria potente que possui
papel central na imunidade celular, produzida principalmente por células fagociticas,
como células dendriticas, mondcitos, macréfagos, neutréfilos e micréglia em resposta
a estimulacdo antigénica’?. A producédo de IL-12 é realizada por meio de estimulos
microbianos, infec¢des por virus e inducao de células TCD4 ja estimuladas por esses
agentes. E a primeira citocina liberada em um tecido infectado sendo essencial para

0 inicio e polarizacdo da resposta imune que €, a diferenciacdo de células Thl e Th2
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de células precursoras comuns nédo polarizadas (CD4 +), bem como a estimulacéo da
producéo de Interferon-y (INF-y) além de inibir a apoptose de células Th1.”3

A IL-12 possui varias fungdes pro-inflamatorias, entre tais fungfes destaca-se
a capacidade sistémica de aumentar a imunidade celular, o que estimula seu estudo
como um agente antitumoral.”?

Tal interleucina € composta de subunidades p35 e p40 as quais séo codificadas
pelos genes IL12A e IL12B nas regifes cromossémicas 3p12—-3q13.2 e 5933-33.3,
respectivamente. Estudos de sequenciamento mostraram que o gene IL12B possui
introns polimorficos que resultam em variacdes individuais no nivel de producéo de
IL12, demonstrando que variacbes génicas podem estar associadas ao nivel de
resposta inflamatéria de cada individuo.”

Polimorfismos da regido 3’ ndo traduzida (A/C) do gene IL12B (rs3212227) ja
foram descritores em varios tipos de cancer, como cancer do colo do utero e Linfoma
de Hodking, originario no sistema linfatico, em jovens adultos.”

Portanto, a carcinogénese esta associada ao acumulo gradual de alteracdes
genéticas em uma célula normal. Geralmente, tais alteracdes resultam na perda do
controle da proliferacdo e na aquisicdo de caracteristicas associadas a progressao
tumoral. Assim, o cancer pode ser considerado uma doenca multifatorial envolvendo
fatores ambientais e genéticos, sendo que os fatores genéticos podem ser resultantes
de alteracdes sequenciais em genes envolvidos na proliferacdo e diferenciacao
celular.”®

Um dos avancos mais importantes no campo da genética molecular tem sido o
estudo e o uso de marcadores moleculares para detectar e explorar polimorfismos
genéticos, devido ao uso de marcadores no DNA fornecer diferentes informacdes que

sdo distribuidas aleatoriamente por todo o genoma.”’
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2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVOS GERAIS

Investigar a relacdo do perfil genético de pacientes diagnosticados com
Carcinoma Papilifero da Tireoide atendidos em servigo de saude localizado no Distrito
Federal (Brasil).

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Efetuar a genotipagem destes pacientes por meio da estratégia PCR-RFLP
para analise dos polimorfismos BAX -248 G/A, BCL2 +128 G/A GCC/ACC (Ala43Thr),
MAOA uVNTR, IL1B +3954 C/T, IL 5 -703 C/T e IL12B +1188 A/C em amostras de
sangue periférico.

Executar testes estatisticos para avaliar a relagdo dos perfis genéticos BAX -
248 G/A, BCL2 +128 G/A GCC/ACC (Ala43Thr), MAOA uVNTR, IL1B +3954 C/T, IL 5
-703 C/T e IL12B +1188 A/C com a caracteristicas clinicas dos

participantes da pesquisa.



46

3. METODOLOGIA

3.1 DELINEAMENTO

Trata-se de um estudo do tipo caso-controle, comparativo, analitico,
prospectivo, com abordagem quantitativa e qualitativa. Os participantes da pesquisa
foram divididos em dois grupos. O grupo de casos consistiu de 30 pacientes (20
mulheres, 10 homens) com mais de 18 anos (idade média: 50,9 + 9,2 anos)
diagnosticados com cancer papilifero de tireoide (PTC) que foram submetidos a
tireoidectomia e radioiodoterapia em uma clinica privada do Distrito Federal. O grupo
controle consistiu de 30 voluntarios saudaveis (18 mulheres, 12 homens) com idade

meédia de 56+4 anos, pareados e ndo relacionados ao grupo caso.

3.2 CRITERIOS DE INCLUSAO E EXCLUSAO

Os critérios de inclusédo do grupo caso incluiram pacientes de ambos 0s sexos,
idade maior que 18 anos, diagnosticados com cancer da tireoide e submetidos a
iodoterapia na empresa Imagens Médicas de Brasilia (IMEB). Ja os critérios de
exclusao foram individuos menores de 18 anos, que apresentam diagndstico cancer
da tireoide, néo eletivos a iodoterapia e que ndo desejassem participar da pesquisa
ou representantes legais que nao consentissem em participar.

O grupo controle teve como critérios de inclusdo individuos de ambos o0s sexos,
gue nao possuissem casos de cancer, ndo foram submetidos a iodoterapia e nao
aparentados dos pacientes do grupo caso. Os critérios de exclusédo foram individuos
menores de 18 anos, parentes de individuos com cancer da tireoide, submetidos a

iodoterapia e individuos que ndo desejassem patrticipar da pesquisa.

3.3 CALCULO AMOSTRAL

A amostra foi calculada estimando-se a prevaléncia de 1% de cancer de tireoide
entre os tipos de cancer na populacdo adulta, de acordo com o descrito pela

Sociedade Brasileira de Endocrinologia e Metaobologia’®, bem como foi considerado
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um erro amostral de 5% e intervalo de confianca (IC) de 95%, em nimero de pessoas
com CPT 16.660 (estimativa de novos casos de cancer de tireoide no Brasil, em 2023
segundo o INCA, sendo 2.500 em homens e 14.160 em mulheres)?* , chegou-se a 16
participantes. Com a compensacéao de perdas de participantes durante a pesquisa, foi

considerada uma amostra de 30 com CPT.

3.4COMITE DE ETICA E TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

A pesquisa foi aprovada pelo Comité de Etica do Centro Universitario de Brasilia
(UniCEUB), sob o parecer nimero 2.532.976 (Anexo A). O Termo de Consentimento
Livre e Esclarecido (TCLE) foi obtido de todos os participantes do presente estudo,
grupo caso (Anexo B) e controle (Anexo C).

Antes da coleta do material, ocorreram esclarecimentos sobre o significado e o
possivel uso dos resultados previstos. Aos participantes de pesquisa sera oferecida a

opcao de escolher entre serem informados ou ndo sobre resultados de seus exames.

3.5 LOCAL DE REALIZACAO DA PESQUISA E AMOSTRA

ApOs assinar o TCLE e o Termo de Guarda de Material Bioldgico (Anexo D), foi
coletado de cada participante 10 mL de sangue venoso, além do material biologico
foram coletadas informacfes do prontuario do grupo caso, como: tempo de
tratamento, exames para detec¢cédo de TSH e antitireoglobulina, dados de exposicéo
ao 1131, caracteristicas do tumor e indice de massa corporal (ANEXO E).

As amostras de sangue total dos participantes diagnosticados com cancer da
tireoide que realizaram o tratamento com o Radiofarmaco lodeto de Sédio (1311) foram
coletadas antes de tomar a medicacao para tratamento, na empresa Imagens Médicas
de Brasilia (IMEB).

A primeira coleta do sangue total foi realizada antes do tratamento com o
Radiofarmaco lodeto de Saédio (*3), enquanto que a segunda coleta foi feita de 7 a
10 dias apos a administracdo da dose conhecida como Pesquisa de Corpo Inteiro
(PCI) p6s-dose, de acordo com o protocolo clinico aprovado pela Portaria N° 7, de 3
de janeiro de 2014.
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De 6 a 12 meses apo0s a iodoterapia o participante realizar4d o exame de PCI-
controle também com o Radiofarmaco lodeto de Sédio (*3!1), com doses baixas para
fins visando o controle, estadiamento e acompanhamento da doenca, nesse
momento, havera a terceira pun¢ao venosa para coleta do sangue total.

Para os participantes do grupo controle, o recrutamento se deu na sala de coleta
de amostras no Laboratoério de Andlises Clinicas da Faculdade de Ceilandia (FCE).

O material biolégico (sangue) dos participantes foi estocado no laboratorio de
Andlises Clinicas da FCE, para a extracdo do DNA das amostras, além das
realizacGes das analises laboratoriais para verificagdo dos polimorfismos genéticos.

Dificuldades e limitacdes foram encontradas durante o percurso dessa
pesquisa, devido ao pedido de saida de um dos participantes e a auséncia de dados

sociodemogréficos e de resultados de certos exames de alguns participantes.

3.6 METODOLOGIA LABORATORIAL

3.6.1 Extracao e quantificacdo de DNA

Para avaliacdo dos polimorfismos genéticos o DNA foi extraido de sangue
periférico, coletado na 12 etapa, com uso do PureLink®Genomic DNA Mini Kit da
empresa Invitrogen (catalogo #K1820-02, lote #19339891). A concentracdo de DNA
foi determinada por meio de espectrofotometria (NanoDrop one). As amostras de DNA
extraidas e quantificadas foram submetidas a diluicAo com agua ultrapura a fim de
obter um rendimento minimo de 20 ng/puL. Em seguida, o DNA diluido foi submetido a
técnicas de Biologia Molecular como Polymerase Chain Reaction (PCR) e Restriction
Fragment Length Polymorphism (RFLP) para o estudo de distribuicdo dos diferentes

polimorfismos.


http://labs.icb.ufmg.br/lbcd/grupoc/rflp.html
http://labs.icb.ufmg.br/lbcd/grupoc/rflp.html

49

3.6.2 PCR

A técnica de PCR foi utilizada para a amplificacdo dos seguintes genes: BAX -
248 G/A, BCL2 GCC/ACC (Ala43Thr), MAOA uVNTR, IL1B +3954 C/T, IL 5 -703 C/T
e IL12B +1188 A/C, as sequéncias de oligonucleotideos utilizadas para avaliar os

diferentes polimorfismos estéo descritas na Tabela 6.

Tabela 6 - Lista de oligonucleotideos.

Gene Oligonucleotideo Referéncia
BAX (-248 G/A) Forward 5’- CATTAGAGCTGCGATTGGACCG -3 Cl\élllz;_rtr)l(?t!;iddﬁr
rs4645878  Reverse 5- GCTCCCTCGGGAGGTTTGGT -3 es. 2016%
BCL2 (128  Forward 5- CATTAGAGCTGCGATTGGACCG -3 Limae
G/A), Ala43Thr , , colaborador
rs1801018 Reverse 5- GCTCCCTCGGGAGGTTTGGT -3 es. 20207
Forward 5 — ACAGCCTCGCCGTGGAGAAG -3’ Tzeng e
MAGAUVNTR  Reverse 5'— GAACGGACGCTCCATTCGGA -3 oAD"
IL1B (+3954 Forward 5 — GTTGTCATCAGACTTTGACC -3’ cslgsbg?:d% r
CIT) Reverse 5 — TCCAGTTCATATGGACCAGA -3’ es. 20188
Forward 5’ — CAGGGAGAGCCAATCAGT -3 Freidin e
LS (703 €M) peverse 5 — ATGATGTCCAGACTCCAGGATCT -3 Cﬂgbgg%%m
IL12B (+1188 Forward 5'— GATATCTTTGCTGTATTTGTATAGTT -3’ .
SR Silva e
A/C) regido nao colaborador
traduzida Reverse 5’- AATATTTAAATAGCATGAAGGC - 3’ es 202073

1s3212227

Fonte: propria autora.

Em cada reacgéao, foram utilizados 4,0 yL de DNA gendmico na concentracao
de 2,5 ng/uL; 2,5uL de tampao 10X Taq Pol, (Ludwig Biotecnologia LTDA, Brasil); 0,5
ML de MgCl2 (50 mM, Ludwig Biotecnologia LTDA, Brasil), 0,5 uL de dNTPs (2,5mM,;
Ludwig Biotecnologia LTDA, Brasil)); 0,5 pL de Taqg-Polimerase
(Ludwig Biotecnologia LTDA, Brasil), 5U/uL); 1,5uL de cada oligonucleotideo foward
e reverse (Invitrogen Life Technologies, EUA, 10 pmol/uL); completando com agua
ultrapura para um volume final de 25 L por reacao.

O equipamento utilizado foi termociclador TC-512 (Techne, EUA).
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3.6.2.1 PCR-RFLP do gene BAX (-248 G/A) rs4645878.

As condicdes de termociclagem da PCR para analise do gene BAX (-248 G/A)
rs4645878 foram: 96°C por 5 minutos (desnaturagéo inicial), seguida por 35 ciclos de
desnaturacao a 96°C por 45 segundos, acompanhada de 56°C por 40 segundos, para
o anelamento dos oligonucleotideos e 72°C por 30 segundos para a extensao dos
fragmentos. A extensdao final foi realizada a 72°C por 10 minutos. O equipamento
utilizado foi termociclador Techne modelo TC-512.

Aos oligonucleotideos flanquearem o gene BAX foi possivel obter um fragmento
amplificado (amplicon) de DNA de 109 pares de base (pb).

Para obter marcadores polimérficos, os produtos de PCR sdo digeridos
utilizando enzimas de restricdo para gerar fragmentos de diferentes tamanhos
chamados Restriction Fragment Length Polymorphism (RFLPs). As enzimas de
restricdo cortam o DNA em locais especificos conhecidos como sitios de restricao.

Apos amplificacdo da regido génica BAX foi realizada a técnica de PCR-RFLP,
na qual o produto da PCR foi digerido utilizando a enzima de restricdo Mspl Fast
Digest (Thermo Scientific, Lote 00066274) que reconhece o sitio de restricdo C'"CGG.
Foi realizado um Mix para 5 amostras de PCR utilizado 2,5 yL da enzima de restricéo,
10 pL de solucéo tampéo (Green Buffer) e 37,5 pL de &gua ultrapura, apos, a digestao
individual de cada amostra foi preparada com 10 pL do mix e 10 pL da amostra
amplificada por PCR. A digestéo ficou em banho-maria a 37°C por duas horas e depois
foi revelada por meio de um gel de agarose a 3%, corado com 3uL de brometo de
etideo, utilizando um transluminador.

Observou-se 0 seguinte padrdo genotipico: o homozigoto selvagem (GG)
produziu duas bandas (89pb e 20pb), o heterozigoto (GA) produziu trés bandas (20pb,
89pb e 109pb) e a variante alélica homozigoto mutada (AA) produziu apenas uma
banda de 109pb.
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3.5.2.2 PCR-RFLP do gene BCL2 (128 G/A), Ala43Thr, rs1801018

Para a amplificacdo do gene BCL2 (128 G/A), Ala43Thr, rs1800477 foram
utiizadas as seguintes condicdes de termociclagem: 94°C por 5 minutos
(desnaturacéo inicial), seguida por 35 ciclos de desnaturacao a 94°C por 45 segundos,
acompanhada de 48°C por 45 segundos, para o anelamento dos oligonucleotideos e
72°C por 60 segundos para a extenséo dos fragmentos. A extensao final foi realizada
a 72°C por 10 minutos.

Aos oligonucleotideos flanquearem o gene BCL2 foi possivel obter um
fragmento amplificado (amplicon) de DNA de 178 pb.

Para analise genotipica do polimorfismo foi realizada em seguida a técnica de
PCR-RFLP, na qual o produto da PCR foi digerido utilizando a enzima de restricdo
Bgll Fast Digest (Invitrogen, Lote 01028222) que reconhece o sitio de restricdo
GCCNNNN2NGGC. Foi feito um Mix para 5 amostras de PCR utilizado 5 pL da enzima
de restricdo, 10 uL de tampéo (Red Buffer) e 85 uL de agua ultrapura. Apos, a digestéo
individual de cada amostra foi preparada com 10 pL do mix e 10 pL da amostra
amplificada por PCR. A digestao ficou em banho-maria a 37°C por uma hora e trinta
minutos sendo depois revelada por meio de um gel de agarose a 3%, corado com 3L
de brometo de etideo, utilizando um transluminador. Todas as amostras de digestao
enzimaticas corridas em gel de agarose foram acompanhadas de uma amostra de
PCR para comparacdo do tamanho de bandas e certeza da criacdo dos sitios de
restricao.

Observou-se o seguinte padrdo genotipico: o homozigoto selvagem (Ala/Ala)
produziu duas bandas (157pb e 21pb), o heterozigoto (Ala/Trh) produziria trés bandas
(178pb, 157pb e 21pb) e a variante alélica homozigoto mutada (Thr/Thr) produziria

apenas uma banda de 178pb.
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3.5.2.3 PCR do gene MAOA uVNTR

A andlise da genotipagem do gene MAOA uVNTR foi feita apenas pela técnica
de PCR, seguindo as seguintes condi¢gdes de termociclagem: 94°C por 5 minutos
(desnaturacéo inicial), seguida por 35 ciclos de desnaturagao a 94°C por 30 segundos,
acompanhada de 55°C por 30 segundos, para o anelamento dos oligonucleotideos e
72°C por 30 segundos para a extensao dos fragmentos. A extenséo final foi realizada
a 72°C por 10 minutos. O equipamento utilizado foi termociclador Techne modelo TC-
512.

Em seguida, o produto da PCR foi revelado por meio de um gel de agarose 4%,
corado com 4 pL de brometo de etidio (10 mg/mL) usando o transiluminador. O
seguinte padrédo alélico foi observado de acordo com o numero de repeticdes in
tandem: 2R - 320 pb, 3R - 350 pb, 4R - 380 pb e 5R - 410 pb.

3.5.2.4 PCR-RFLP do gene IL1B (+3954 C/T)

Para avaliacao do polimorfismo do gene IL1B (+3954 C/T) foi utilizada a técnica
de PCR nas seguintes condi¢des de termociclagem: desnaturacao inicial a 94°C por
5 minutos, seguida por 35 ciclos de desnaturacdo a 94°C por 60 segundos,
acompanhada de 55°C por 40 segundos para a etapa de extenséo. Por fim, o processo
de extenséo final a 72°C por 7 minutos, obtendo-se um amplicon de 250 pb.

Apos amplificacdo do gene IL1B (+3954 C/T) foi realizada a técnica de PCR-
RFLP, na qual os produtos da PCR foram digeridos utilizando a enzima de restrigdo
Tagl (New England Biolabs, Inc. Beverly, MA, USA), a fim de clivar o alelo C em dois
fragmentos: 135bp e 114pb, e ndo de clivar o alelo T.

Para a digestdo enzimatica foi realizado um Mix para 5 amostras de PCR
utilizado 2,5 pL da enzima de restricdo, 10 pL de solucdo tampéao (Green Buffer) e
37,5 uL de agua ultrapura, apés, a digestéo individual de cada amostra foi preparada
com 10 pL do mix e 10 yL da amostra amplificada por PCR. A digestédo ficou em
banho-maria a 37°C por trés horas e depois foi revelada por meio de um gel de
agarose a 3%, corado com 3uL de brometo de etideo, utilizando um transluminador.

Apés a criacdo dos sitios de restricAo observou-se o seguinte padrdo

genotipico: o homozigoto selvagem (C/C) produziu duas bandas (136pb e 114pb), o
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heterozigoto (C/T) produziu trés bandas (250pb, 136pb e 114pb) e a variante alélica
homozigoto mutada (T/T) produziu apenas uma banda de 250pb.

3.5.2.5 PCR-RFLP do gene IL5 (-703 C/T)

Para a amplificagdo do gene IL5 (-703 C/T), foram utilizadas as seguintes
condi¢gdes de termociclagem: 94°C por 5 minutos (desnaturacéo inicial), seguida por
33 ciclos de desnaturagao a 94°C por 45 segundos, acompanhada de 60°C por 1
minuto, para o anelamento dos oligonucleotideos e 72°C por 45 segundos para a
extensado dos fragmentos. A extensao final foi realizada a 72°C por 8 minutos.

Aos oligonucleotideos flanquearem o gene IL5 (-703 C/T) foi possivel obter
um amplicon de DNA de 178 pb. Para anélise genotipica do polimorfismo foi realizada
em seguida a técnica de PCR-RFLP, na qual o produto da PCR foi digerido utilizando
a enzima de restricdo AlwNI a fim de clivar o alelo C em dois fragmentos: 160bp e
18pb, e ndo de clivar o alelo T.

Foi feito um Mix para 5 amostras de PCR utilizado 5 puL da enzima de restri¢ao,
10 pL de tampéo (Green Buffer) e 85 uL de agua ultrapura. Apdés, a digestéo individual
de cada amostra foi preparada com 10 pL do mix e 10 pL da amostra amplificada por
PCR. A digestédo ficou em banho-maria a 37°C por uma hora e trinta minutos sendo
depois revelada por meio de um gel de agarose a 3%, corado com 3L de brometo de
etideo, utilizando um transluminador.

Observou-se 0 seguinte padrdo genotipico: o homozigoto selvagem (C/C)
produziu duas bandas (160pb e 18pb), o heterozigoto (C/T) produziu trés bandas
(178pb, 160pb e 18pb) e a variante alélica homozigoto mutada (T/T) produziu apenas
uma banda de 178pb.
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3.5.2.6 PCR-RFLP do gene IL12B (+1188 A/C) regido nao traduzida rs3212227

A PCR do gene IL12B (+1188 A/C) regido nao traduzida rs3212227 utilizou as
seguintes condi¢des de termociclagem: 95°C por 5 minutos (desnaturacao inicial),
seguida por 40 ciclos de desnaturacdo a 95°C por 45 segundos, acompanhada de
53°C por 45 segundos, para o anelamento dos oligonucleotideos e 72°C por 45
segundos para a extensao dos fragmentos. A extenséo final foi realizada a 72°C por
10 minutos.

Aos oligonucleotideos flanquearem o gene IL12B (+1188 A/C) foi possivel obter
um fragmento amplificado (amplicon) de DNA de 118 pb. Para analise dos genotipos
foi realizada a técnica de PCR-RFLP, na qual o produto da PCR foi digerido utilizando
a enzima de restricdo Tagl Fast Digest (Thermo Scientific, Lote 00059767) que
reconhece o sitio de restricdo T"CGA. Foi feito um Mix para 5 amostras de PCR
utilizado 5 pL da enzima de restricdo, 10 pL de tampéo (Green Buffer) e 85 pL de agua
ultrapura. Apos, a digestao individual de cada amostra foi preparada com 10 pL do
mix e 10 pL da amostra amplificada por PCR. A digestéo ficou em banho-maria a 65°C
por uma hora e trinta minutos sendo depois foi revelada por meio de um gel de agarose
a 3%, corado com 3L de brometo de etideo, utilizando um transluminador.

Observou-se o seguinte padrdo genotipico: o homozigoto selvagem (A/A)
produziu uma banda (118pb), o heterozigoto (A/C) produziu trés bandas (118pb, 92pb
e 26pb) e a variante alélica homozigoto mutada (C/C) produziu duas bandas (92pb e
26pb).
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3.7 PARAMETRO INFLAMATORIO DA IL-1.

Para quantificar IL-18 em soros de pacientes, amostras de sangue foram
coletadas em tubos isentos de endotoxina e analisadas com um kit de imunoensaio
sanduiche Life Technologies especifico para IL-18 humana, kit ELISA de IL-1
humana (Cat.# KHC0011, numero de lote 74788401A) , seguindo as instru¢cdes do
fabricante.

Resumidamente, as amostras foram colocadas em poc¢os que possuiam um
anticorpo primario, contra a proteina de interesse, adsorvido no fundo da placa. Um
anticorpo especifico contra o antigeno foi adicionado e marcado com uma enzima
chamada Peroxidase de raiz-forte (HRP), que teve com objetivo reagir com o substrato
incolor para produzir um produto colorido proporcional a quantidade de proteina de
interesse na amostra e pdde ser medido a 450/550 nm, as amostras foram
comparadas com uma curva padréo de concentracdes conhecidas.

Valores acima de 2,08 pg/ml foram considerados niveis séricos elevados, tais
niveis séricos foram medidos apenas uma vez no grupo controle, e nos individuos do
grupo caso os niveis foram medidos na admissao ao tratamento com radiofarmaco e

7 dias ap6s o tratamento.

3.8 ANALISE ESTATISTICA DOS DADOS

Para andlise estatistica, as frequéncias alélicas e genotipicas foram estimadas
por meio do software SPSS versao 28.0 (SPSS Inc., Chicago, IL, EUA), adotando-se
um nivel de significancia de 5,0%.

O teste Qui-quadrado e o odds ratio (OR) foram aplicados para comparar as
distribuicdes de frequéncia, analisar possiveis associacdes com os alelos e genotipos
entre os dois grupos avaliados (caso e controle) e descrever suas estatisticas
resumidas.

Os testes de Mann-Whitney e Kruskal-Wallis foram empregados para comparar
as frequéncias genotipicas dos pacientes com CPT com suas caracteristicas clinicas:
tireoglobulina (Tg), hormdnio estimulante da tireoide (TSH) e indice de massa corporal

(IMC), bem como a dosagem de IL-18.
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O teste do Qui-quadrado e o Teste exato de Fisher foram utilizados para
analisar a associacao entre a distribuicdo de antitireoglobulina (Ul/mL), sexo e dose
de radiofarmaco administrada (mCi) em pacientes com PTC e seu genotipo. O teste
exato de Fisher também foi usado para examinar a associacéo entre o estadiamento

do tumor dos pacientes com CPT, de acordo com a classificacdo TNM, e seu gendtipo.
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4 RESULTADOS

4.1 RESULTADOS DAS ANALISES MOLECULARES DO GENE BAX (-248 G/A)
rs4645878.

Foram selecionados 30 individuos (média de idade 43 anos + 13 anos)
diagnosticados com CPT, por outro lado, o grupo controle foi composto por 81
participantes (média de idade 40 anos + 9 anos) saudaveis. A frequéncia genotipica
do polimorfismo do gene BAX (-248 G/A) no grupo controle estava em equilibrio
Hardy-Weinberg (p=0,130).

A Tabela 7 descreve a distribuicdo genotipica e alélica no grupo caso e controle,
no qual a maior parte do grupo diagnosticado com CPT (60,0 %) apresentou genétipo
GG. O mesmo ocorreu no grupo controle (82,7%). Além disso, observou-se uma
diferenca estatistica em relagcédo a associacao do polimorfismo e os diferentes grupos
(p=0,042).

Ao avaliar a distribuicao alélica, 76,7% dos pacientes com CPT possuiam o alelo
G, contra 90,1% do grupo controle, observando diferenca estatistica entre os alelos
estudados e uma protecdo para a ocorréncia de CPT, quando portador do alelo
selvagem (p=0,009; OR=0,360; 1C=0,163-0,793). Ao se dicotomizar os genotipos, foi
possivel observar uma diferenca estatistica entre os dados, sendo que a presenca do
gendtipo GG sugere uma protecdo para a ocorréncia de CPT (p=0,012, OR=0,313,
IC=0,123 - 0,794).
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Tabela 7 - Distribuic&o genotipica do polimorfismo BAX (-248 G/A) nos grupos caso
e controle.

CPT Controle
N % N % p OR IC (OR)
GG 18 60,0 67 82,7 0,042* N/A N/A
GA 10 33,3 12 14,8
AA 2 6,6 2 2,5
TOTAL 30 100 81 100
G 46 76,7 146 90,1 0,009* 0,360 (0,163-0,793)
A 14 23,3 16 9,9
TOTAL 60 100,0 162 100,0
GG 18 60,0 67 82,7 0,012 0,313 (0,123 -0,794)
GA+AA 12 40,0 14 17,3

TOTAL 30 100,0 81 100,0

Legenda: *=p<0,05; Teste Qui quadrado; N/A=N&o se aplica; OR= Odds Ratio;
IC=Intervalo de Confianca.
Fonte: Prépria autora

A partir dos resultados obtidos, foram analisadas as relacbes da variante
genética com caracteristicas clinicas ligadas aos pacientes diagnosticados com CPT,
como: concentracao sérica de tireoglobulina, TSH, antitireoglobulina, IMC, sexo, dose
administrada e estadiamento de tumores (TNM).

Ao se avaliar a dosagem de Tireoglobulina nota-se que 0s pacientes com
gendtipo AA tiveram como mediana maior do que os outros diferentes genaotipos,
contudo ndo houve diferenca significativa entre os diferentes tipos de genotipos e a
dosagem de tireoglobulina (p=0,102).

Analisando as trés variantes genéticas estudadas com os valores de
concentracéo sérica TSH e IMC (p = 0,973 e 0,460; respectivamente) também nao foi

observada diferenca estatistica entre os dados (Tabela 8).
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Tabela 8 - Mediana, Percentil 25, Percentil 75 e P-valores das variaveis Tireoglobulina, TSH e IMC nos pacientes diagnosticados

com CPT, conforme o gendtipo do polimorfismo BAX (-248 G/A).

[Tireoglobulina] ng/mL [TSH] uUl/mL IMC
BAX (-248 G/A)

P25 Mediana P75 P 25 Mediana P75 P 25 Mediana P75
GG 1,63 4,40 9,00 38,30 77,90 117,23 24,44 27,60 30,64
GA 0,52 0,81 1,06 7,46 71,96 121,00 22,57 24,37 33,30
AA 8,09 97,25 186,40 7,07 68,57 130,07 23,24 23,93 24,62

p valor 0,1022 0,9732 0,460
GG 1,63 4,40 9,00 38,30 77,90 117,23 24,44 27,60 30,64
GA+AA 0.56 1,04 20,04 7,46 71,96 121,00 22,91 24,37 32,51

p valor 0,506" 0,845P 0,324b

Legenda: a=Teste H de Kruskal-Wallis; b=Teste U de Mann-Whitney. Valores de referéncia: Tireoglobulina <10 ng/ml; TSH
<4,5uUl/ml.

Fonte: prépria autora.
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A Tabela 9 descreve a relacdo da variante genética estudada e a concentracdo
de antitireoglobulina nos pacientes diagnosticados com CPT dicotomizados quanto ao
genodtipo (GG e GA+AA), além de seu sexo e da dose de farmaco administrada.
Acerca da concentracdo de antitireoglobulina, 10 dos participantes diagnosticados
com CPT (76,9%) obtiveram uma concentracdo >20Ul/mL e eram portadores do
genatipo GG.

Verificou-se ainda que a maior parte dos individuos diagnosticados com CPT e
do gendtipo GG (70,6%) eram do sexo feminino, quando comparado ao masculino.
Sendo que nado houve diferenca estatistica entre 0s grupos genéticos e as variaveis
estudadas. Avaliando a dose de radiofarmaco administrada, 14 pacientes (82,4%) que
apresentam o genotipo GG, receberam doses < 150 mCi e 3 individuos com CPT
(17,6%) deste grupo com o mesmo genotipo, receberam a dose >150 mCi. Nas trés

caracteristicas estudadas, ndo foram observadas diferencas estatisticas significativas.
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Tabela 9 - Mediana, Percentil 25, Percentil 75 e P-valores das variaveis Tireoglobulina, TSH e IMC nos pacientes diagnosticados

com CPT, conforme o gendtipo do polimorfismo BAX (-248 G/A).

BAX (-248 G/A)

GG GA+AA p OR IC (OR)
<20 N 10 8 0,616 0,417 (0,36-4,81)
Antitireoglobulina % 76,9 88,8
Ul/mL
(Uiim) >20 N 3 1
% 23,1 11,2
N 13 9
Total
% 100 100
Feminino N 12 6 0,438 24 (0,52-11,19)
% 70,6 50
Sexo :
Masculino N 5 6
% 29,4 50
Total N 17 12
% 100 100
<150 N 14 11 0,622 0,42 (0,39-4,66)
0,
Dose administrada (mCl) % 82,4 L7
>150 N 3 1
% 17,6 8,3
Total N 17 12
% 100 100

Legenda: Teste exato de Fisher; OR= Odds Ratio; IC=Intervalo de Confianca. Valores de referéncia: Antitireoglobulina <4,00 Ul/ml

Fonte: propria autora.
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Pode-se observar que metade dos pacientes com gendtipo GG possuia

estadiamento T1+T2, contra a outra metade com o mesmo genétipo e estadiamento

T3+T4. Quanto aos demais estadiamentos, pouca informacdo dos pacientes estava

disponivel no prontuério (Tabela 10).

Tabela 10 - Estudo da associacdo entre o estadiamento TNM e pacientes

diagnosticados com CPT conforme o genatipo do polimorfismo BAX (-248 G/A).

BAX (-248 G/A)

GG GA+AA p OR IC (OR)
N 3 5 0,999 0,6 (0,70-5,14)
+
- T1+72 % 50 62,5
N 3 3
T3+T4
% 50 375
N 6 8
Total
% 100 100
NO N 1 - 0,222 N/A N/A
N % 50 -
N1 N 1 7
% 50 100
N 2 7
Total
% 100 100
N 1 1 N/A N/A N/A
M M1
% 100 100

Legenda: Teste exato de Fisher; N/A=ndo se aplica; OR= Odds Ratio;

IC=Intervalo de Confianca.

Fonte: prépria autora.
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4.2 RESULTADOS DAS ANALISES MOLECULARES DO GENE BCL2 (+128 G/A),
Ala43Thr, rs1801018.

Ao se avaliar a distribuicéo genotipica e alélica do grupo caso e controle quanto
ao polimorfismo do gene BCL2 (+128 G/A), Ala43Thr, nota-se que todos os individuos
da pesquisa tanto do grupo caso (100%) quanto controle (100%) apresentaram
genotipo GG, demostrando a presenca do aminoacido alanina na traducdo de ambos
os alelos (Ala43Ala), ndo sendo possivel fazer analise de diferenca estatistica dos
dados (Tabela 11).

Tabela 11 - Distribuicdo genotipica do polimorfismo BCL2 (+128 G/A),

Ala43Thr nos grupos caso e controle.

CPT Controle
N % N % p OR IC (OR)
Ala43Ala 30 100 30 100 N/A N/A N/A
Ala43Thr - - - -
Thr43Thr - - - -
Total 30 100 30 100
Ala 60 100 60 100 N/A N/A N/A
Thr - - - -
Total 60 100 60 100

Legenda: N/A=N&o se aplica; OR= Odds Ratio; IC=Intervalo de Confianca.
Fonte: propria autora.

Analisando as caracteristicas clinicas: concentracdo sérica de tireoglobulina,
TSH e IMC dos patrticipantes diagnosticados com CPT com gendétipo Ala43Ala nota-
se que a mediana da dosagem de Tireoglobulina foi 3,04 ng/mL, sendo o Percentil 25
0,90 ng/mL e o Percentil 75 8,55 ng/mL, estando dentro do esperado para os pacientes
com cancer de tireoide ja que foram submetidos a tireoidectomia total. A dosagem de
TSH apresenta a mediana 76,65 pUl/ml, com valores de Percentil 25 14,27 pUl/ml e
Percentil 75 118,08 pUI/ml (Tabela 12).



Tabela 12 - Mediana, Percentil 25, Percentil 75 e P-valores das variaveis Tireoglobulina, TSH e IMC nos pacientes
diagnosticados com CPT, conforme o genétipo do polimorfismo BCL2 (+128 G/A).
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BCL2 (+128 G/A) [Tireoglobulina] ng/mL [TSH] uUl/mL IMC
Alad3Thr P 25 Mediana P 75 P25  Mediana P75 P25  Mediana P75
Ala43Ala 0,90 3,04 8,55 14,27 76,65 118,08 | 23,83 26,22 30,80
BCL2  Ala43Thr N/A N/A N/A N/A N/A N/A N/A N/A N/A
Thr43Thr N/A N/A N/A N/A N/A N/A N/A N/A N/A
P valor N/A N/A N/A

Legenda: N/A=n&o se aplica. Valores de referéncia: Tireoglobulina <10 ng/ml; TSH <4,5pUl/ml.

Fonte: prépria autora.
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O estudo da associagao entre a distribuicdo de antitireoglobulina, sexo e dose
administrada do radiofamarco 131l pode ser avaliado na tabela 13, nota-se que 18
(81,8%) dos individuos com genotipo Ala43Ala possuiam dosagem de
antitireoglobulina menor que 20 Ul/mL enquanto que apenas 4 (18,2%) participantes

tiveram tal dosagem maior que 20 Ul/mL.



Tabela 13 - Estudo da associacéo entre a distribuicdo da antitireoglobulina (Ul/mL), sexo e dose administrada

(mCi) do radiofarmaco nos pacientes diagnosticados com CPT conforme o gendtipo do polimorfismo BCL2

(+128 G/A).
BCL2 (+128 G/A), Ala43Thr
Ala43Ala Ala43Thr/Thr43Thr p OR IC (OR)

N 18 - N/A N/A N/A
<=0 % 81,8 :
Antitireoglobulina (Ul/mL) N 4’ -
>20 % 18,2 i
Total N 22 -
oa % 100,0 i

Feminino N 19 - N/A N/A N/A
Sexo % 63,3 -
Masculino N 11 i
% 36,7 -
N 30 -

Total

% 100,0 -

<150 (;I) 4:;33 - N/A N/A N/A

Dose administrada (mCl) ’

>150 N 17 )
% 56,7 -
Total N 30 -
oa % 100,0 i

Legenda: OR= 0Odds Ratio; IC=Intervalo

Antitireoglobulina <4,00 Ul/ml.
Fonte: propria autora.

de Confianca; N/A=ndo se aplica. Valores de referéncia:

66
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Dos patrticipantes Ala43Ala, 19 (63,6%) eram do sexo feminino e 11 (36,7%) do
sexo masculino, avaliando-se a dose administrada de 1131 nos individuos com tal
genotipo nota-se que 13 (43,3%) tiveram a dose menor ou igual a 150 mCIl enquanto
que 17 (56,7%) dos pacientes diagnosticados com CPT foram submetidos & dose
maior que 150 mCl, ndo sendo possivel analisar diferenca estatistica entre o0s
genatipos pois todos os individuos do grupo caso possuiam genotipo Ala43Ala.

Ao se avaliar a associacdo entre o estadiamento TNM e o0s pacientes
diagnosticados com CPT observa-se que dos participantes com genoétipo Ala43Ala 8
(57,14%) apresentavam estadiamento T1+T2 e 6 (42,86%) se encontravam com
estadiamento T3+T4. Avaliando as metastases em linfonodos regionais 1 (11,11%)
ndo apresentava tais metastases (NO), enquanto que 8 (88,99%) possuiam
estadiamento N1. Quanto a metastase (M), notou-se que 2 pacientes com genétipo
Ala43Ala possuiam tal estadiamento. Nao foi possivel analisar diferenca estatistica
entre 0s gendtipos e os diferentes estadiamentos dos individuos da pesquisa pois

todos os individuos do grupo caso possuiam gendétipo Ala43Ala (Tabela 14).

Tabela 14 - Estudo da associacdo entre o estadiamento TNM e pacientes

diagnosticados com CPT conforme o gendétipo do polimorfismo BCL2 (+128 G/A).

BCL2 (+128 G/A), Ala43Thr

Ala43Ala Ala43Thr + Thr43Thr p OR IC (OR)
N 8 - N/A N/A N/A
T1+T2 % 57.14 i
T N 6 -
T3+T4 % 42.86 i
Total N 14 )
% 100,00 -
NO N 1 - N/A N/A N/A
N % 11,11 -
N1 N 8 -
% 88,89 -
N 9 -
Total
% 100,00 -
N 2 - N/A N/A N/A
M M1
% 100,00 -

Legenda: N/A=nao se aplica; OR= Odds Ratio; IC=Intervalo de Confianca.
Fonte: propria autora.
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4.3 RESULTADOS DAS ANALISES MOLECULARES DO GENE MAOA uVNTR

A distribuicdo genotipica do polimorfismo MAOA uVNTR nos grupos caso e
controle esta apresentada na Tabela 15. Os genoétipos encontrados na amostra
analisada foram 2R/4R, 3R@ (feminino homozigoto 3R/3R ou masculino hemizigoto
3R*), 3R/4R, 3R/5R, 4R@ (feminino homozigoto 4R/4R ou masculino hemizigoto 4R*)
e 5R@ (feminino homozigoto 5R/5R ou masculino hemizigoto 5R*).

Os mais frequentes foram 3R@ (n=12, 20%), 3R/4R (n=16, 26,7%) e 4R@
(n=24, 40%). Como ainda existem controvérsias®®°° sobre a atividade/efeito dos alelos
2R e 5R do MAOA uVNTR na funcgéo e transcricdo do MAOA e sua baixa frequéncia
na amostra analisada, todas as analises posteriores foram feitas em relacédo a 3R@,
3R/4R e 4AR@ gendtipos, deixando 27 pacientes PTC e 25 controles saudaveis dos 30

dos grupos originais.
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Tabela 15 - Distribuicéo genotipica do polimorfismo MAOA uVNTR nos grupos caso

(PTC) e controle (saudavel).

Grupos
Total
MAOA uVNTR CPT Controle

N % N % N %
2R/2R ou 2R* - -
(2R @)
2R/3R - - - - - -
2R/4R 1 3,3% 4 13,3% 5 8,3%
2R/5R - - - - - -
3R/3R ou 3R*

5 16,7% 7 23,3% 12 20,0%
(3R @)
3R/4R 8 26,7% 8 26,7% 16 26,7%
3R/5R 1 3,3% - - 1 1,7%
4R/4R ou 4R*

14 46,7% 10 33,3% 24 40,0%
(4R @)
4R/5R - - - - - -
5R/5R ou 5R*

1 3,3% 1 3,3% 2 3,3%
(5R @)

Legenda: * representa hemizigotos masculinos; @ representa a combinacédo de
homozigotos femininos e hemizigotos masculinos.

Fonte: propria autora

A distribuicdo genotipica  MAOA uVNTR nos grupos caso e controle
considerando apenas os alelos 3R e 4R é apresentada na Tabela 16. Embora 14
(51,9%) dos individuos do grupo caso tivessem o genoétipo 4R @ contra 10 (40,0%) no
controle grupo, néo foi detectada diferenca significativa entre a distribuicdo genotipica
dos grupos de pesquisa (p=0,629). Mesmo avaliando os genoétipos de forma
dicotomizada — modelo dominante (gendtipos 4R @ vs. 3R @ +3R/4R), ndo foi
observada diferenca estatisticamente significativa entre os grupos (p=0,392). A
frequéncia genotipica do polimorfismo do gene MAOA uVNTR no grupo controle

estava em equilibrio Hardy-Weinberg (p=0,07).
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Tabela 16 - Distribuicdo genotipica do polimorfismo MAOA uVNTR de acordo com

os alelos 3R e 4R nos grupos caso (PTC) e controle (saudavel).

Grupos
MAOA uVNTR PTC Controle
N % N % p OR IC (OR)
3R/3R ou 3R*
5 18,5% 7 28,0%
(3R @)
3R/4R 8 29,6% 8 32,0% 0,629 N/A N/A
4R/4R ou 4R*
14 51,9% 10 40,0%
(4R @)
4R/4R ou 4R* 0,54-
14 51,9 10 40,0% 0,392 1.62
(4R @) 4,85
3R @+ 3R/4R 13 48.1 15 60,0%

Legenda: * representa hemizigotos masculinos ; @ representa a combinacgdo de

homozigotos femininos e hemizigotos masculinos ; teste qui-quadrado; N/A= Nao

aplicavel; OR= Razéao de chances; IC=Intervalo de confianca.

Fonte: prépria autora

A Tabela 17 apresenta as relac6es do polimorfismo genético MAOA uVNTR de

pacientes com PTC com diferentes -caracteristicas clinicas.

Nenhuma das

caracteristicas clinicas analisadas tireoglobulina (Tg ng/mL), horménio estimulante da

tireoide (TSH pUI/mL) e indice de massa corporal (IMC) apresentou diferenca

estatistica entre os gendétipos dos pacientes com PTC (p=0,478; p=0,824; e p=0,999),

respectivamente.
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Tabela 17 - Mediana, percentil 25, percentil 75 e valores p de tireoglobulina ( Tg ), hormoénio estimulante da tireoide (TSH) e

variaveis do IMC em pacientes diagnosticados com cancer papilifero de tireoide (PTC), de acordo com seu genétipo MAOA

UVNTR.
MAOA [ Tireoglobulina ] ng/mL [TSH] uUIl /mL IMC
UVNTR P25 Mediana P75 P25 Mediana P75 P25 Mediana P75
3R@+ 0,47 4,40 31,99 38.30 76,65 117.23 | 23.65 25.73 32.46
3R/4R
4R @ 0,77 2.88 5.58 7.46 77,90 136.13 | 24.34 25.44 30.47
p-valor # 0,478 0,824 0,999

Legenda: @ representa a combinacdo de homozigotos femininos e hemizigotos masculinos; # Teste U de Mann-Whitney. Valores de
referéncia: Tireoglobulina <10 ng/ml; TSH <4,5uUl/ml.
Fonte: prépria autora
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A andlise de antitireoglobulina, sexo bioldgico e dose administrada de 131l de
acordo com a distribuicdo genotipica MAOA uVNTR € mostrada na Tabela 18.
Nenhuma diferenca significativa foi encontrada nos niveis de antitireoglobulina
(p=0,313) e na dose administrada de radiofarmaco (131l) (p=0,842) em pacientes com
PTC de acordo com seu genotipo MAOA uVNTR. Embora néo tenha sido identificada
diferenca significativa em relacdo ao sexo bioldgico dos pacientes com CPT (p=0,148),
houve mais pacientes do sexo feminino com pelo menos um alelo 3R (n=10; 76,9%)

do que pacientes do sexo masculino (n=3; 23,1%).
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Tabela 18 - Estudo da associacéo entre a distribuicdo da antitireoglobulina (UI/mL), sexo e dose administrada (mCi) do

radiofarmaco nos pacientes diagnosticados com CPT conforme o gen6tipo do polimorfismo MAOA uVNTR.

MAOA uVNTR
3R @+ 3R/4R 4R @ p#
N % N %
Antitireoglobulina (Ul/mL) <20 7 70,0% 8 88,9% 0,313
>20 3 30,0% 1 11,1%
sexo bioldgico F 10 76,9% 7 50,0% 0,148
M 3 23,1% 7 50,0%
Dose administrada ( mCl ) <150 6 46,2% 7 50,0% 0,573
>150 7 53,8% 7 50,0%

Legenda: @ representa a combinacédo de homozigotos femininos e hemizigotos masculinos ;# = teste exato de Fisher; *= p<0,05.
Valores de referéncia: Antitireoglobulina <4,00 Ul/ml
Fonte: propria autora
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A Tabela 19 mostra a andlise de associagéo entre o estadiamento TNM e o

genaotipo MAOA uVNTR dos pacientes com CPT. Notavelmente, todos os pacientes

com estadiamento T1+T2 (n= 7, 77,8%) apresentavam o genoétipo 4R @ (feminino

homozigoto 4R/4R ou masculino hemizigoto 4R*) (p= 0,018) e nenhum apresentava o

3R @ (feminino homozigoto 3R/3R ou masculino hemizigoto 3R*) + gendtipo 3R/4R

(n= 0, 0%).

Tabela 19 - Estudo da associacdo entre o estadiamento TNM e pacientes

diagnosticados com CPT conforme o genétipo do polimorfismo MAOA uVNTR.

MAOA uVNTR
3R @+ 3R/4R 4R @ p#
N % N %
T T1+T2 0 0,0% 7 77,8% 0,018*
T3+T4 3 100,0% 2 22,2%
N NO 0 0,0% 1 16,7% 0,659
N1 1 100,0% 5 83,3%
M MO 0 0,0% 0 0,0% N/D
M1 0 0,0% 2 100,0%

Legenda: @ representa a combinagdo de homozigotos femininos e hemizigotos

masculinos; # Teste Exato de Fisher; *= p<0,05

Fonte: propria autora
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4.4 RESULTADOS DAS ANALISES MOLECULARES DO GENE IL1B (+3954 C/T)
rs1143634.

A frequéncia e a distribuicdo genotipicas do polimorfismo IL-1B +3954C/T nos
pacientes com CPT e do grupo controle estéo descritas na Tabela 20. Tais frequéncias
genotipicas, foram encontradas em equilibrio Hardy-Weinberg (P=0,713).

O estudo mostra que né&o houve diferengca significativa na distribuicdo
genotipica entre os grupos (P=0,297), sendo que 33,3% dos individuos
diagnosticados com CPT possuiam o gendétipo CC contra 50% do grupo controle.

Ao se avaliar os genotipos dicotomizados, ndo houve associacao estatistica
entre o gendtipo CC e os gendtipos CC+CT (P = 0,191; OR = 0,50; 1C95% = 0,18 —
1,42). Analisando os alelos de forma isolada, também n&o foi possivel observar
diferenca estatisticamente significante (P = 0,126; OR = 0,55; 1C95% = 0,26 — 1,18).
Demostrando que a presenca do polimorfismo IL-1B 3954C/T nao foi associado ao

carcinoma papilifero da tireoide.

Tabela 20 - Distribuicdo genotipica e alélica do polimorfismo IL1B + 3954C/T em

individuos com CPT e grupo controle.

CPT Controle
N % N % p OR IC (OR)
CC 10 33,3 15 50,0
CT 15 50,0 13 43,3 0,297 NA NA
TT 5 16,7 2 6,7
Total 30 100 30 100
CC 10 33,3 15 50,0 0,191 0,50 0,18-1,42
CT+TT 20 66,7 15 50,0
Total 30 100 30 100
C 35 58,3 43 71,7 0,126 0,55 0,26-1,18
T 25 41,7 17 28,3
Total 60 100 60 100

Legenda: Teste Qui quadrado; N/A=Nao se aplica; OR= Odds Ratio; IC=Intervalo de
Confianca.
Fonte: Prépria autora
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A tabela 21 descreve variaveis clinicas dos individuos diagnosticados com CPT
quanto aos seus diferentes gendtipos (CC, CT e TT), contudo nenhuma das
caracteristicas clinicas analisadas tireoglobulina (Tg ng/mL), horménio estimulante da
tireoide (TSH pUI/mL) e indice de massa corporal (IMC) apresentou diferenca
estatistica entre os genoétipos dos pacientes com PTC (p=0,445; p=0,378; e p=0,654),
respectivamente.

Aos se analisar os genotipos de forma dicotomizada (CC e CT+TT) também
nao foi encontrada diferenca estatistica entre as variaveis Tg, TSH e IMC e os

diferentes gendtipos (p=0,625, 0,999, 0,839), respectivamente.



Tabela 21 - Mediana, Percentil 25, Percentil 75 e P-valores das variaveis Tireoglobulina, TSH e IMC

nos pacientes diagnosticados com CPT, conforme o genétipo do polimorfismo IL1B +3954 C/T.

IL1B + [Tireoglobulina] ng/mL [TSH] uul/mL IMC
3954C/T P 25 Mediana P 75 P 25 Mediana P 75 P 25 Mediana P 75
CC 0,77 3,04 5,58 1,20 77,90 118,08| 23,83 25,75 30,80
CT 0,59 1,63 31,90 10,87 60,91 106,33| 23,24 24,37 31,71
1T 2,88 8,09 195,00 60,51 116,72 137,00| 26,22 27,06 30,48
p valor 0,4452 0,3782 0,6542
CC 0,77 3,04 5,58 1,20 77,90 118,08| 23,83 25,75 30,80
CT+TT 1,02 3,64 31,90 15,96 68,94 119,12 23,67 26,22 31,61
p valor 0,625 0,999 0,839P

Legenda: a=Teste H de Kruskal-Wallis; b=Teste U de Mann-Whitney. Valores de referéncia:
Tireoglobulina <10 ng/ml; TSH <4,5pUl/ml.
Fonte: propria autora.
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A tabela 22 demonstra o estudo da associacdo entre a distribuicdo de
antitireoglobulina, sexo e dose administrada do radiofamarco 131l pode ser avaliado
na tabela 22, nota-se que 7 (77,7%) dos individuos com genétipo CC possuiam
dosagem de antitireoglobulina menor que 20 Ul/mL contra 11 (84,6%) dos individuos
com genotipos CT+CC.

Dos participantes com genétipo CC, 7 (70%) eram do sexo feminino, contra 11
(84,6%) com gendtipos CT+TT, ndo havendo diferenca significativa entre os dados
(p=0,452). Avaliando-se a dose administrada de 1131, nota-se que 10 (100%) dos
participantes com geno6tipo CC tiveram a dose menor ou igual a 150 mCl contra 16
(80%) individuos com gendtipo CT+TT, ndo sendo observada diferenca estatistica
entre os dados (p=0,176).
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Tabela 22 - Mediana, Percentil 25, Percentil 75 e P-valores das variaveis Tireoglobulina, TSH e IMC nos pacientes diagnosticados

com CPT, conforme o gendtipo do polimorfismo IL1B +3954 C/T.

IL1B + 3954C/T

cC CT+TT P OR IC (OR)
N % N %

Antitireoglobulina <20 7 77,8 11 84,6 0,551 0,64 0,07-5,61
(Ul/mL) >20 2 22,2 2 15,4
Total 9 100,0 13 100,0

Sexo F 7 70,0 12 60,0 0,452 1,55 0,31-7,87
M 3 30,0 8 40,0
Total 10 100,0 20 100,0

Dose administrada <150 10 100,0 16 80,0 0,176 NA NA
(mCl) >150 0 0,0 4 20,0
Total 10 100,0 20 100,0

Legenda: Teste exato de Fisher; OR= Odds Ratio; IC=Intervalo de Confianca. Valores de referéncia:

Antitireoglobulina <4,00 Ul/ml
Fonte: propria autora.
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Avaliando o estadiamento TNM dos pacientes diagnosticados com CPT
observa-se que 2 (100%) individuos com genoétipo CC apresentavam estadiamento
T1+T2 contra 6 (50%) individuos com genétipo CT+TT e 0 mesmo estadiamento
(p=0,233). Avaliando as metastases em linfonodos regionais, apenas 1 (100%)
individuo ndo apresentava tais metastases (NO), contra nenhum individuo com
gendtipo CT+TT (p=0,111). Quanto a presenca de metastase (M), observou-se que
nenhum individuo com gendétipo CC ou CT+TT teve auséncia de metastase (MO)
(P=0,999) (Tabela 23).

Tabela 23 - Estudo da associacdo entre o estadiamento TNM e pacientes

diagnosticados com CPT conforme o gendtipo do polimorfismo IL1B +3954 C/T.

IL1B + 3954C/T

cc CT+TT = OR  IC(OR)
N % N %
T1+T2 2  100,0 6 50,0

T T3+T4 0 0,0 6 50,0 0,233  NA NA
Total 2  100,0 12 100,0
NO 1 100,0 0 0,0

N N1 0 0,0 8 1000 0,111 NA NA
Total 1 100,0 8  100,0
MO 0 0,0 0 0,0

M M1 0 0,0 2 1000 0,999  NA NA
Total O 0,0 2 100,0

Legenda: Teste Exato de Fisher; N/A=n&o se aplica; OR= Odds Ratio; IC=Intervalo
de Confiancga.

Fonte: prépria autora.
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Os niveis de IL-13 dos pacientes com CPT antes e apds iodoterapia associados
aos diferentes genotipos, sdo descritos na tabela 24, sendo associados com a
distribuicdo genotipica em relacdo a percentil 25, mediana e percentil 75. Na analise
dos dados inflamatérios antes e apOs iodoterapia, verificou-se uma elevacéo
consideravel dos niveis de IL-1 apds o tratamento independentemente do genotipo.
Porém, na analise genotipica individual para antes do tratamento ndo houve relagédo
entre 0s gendtipos e os niveis de IL-1 B (p = 0,387), e apos tratamento também néo

foi possivel verificar relacao entre os genotipos e os niveis de IL-18 (p = 0,608).

Tabela 24 - Mediana, Percentil 25, Percentil 75 dos niveis de IL-1B antes e depois da

iodoterapia, conforme o gendtipo do polimorfismo IL1B +3954 C/T.

IL1B + 3954C/T

cC CT TT

IL-1b P 25 12,90 10,91 13,62
(pg/mL) Mediana 17,01 14,26 16,03
antes P75 18,41 16,57 18,86

p =0,387
IL-1b P 25 81,98 81,20 75,25
(pg/mL) Mediana 132,68 98,02 97,85
depois P75 143,60 104,68 129,03

p = 0,608

Legenda: Teste Exato de Fisher

Fonte: Prépria autora
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Com esses dados foi possivel analisar os perfis inflamatorios de ambos os
grupos, verificando que os pacientes com CPT, independente do genétipo e
independente do momento (antes ou depois do tratamento com 1131), possuiam niveis
mais elevados de IL-13 quando comparado aos individuos do grupo controle.

Ao se analisar a dosagem de IL-18 dos individuos com genotipos CC,CTe TT
antes do tratamento nota-se que os individuos diagnosticados com CPT apresentam
uma elevacao importante dos niveis de IL-13 quando comparados ao grupo controle,
independente do gendtipo. Observando-se diferenca estatistica na concentracdo de
IL-1B antes do tratamento em relacdo genoétipos CC e CT, quando comparados ao
grupo controle (p<001) (Tabela 25).

Avaliando a dosagem de IL-1B do grupo caso depois do tratamento com 1131
observa-se uma elevacédo ainda maior dos niveis de tal interleucina e quando tais
dosagens sdo comparadas as dosagens grupo controle nota-se uma diferenca
estatisticamente significante nos genotipos CC (p<0,001) e CT (p<0,001) (tabela 26).
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Tabela 25 - Mediana, Percentil 25, Percentil 75 dos niveis de IL-18 do grupo controle e do grupo caso antes da iodoterapia, conforme

0 genotipo do polimorfismo IL1B +3954 C/T.

Gendtipos
CC CT TT

P25 Mediana P75 | P25 Mediana P75 | P25 Mediana P75

IL-18 (pg/mL) CPT Antes 1290 17,01 1841|1091 14,26 1657|1362 16,03 18,86

Controle 501 7,01 839|617 7,09 790|616 6,16 6,16
p <0,001 p <0,001 p = 0,500

Legenda: Teste U de Mann-Whitney
Fonte: Propria autora



Tabela 26 - Mediana, Percentil 25, Percentil 75 dos niveis de IL-1p do grupo controle e do grupo caso depois da iodoterapia,
conforme o genotipo do polimorfismo IL1B +3954 C/T.

Genotipos
CcC CT TT

P25 Mediana P75 P25 Mediana P75 P25 Mediana P75

CPT Depois 81,98 132,68 143,60|81,20 98,02 104,68|75,25 97,85 129,03
IL-1 B (pg/mL)

Controle 501 7,01 839 |617 7,09 7,90 |616 6,16 6,16
p <0,001 p <0,001 p = 0,500

Legenda: Teste U de Mann-Whitney
Fonte: Propria autor
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Ao se avaliar a variagédo dos valores de dosagem de IL-1p antes e depois da
iodoterapia nota-se que antes do tratamento a variagdo dos valores em torno da
mediana € minima, sendo o p75 = 187,39 pg/mL, a mediana = 15,45 pg/mL o0 p25 =
12,72 pg/mL. Contudo, apés a iodoterapia nota-se uma elevacéo da IL-1f com uma
predominéncia de valores entre a mediana = 98,62 e o p75 = 134,71, demonstrando
que grande parte dos pacientes elevaram sua IL-18 a cima da mediana ap0s o
tratamento com o 1311 (p<0,001) (Figura 11).

Figura 12 - Box-plots demonstrando a variagéo entre os valores de dosagem de IL-

18 antes e depois da iodoterapia.

p = 0,001

IL-1b (pgimL)

S 00

Antes Depois
Momentos
Legenda: Teste Exato de Fisher

Fonte: prépria autora.

Avaliando a variagdo dos valores de dosagem de IL-13 antes do tratamento
com 0 1131 e comparando com a dosagem do grupo controle nota-se que a dosagem
do grupo caso antes do tratamento € consideravelmente maior e que grande parte dos
pacientes com genotipo TT possuiam sua dosagem de IL-1 menor do que a mediana,
observando-se uma diferencga estatistica entre as andlises (p<0,001) (Figura 12).

Observando a variacdo dos valores de IL-1B depois da iodoterapia e
comparando com a dosagem do grupo controle a diferenca dos valores é ainda mais
discrepante, havendo uma elevacao de tal interleucina nos participantes do grupo
caso apos o tratamento, sendo que grande parte dos individuos com genétipo TT apo6s

o tratamento possuiam valores de IL-1B acima da mediana (p<0,001) (Figura 13).
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Figura 13 - Box-plots demonstrando a variacao entre os valores de dosagem de IL-

18 no grupo controle e no grupo caso antes da iodoterapia.
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Figura 14 - Box-plots demonstrando a variagdo entre os valores de dosagem de IL-

18 no grupo controle e no grupo caso depois da iodoterapia.
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4.5 RESULTADOS DAS ANALISES MOLECULARES DO GENE IL5 (-703 C/ T)

A frequéncia e a distribuicdo genotipicas do polimorfismo IL5 (-703 C / T) nos
pacientes com CPT e do grupo controle estéo descritas na Tabela 27. Tais frequéncias
genotipicas, foram encontradas em equilibrio Hardy-Weinberg (P=0,503).

Ao analisar os diferentes genotipos no grupo caso e controle nota-se que néo
houve diferenca significativa na distribuicdo genotipica entre os grupos (p=0,273),
sendo que 36,6% dos individuos do grupo caso possuiam genoétipo CC contra 20,7%
do controle.

Avaliando os genotipos dicotomizados, ndo houve diferenca significativa entre
0 gendtipo CC e os gendtipos CC+CT (p = 0,175; OR = 2,22; IC95% = 0,69 — 7,12).
Analisando os alelos de forma isolada, também néo foi possivel observar diferenca
estatisticamente significante (P = 0,099; OR = 1,84; 1C95% = 0,89 — 3,84).

Tabela 27 - Distribuicdo genotipica do polimorfismo IL5 (-703 C / T) nos grupos caso

e controle.
CPT Controle

N % N % P OR IC (OR)
CC 11 36,7 6 20,7
CT 14 46,7 14 48,3 0,273 NA NA
TT 5 16,7 9 31,0
Total 30 100,0 29 100,0
CC 11 36,7 6 20,7
CT+TT 19 63,3 23 79,3 0,175 2,22 (0,69-7,12)

Total 30 100,0 29 100,0

C 36 60,0 26 44,8

T 24 40,0 32 55,2 0,099 1,84 (0,89-3,84)
Total 60 100,0 58 100,0

Legenda: Teste Qui quadrado; N/A=Nao se aplica; OR= Odds Ratio; IC=Intervalo de
Confianca.
Fonte: Prépria autora
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A partir dos resultados obtidos no estudo, foram analisadas as relagbes da
variante genética IL5 -703C/T com caracteristicas clinicas ligadas aos pacientes
diagnosticados com CPT.

Ao se avaliar a dosagem de Tireoglobulina n&o foi observada diferenca
estatistica em relacdo aos diferentes gendtipos (p=0,066) e aos genotipos
dicotomizados (p=0,194). Analisando a dosagem de TSH, nota-se que pacientes com
genodtipo CC tiveram como mediana 110,0 uUl/mL, contudo ndo houve diferenca
significativa entre os diferentes tipos de genotipos e a dosagem de TSH (p=0,359) e
entre os gendtipos dicotomizados e a dosagem de TSH (p=0,166). Ao analisar a
variavel IMC também n&o houve diferenca significativa ao associar com os diferentes

gendtipos (p=0,057) e os gendtipos dicotomizados (p=0,808) (Tabela 28).
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Tabela 28 - Mediana, Percentil 25, Percentil 75 e P-valores das variaveis Tireoglobulina, TSH e IMC nos pacientes diagnosticados

com CPT, conforme o gendtipo do polimorfismo IL5 (-703 C/T).

[Tireoglobulina] ng/mL [TSH] uul/mL IMC

IL5 -703C/T P 25 Mediana P 75 P 25 Mediana P 75 P25 Mediana P75
cC 0,77 1,80 3,00 55,90 110,30 136,13 | 24,34 2524 28,13
CT 3,08 5,58 31,99 14,27 71,96 95,42 23,24 23,83 30,80
TT 0,26 0,53 97,80 12,56 41,78 84,64 30,48 33,30 33,69

p valor 0,0662 0,3592 0,0572
cC 0,77 1,80 3,00 55,90 110,30 136,13 | 24,34 2524 28,13
CT+TT 1,02 5,43 31,99 14,27 65,91 95,42 23,63 28,35 31,71

p valor 0,194b 0,166° 0,808P

Legenda: a=Teste H de Kruskal-Wallis; b=Teste U de Mann-Whitney. Valores de referéncia: Tireoglobulina
<10ng/ml; TSH <4,5uUl/ml.
Fonte: prépria autora.
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A Tabela 29 descreve a relacdo da variante genética IL5 (-703 C/T) e a
concentracdo de antitireoglobulina nos pacientes diagnosticados com CPT
dicotomizados quanto ao gendtipo (CC e CT+TT), além de seu sexo e da dose de
farmaco administrada. Acerca da concentracdo de antitireoglobulina, 5 participantes
diagnosticados com CPT com gendétipo CC (71,4%) obtiveram uma concentracao
<20UI/Ml contra 13 (86,7%) dos individuos com gendtipo CT+TT (p=0,378). Verificou-
se ainda que 5 individuos (45,5%) diagnosticados com CPT e do gendétipo CC eram
do sexo feminino contra 14 (73,7%) dos individuos do mesmo sexo e com gendtipo
CT+TT (p=0,125). Com relacdo a dose de radiofarmaco administrada, 11 pacientes
(100%) que apresentaram o genotipo CC, receberam doses < 150 mCi contra 15
(78,9%) dos pacientes com genotipo CT+TT que receberam a mesma dose (p=0,014).
Vale ressaltar que ndo houve diferenga estatistica entre 0os grupos genéticos e as

variaveis estudadas.



Tabela 29 - Estudo da associacéo entre a distribuicdo da antitireoglobulina (UI/mL), sexo e dose administrada (mCi) do

radiofdrmaco nos pacientes diagnosticados com CPT conforme o gendtipo do polimorfismo IL5 (-703 C/T).

IL5 -703C/T

CT+TT P OR IC(OR)

N % N %

" _ <20 5 71,4% 13 86,7%

Antitireoglobulina

(Ul/mL) >20 2 28,6% 2 13,3% 0,378 0,38 0,04-3,52

Total 7 100,0% 15 100,0%

F 5 45,5% 14 73,7%

Sexo

M 6 54,5% 5 26,3% 0,125 0,29 0,06-1,42

Total 11 100,0% 19 100,0%

o <150 11 100,0% 15 78,9%

Dose administrada (mCl)

>150 0 0,0% 4 21,1% 0,140 NA NA

Total 11 100,0% 19 100,0%

Legenda: Teste exato de Fisher; OR= Odds Ratio; IC=Intervalo de Confianca; N/A=n&o se aplica. Valores
de referéncia: Antitireoglobulina <4,00 Ul/ml

Fonte: propria autora.
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A tabela 30 demonstra o estadiamento TNM dos pacientes diagnosticados com

CPT conforme os gendtipos do polimorfismo IL5 (-703 C/T). Observa-se que 3 (60%)

individuos com genotipo CC apresentavam estadiamento T1+T2 contra 5 (55,6%) dos

individuos com gendtipo CT+TT (p=0,657). Avaliando as metastases em linfonodos

regionais, nenhum participante com genotipo CC apresentava tais metastases (NO),

contra 1 (16,7) individuo com genoétipo CT+TT (p=0,667). Quanto a metastase (M),

observou-se que em ambos gendtipos apenas 1 (100%) individuo apresentou

metastases a distancia (p=0,999). Portanto, ndo foi observada diferenca estatistica

entre a variavel estadiamento TNM e os diferentes gendétipos em estudo.

Tabela 30 - Estudo da associacdo entre o estadiamento TNM e pacientes

diagnosticados com CPT conforme o genoétipo do polimorfismo IL5 (-703 C/T).

IL5 -703C/T
cC CT+TT P OR IC (OR)
N % N %
T1+T2 3 60 5 55,6
T T3+T4 2 40 4 44,4 0,657 1,2 0,13-11,05
Total 5 100 9 100
NO 0 0 1 16,7
N N1 3 100 5 83,3 0,667 NA NA
Total 3 100 6 100
MO 0 0 0 0
M M1 1 100 1 100 0,999 NA NA
Total 1 100 1 100

Legenda: Teste Exato de Fisher; N/A=n&o se aplica; OR= Odds Ratio; IC=Intervalo

de Confianca.
Fonte: propria autora.
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4.6 RESULTADOS DAS ANALISES MOLECULARES DO GENE IL12B (+1188 A/C)
regido nédo traduzida, rs3212227

A andlise genotipica dos grupos caso e controle pode ser observada na Tabela
31, na qual 15 (50%) individuos do grupo caso, diagnosticados com carcinoma
papilifero da tireoide, apresentaram genaétipo AA, enquanto que no grupo controle 16
(53,3%) individuos apresentaram genotipo AC, nao observando diferenca
estatisticamente significante entre os dois grupos (p=0,180). Analisando a o0s
gendtipos dicotomizados nota-se que 15 (50%) dos individuos do grupo caso
apresentaram genétipo AA e 15 (50%) participantes do mesmo grupo apresentaram
pelo menos um alelo mutado de forma heterozigota (AC) ou homozigota (CC),
engquanto que no grupo controle 22 (73%) individuos apresentaram pelo menos um
alelo mutado, ndo observando diferenca estatistica entre os dados (p=0,630;
OR=2,75; 1C=0,93-8,10).

Tabela 31 - Distribuicdo genotipica do polimorfismo IL12B (+1188 A/C) nos

grupos caso e controle.

Grupos

CPT Controle p OR (IC)

n % n %
AA 15 50,0 8 26,7 0,180 NA
AC 11 36,7 16 53,3
CcC 4 13,3 6 20,0
TOTAL 30 100,0 30 100,0
AA 15 50,0 8 26,7 0,630 2,75(0,93-8,10)
AC+CC 15 50,0 22 73,3
TOTAL 30 100,0 30 100,0

Legenda: Teste Qui quadrado; N/A=Nao se aplica; OR= Odds Ratio;
IC=Intervalo de Confianca.
Fonte: propria autora.

Ao relacionar os trés diferentes gendtipos estudados com caracteristicas
clinicas como tireoglobulina, TSH e IMC, ndo foram encontradas diferencas
estatisticas (0,535, 0,431,0,654; respectivamente) (Tabela 32).
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Tabela 32 - Mediana, Percentil 25, Percentil 75 e P-valores das variaveis Tireoglobulina, TSH e IMC nos pacientes diagnosticados com

CPT, conforme o gendtipo do polimorfismo IL12B (+1188 A/C).

[Tireoglobulina] ng/mL [TSH] uUI/mL IMC
IL12B +1188 A/C
(rs3212227) P25 Mediana P75 | P25  Mediana P75 | P25  Mediana P75
AA 0,52 3,64 31,99| 27,98 103,36 128,57 | 23,67 26,64 31,61
AC 1,63 5,43 9,00 | 14,27 71,96 77,90 | 24,25 26,26 30,80
CC 0,59 1,06 3,08 | 7,46 51,44 95,42 | 22,22 24,01 29,04
p valor 0,5352 0,4312 0,6542
[Tireglobulina] ng/mL [TSH] uUl/mL IMC
P25 Mediana P75 | P25 Mediana P75 P25 Mediana P75
AA 0,52 3,64 31,99| 27,98 103,36 128,57 | 23,67 26,64 31,61
AC+CC 1,06 3,04 8,09 | 7,46 71,96 95,42 | 23,83 25,24 30,80
p valor 0,886° 0,211° 0,914

Legenda: a=Teste H de Kruskal-Wallis; b=Teste U de Mann-Whitney. Valores de referéncia:

TSH <4,5uUl/ml.
Fonte: propria autora.

Tireoglobulina <10 ng/ml;
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Avaliando a auséncia de mutacado (AA) e a presenca da mutacdo em pelo
menos um alelo (AC+CC) nos pacientes diagnosticados com CPT e relacionando com
concentracdo de antitireoglobulina, sexo e dosagem administrada de radiofarmaco, foi
possivel observar que a concentragdo de antitireoglobulina foi <20 Ul/mL em 9
(81,8%) dos pacientes com gendtipo AA o que também foi visualizado em 9 (81%) dos
pacientes com genétipo AC+CC (p=0,999; OR=1; OR=0,11-8,73). Nota-se que 9
(81,8%) dos diagnosticados com CPT com gendtipo AA eram do sexo feminino,
enguanto que 10 (66,7) mulheres apresentaram genétipo AC+CC (p=0,705; OR=0,75;
IC=0,16-3,32). Com relacdo a dose de radiofarmaco administrada, 11 (73,3%)
pacientes que apresentaram gendtipo AA receberam doses < 150 mCi enquanto que
4 (26,7%) pacientes com 0 mesmo genotipo receberam dose >150 mCi. Nas trés
caracteristicas estudadas, nao foram observadas diferencas estatisticamente

significantes (Tabela 33).



Tabela 33 - Estudo da associacéo entre a distribuicdo da antitireoglobulina (UI/mL), sexo e dose administrada (mCi) do

radiofdrmaco nos pacientes diagnosticados com CPT conforme o gendtipo do polimorfismo IL12B (+1188 A/C).

IL12B +1188 A/C AA AC+CC p OR IC (OR)
(rs3212227) - % - %
N _ <20 9 81,8% 9 81,8% 0,999 1,00 (0,11-8,73)
Antitireoglobulina
>20 2 18,2% 2 18,2%
(Ul/mL)
Total 11 100,0% 11 100,0%
F 9 60,0% 10 66,7% 0,705 0,75 (0,16-3,32)
Sexo M 6 40,0% 5 33,3%
Total 15 100,0% 15 100,0%
Dose <150 11 73,3% 15 100,0% 0,267 NA NA
administrada >150 4 26, 7% - -
(mCl) Total 15 100,0% 15 100,0%

Legenda: Teste Qui-quadrado; OR= Odds Ratio; IC=Intervalo de Confianca. Valores de referéncia: Antitireoglobulina

<4,00 Ul/ml

Fonte: prépria autora.
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Ao se avaliar os diferentes estadiamentos do carcinoma papilifero da tireoide e
associar com a auséncia (AA) ou presenca de mutacdo em pelo menos um alelo
(AC+CC) nota-se que 4 (66,7%) individuos com gendtipo AA apresentaram
estadiamento T3+T4 contra 2 (25,0%) individuos com gendtipo AC+CC e 0 mesmo
estadiamento (p=0,119). Avaliando-se o estadiamento N, 5 (100,0%) dos individuos
com gendtipo AA apresentaram estadiamento N1 contra 3 (75,0%) dos individuos com
genotipo AC+CC e também estadiamento N1 (p=0,236). Apenas 2 individuos
diagnosticados com carcinoma papilifero de tireoide apresentaram estadiamento M1,

e esses possuiam genotipo AC+CC (Tabela 34).

Tabela 34 - Estudo da associacdo entre o estadiamento TNM e pacientes
diagnosticados com CPT conforme o gendtipo do polimorfismo IL12B (+1188
A/C).

IL12B +1188 A/C (rs3212227)

AA AC+CC p
n % n %
T T1+T2 2 33,3 6 75,0 0,119
T3+T4 4 66,7 2 25,0

N NO - 0,0 1 25,0 0,236

N1 5 100,0 3 75,0

MO - 0,0 - - NA
M

M1 - 0,0 2 100,0

Legenda: Teste Qui-quadrado; N/A=n&o se aplica.
Fonte: propria autora.
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5 DISCUSSAO

No presente estudo foi encontrada uma diferenca estatisticamente significante
entre a presenca do alelo G no polimorfismo do gene BAX (-248 G/A) e a ocorréncia
de cancer de tireoide, sendo o alelo G mais comum entre os grupos (p=0,009). Ao se
dicotomizar os genétipos considerando a presenca de G nos dois alelos (GG) e a
presenca do alelo A em pelo menos um alelo (GG+GA) e associar com 0S grupos caso
(CPT) e controle, nota-se que 18 (60%) dos individuos com genétipo GG eram do
grupo caso contra 67 (82,7%) dos individuos com genétipo GG do grupo controle
(p=0,012), demonstrando um fator de protecao dos individuos com genétipo GG para
a ocorréncia de Carcinoma Papilifero de Tireoide.

Mirmajidi (2016)*8, realizando uma andlise polimérfica do gene BAX -248G/A
em uma amostra de pacientes com cancer gastrico, observou que o alelo G foi mais
frequente entre o grupo caso e o0 grupo controle, sendo que tal polimorfismo pode
afetar a expressao da proteina BAX. Em tal estudo foi realizada uma analise in silico
demonstrando que a alteracdo génica estudada removeu o fator de transcricdo
Proteina de Especificade 1 (SP1) em amostras com genétipo AA, afetando a
expressdo do gene na célula.*®

Em um estudo indiano sobre o cancer ovariano e a presenca de polimorfismo
do gene BAX (-248 G/A), foi encontrada uma associa¢cao e um aumento de risco em
individuos com o gendétipo AA e a ocorréncia do cancer ovariano (ORs = 4.1, 95 %, ClI
=1.23-13.97).%2

A proteina BCL2 promove a sobrevivéncia celular ao inibir a morte celular
programada ou apoptose. Uma variedade de carcinomas quimiorresistentes, incluindo
cancer ovariano, cancer uterino, cancer de mama e cancer gastrico, expressam BCL2,
sugerindo que BCL2 pode interferir com uma variedade de agentes citotdxicos.3

Peng e colaboradores* (2015) em um estudo caso-controle de associacdo do
polimorfismo BCL2 (128 G/A) realizado com 235 pacientes diagnosticados com cancer
de pulmédo de células pequenas inoperaveis (estagio IllI/IV) em Chongging, China,
observou que 129 (54,9%) dos pacientes de sua pesquisa apresentaram o genétipo
GG enquanto que 87 (37%) e 19 (8,1%) apresentaram 0s genotipos GA e AA,
respectivamente. Lima e colaboradores (2020)”° em um estudo do tipo caso-controle

realizado com 158 participantes no Distrito Federal, Brasil, analisaram a associacao
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do polimorfismo BCL2 (128 G/A) e a ocorréncia de Acidente Vascular Encefalico
Hemorragico, os autores encontraram que 69 (88,5%) dos pacientes diagnosticados
com AVEH possuiam gendétipo GG, enquanto que 9 (11,5%) e 0 (0%) apresentaram
genotipo GA e AA, respectivamente. Tais estudos demonstram a prevaléncia do
gendtipo GG sobre os demais genoétipos tanto na populagdo chinesa quanto na
brasileira, tal fato se comprova no presente estudo, no qual 30 (100%) do grupo caso
e do grupo controle possuiam gendtipo GG, Ala43Ala.

O catabolismo da Monoamina oxidase A (MAOA) contribui para o estresse
oxidativo, essencial para a carcinogénese, como no cancer de prostata. White e
colaboradores (2012)%" afirmam que o polimorfismo MAOA uVNTR influencia a
expressao e atividade do gene podendo afetar a suscetibilidade ao cancer de prostata.
Em seu estudo caso-controle foi avaliado tal polimorfismo em residentes caucasianos
e afro-americanos de King Couty, Whashington, Estados Unidos da América,
demonstrando que os dois alelos mais comuns foram os de 3 e 4 repeticdes, que
juntos representaram aproximadamente 90,7% dos gendtipos controle e 92% dos
gendtipos do grupo caso.

As variantes alélicas MAOA uVNTR no presente estudo foram 2R, 3R, 4R e 5R
e 0S genotipos encontrados foram 2R/4R, 3R@ (homozigoto feminino 3R/3R ou
hemizigoto masculino 3R*), 3R/4R, 3R/5R, 4R@ (homozigoto feminino 4R/4R ou
hemizigoto masculino 4R*) e 5R@ (homozigoto feminino 5R/5R ou hemizigoto
masculino 5R*). Assim como o estudo de White et al. (2012)°%’, 3R e 4R foram os
genotipos mais comuns nos grupos controle e caso, em seu trabalho a frequéncia
genotipica foi de 20% para 3R@ (n=12), 26,7% para 3R/4R (n =16) e 40% para
genoétipos 4R@ (n=24).

Devido as controvérsias em torno da atividade/efeito dos alelos 2R e 5R na
funcéo e transcricdo da MAOA e sua baixa frequéncia na amostra do estudo, todas as
analises posteriores foram feitas em relacdo aos genotipos 3R@, 3R/4R e 4AR@. N&o
foi detectada diferenca significativa entre a distribuicdo genotipica dos grupos de
pesquisa (p=0,629) e nem ao avaliar os genotipos dicotomizados (4R@ vs.
3R@+3R/4R) (p=0,392).
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A IL-1B sinaliza através da ligagdo ao receptor IL-1R1, que € amplamente
expresso em varias populacdes de leucécitos e frequentemente em tecidos epiteliais.
Os efeitos fisiolégicos incluem a expansdo dos progenitores hematopoiéticos, a
regulacdo da hematopoiese de emergéncia e a sobrevivéncia prolongada de
neutrofilos e mondcitos-macrofagos. A relevancia oncoldgica da sinalizagéo de IL-13
foi recentemente demonstrada em camundongos deficientes em IL1[3, que mostraram
inibicdo do crescimento tumoral em varias entidades tumorais e mantiveram
imunidade antitumoral. A sinalizacdo de IL-1p impulsiona a carcinogénese por varios
mecanismos, incluindo inflamagé&o sustentada com recrutamento preferencial de
macréfagos e neutréfilos, angiogénese e imunossupresséo.®

Lurje e colaboradores (2023)% em um estudo sobre Polimorfismos genéticos
da interleucina-1p (rs1143634) e interleucina-8 (rs4073) associados a sobrevivéncia
apos resseccao de colangiocarcinoma intra-hepético observaram que a genotipagem
para IL-1B C+3954 T (rs1143634) foi bem-sucedida em 112/112 pacientes (100%),
com 65% (73/112) homozigotos para o alelo C (C/C), 28% (31/112) ) heterozigotos
(CIT) e 7% (8/112) homozigotos para o alelo T (T/T), correspondendo as frequéncias
alélicas de C=0,790 e T=0,210 e, portanto, com grande semelhanca com as
frequéncias alélicas de referéncia nas populacdes europeias, que sdo C=0,763 e
T=0,237.86

No presente estudo, ao analisar o polimorfismo IL1B (+3954 C/T) e sua
distribuicdo genotipica CC, CT e TT entre os diferentes grupos caso e controle, nao
foi encontrada diferenca estatisticamente significante (p=0,297), ao se dicotomizar o0s
gendtipos CC e CT+TT também ndo foi possivel encontrar diferenca estatistica
(p=0,191).

IL-5 € uma citocina responsavel pelo recrutamento, proliferacdo, maturacéo e
ativacdo de eosindfilos, aumentando a adesdo e migracdo de eosindfilos. Gitto e
colaboradores (2020)8" afirmam que a IL-5 estimula a diferenciacédo e ocrescimento
de linfécitos B e pode estimular os mastécitos, aumentando sua producéo de citocinas
pré-tumorais e pré-fibréticas, incluindo TNF-q, IL-13 e granuldcitos, bem como fator
estimulador de colonias de macrofagos (GM-CSF).

Erdei e colaboradores (2010) em seu estudo com base em experiéncias in vitro,
afirmam que granuldcitos eosindfilos, pré-tratados com IL-5 antes da interagcdo com o

tumor ou com as células endoteliais, ligaram-se agressivamente as células
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endoteliais, evitando assim a fixagdo do tumor. Tais descobertas levantam a
possibilidade de que o nivel aumentado de IL-5 detectado possa representar um sinal
molecular para os granulocitos eosindfilos, atraindo-os para as células cancerigenas,
levantando a possibilidade do potencial dos granulécitos eosinodfilos para futuras
investigacdes terapéuticas.®

No presente trabalho ao estudar o polimorfismo IL5 (-703 C/T) associado ao
CPT nao foi possivel observar diferencas estatisticas ao avaliar os diferentes
genotipos e 0s grupos caso e controle (p=0,273).

A interleucina 12 é considerada um fator de risco para céncer, Kong e
colaboradores (2020) em uma revisao sistematica avaliaram cinco estudos asiaticos
(China e india), um africano (Egito) e um Norte Americano (América), quanto ao
polimorfismos IL12B (+1188 A/C) e sua distribuicdo genotipica em uma amostra de
pacientes com hepatocarcinoma, notando que ao se comparar 0s genoétipos AA versus
AC+CC foram encontrados em todos os estudos 2.337 individuos do grupos caso e
3.362 do grupo controle, tendo diferenca estatistica (p=0,003) entre os diferentes
grupos genotipicos.®®

No presente estudo, ao se analisar o polimorfismo IL12B (+1188 A/C) e sua
distribuicdo genotipica entre os diferentes grupos, ndo foi encontrada diferenca
estatisticamente significante, possivelmente devido ao niumero amostral ser menor
gue nos demais estudos da literatura.

Além disso, um estudo retrospectivo dos prontuarios de pacientes que
realizaram a tireoidectomia em um Hospital publico de referéncia em Oncologia no
Estado de S&o Paulo no periodo de 2009 a 2010, observou entre outros fatores o IMC
(raz&o do peso pela altura do paciente elevada ao quadrado) e ao avaliar o IMC dos
participantes da pesquisa notou-se um aumento na propor¢cdo de pacientes com
cancer bem diferenciado de tireoide pode ser observado com o aumento do IMC, mas
sem diferenca estatistica.®®

No presente estudo pode-se observar que a mediana da variavel IMC também
nao teve diferenca estatisticamente significante ao se avaliar os diferentes genopitpos
do estudo nos diferentes polimorfismos: BAX (-248 G/A) (p= 0,460), MAOA uVNTR
(p=0,999), IL1-B (p=0,654), 1L5 (p=0,057) IL12B (+1188 A/C) (p=0,654).

Ao se avaliar a susceptibilidade ao cancer, Feng e colaboradores (2018) em

um estudo de revisdo sistematica afirmam que a associacao entre o gene BAX e tal
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susceptibilidade tem sido estudada, contudo a maioria dos estudos avaliados
demonstrou que o polimorfismo do gene BAX néo esté relacionado a susceptibilidade
ao cancer. Entretanto, os autores afirmam que mesmo com analises estatisticamente
insignificantes nao foi possivel ignorar a interacdo entre a ocorréncia do cancer com
outros genes como TP53 e BCL2.5!

Marcadores tumorais sdo moléculas presentes nos tumores, um marcador
bioldgico ideal deve ser especifico e sensivel para que os tipos de tumor possam ser
mais facilmente identificados e sua gravidade e estadiamento caracterizados. A
glandula Tireoide é controlada pelo TSH produzido pela hipéfise com finalidade de
estimular a tireoide a produzir T3 e T4%. Fighera e colaboradores (2015) revisaram
retrospectivamente os prontuarios médicos de 622 pacientes com bocio uni multi-
nodular, observando que TSH> 1,64 mU/L persiste como fator de risco para
malignidade, independentemente de outras variaveis. Pacientes com lesé&o folicular
apresentaram niveis mais altos de TSH em comparacdo com pacientes com
diagnéstico citologico benigno sendo concluido que niveis séricos elevados do TSH,
tém sido associados com com maior agressividade do cancer de tireoide e maior risco
de nédulos malignos de tireoide.%

O presente estudo apresentou a dosagem de TSH em relacdo aos diferentes
tipos de genotipos do polimorfismo BAX (-248 G/A), sendo a mediana 77,90; 71,96 e
68,57 pUI/mL para os genétipos GG, GA e AA, respectivamente (p=0,973). Avaliando
o polimorfismo BCL2 (128 G/A) também é notado um alto valores quanto a mediana
de TSH associado ao gendtipo Ala43Ala (76,65 pUl/mL), ndo sendo possivel avaliar
estatisticamente devido a auséncia de outros genétipos no grupo, também foram
observados altos valores relacionados a mediana de TSH no estudo do polimorfismo
MAOA uVNTR, sendo que para o genoétipo 3R@+3R/4R foi 76,65 pUl/mL e para o
genotipo 4@ 77,90 pUI/mL (p=0,824). Avaliando o polimorfismo IL1B (+3954 C/T)
pode-se observar a mediana dos gendtipos CC (77,90 pUl/mL), CT (60,91 pUl/mL) e
TT (116,72 pUl/ml) (p=0,378), quanto ao polimorfismo IL5 (-703 C/T) observou-se para
0 gendtipo CC (110,30 pUl/ml), CT (71,96 pUl/ml) e TT (41,78 pUl/ml) (p=0,359) e
para o polimorfismo IL12B (+1188 A/C) avaliou-se o TSH dos gendétipos AA (103,36
pUl/mL), AC (71,96 puUl/mL) e CC (51,44 pUl/mL) (p=0,431). A observacéo de tais
valores altos para a concentracdo de TSH pode ser explicado devido a terapia com
1311 dos pacientes que era precedida pela suspenséo da levotiroxina utilizada, nao

necessariamente sendo um pior prognéstico.
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Gudmundsson e colaboradores (2009) para pesquisar variantes de sequéncia
gue conferem risco de cancer de tireoide, realizaram um estudo de associagédo caso
e controle na Islandia, seguido por um estudo de replicacdo em individuos de
descendéncia europeia. Demonstrando duas variantes comuns associadas a doenca,
0 gene FOXE1 (TTF2) e NKX2-1 (TTF1). Ambas as variantes contribuiram para um
risco aumentado de cancer de tireoide papilar e folicular. Aproximadamente 3,7% dos
individuos foram homozigotos para ambas as variantes, e seu risco estimado de
cancer de tireoide aumentou em 5,7 vezes quando comparada a nao portadores.
Diferente dos demais estudos, os autores ainda afirmam que ambos os alelos de risco
estdo associados a baixas concentragées de hormonio TSH e o gene FOXEL (TTF2)
estd associado a baixa concentracdo de tiroxina (T4) e alta concentracdo de
triiodotironina (T3).%2

A tireoglobulina € uma glicoproteina de alto peso molecular sintetizada
exclusivamente pelas células foliculares. Portanto, € utilizado como um marcador
altamente sensivel para detectar a presenca de cancer de tireoide além da presenca
de metastases. Seus niveis devem ser indetectaveis em pacientes normais ou com
tireoidectomia total.®?

Os anticorpos antitireoglobulina séo produzidos por células do sistema
imunologico, principalmente linfécitos, que respondem aos autoantigenos da tireoide
e invadem gradualmente a glandula tireoide. A incidéncia de anticorpos
antitireoglobulina € aproximadamente duas vezes mais alta em pacientes com cancer
diferenciado de tireoide, especialmente no carcinoma papilifero da tireoide quando
comparado a populacéo geral, sugerindo uma associagao entre doenga autoimune da
tireoide e carcinoma diferenciado da tireoide.®*

A radiacdo ionizante emitida pelo radiofarmaco 1311 ativa fatores pro e
antiinflamatdrios, altera o equilibrio homeostatico entre sobrevivéncia e morte celular
e afeta fatores envolvidos na regulacdo génica e na progressdo do ciclo celular,
podendo causar inflamacéo e inducdo de morte celular.36

O iodo radioativo é utilizado como forma de complementar a tireoidectomia,
afim de realizar ablag&o das células remanescentes. O 131I atua entrando nas células
da tireoide por meio do transportadores de iodeto de sédio emitindo raios beta de
ondas curtas, levando a morte celular. Doses administradas de radioiodo de 100 mCi

sdo usadas em pacientes de risco baixo ou intermediario (que fazem dialise e/ou
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apresentam linfonodos comprometidos), doses de 150 mCi sdo indicadas para
pacientes de médio risco e 200 mCi para pacientes de alto risco.3!

Gontijo e colaboradores (2022)7® em um estudo de associagéo do polimorfismo
genético da Cromogranina A (Glu264Asp) em pacientes diagnosticados com cancer
de tireoide ndo observou associagao entre tal polimorfismo e as concentragdes de
antitireoglobulina nem com as doses administradas de iodo radioativo, pois ndo houve
diferenca estatistica significante entre os diferentes gendtipos.

No presente estudo, observou-se que ndo ha associagéo entre o polimorfismo
do gene BAX (-248 G/A) com concentracdes de antitireoglobulinas (p=0,616) e de
doses administradas de iodo radioativo (p=0,622), uma vez que, ndo houve diferenca
estatistica significativa entre os diferentes genotipos dos pacientes com CPT, tal
auséncia de diferenca estatistica também foi observada nos demais polimorfismos
deste estudo ao se analisar antitireoglobulina MAOA uVNTR (p=0,594), IL1B (+3954
C/T) (p=0,551), IL5 (-703 C/T) (p=0,378), IL12B (+1188 A/C) (p=0,999) e ao analisar
a variavel dose administrada MAOA uVNTR (p=0,573), IL1B (+3954 C/T) (p=0,551),
IL5 (-703 C/T) (p=0,140), IL12B (+1188 A/C) (p=0,267).

Liu e colaboradores (2018)% analisaram polimorfismos genéticos como forma
de contribuicdo para toxicidade induzida por 131l em pacientes com cancer
diferenciado de tireoide e encontraram associa¢des entre os SNPs selecionados e dor
cervical induzida por radiacdo para sexo, idade, IMC, tipo patologico, estagio TNM
e dose de 131l, revelando que os polimorfismos TNFa (rs1800629), ATM
(rs11212570), NF-kP (rs230493) e TGF-B (rs1800469) e (rs2241716) foram
significativamente associados com dor de garganta induzida por radiagdo apds o
tratamento como 131I. De forma distinta, neste estudo ao se analisar as diferentes
doses de 1311, <150 mCi e >150mCi, associadas aos genoétipos dos polimorfismos
estudados ndo obteve-se diferenca estatisticamente significante BAX (-248 G/A)
(p=0,622), IL1B (+3954 C/T) (p=0,176), IL5 (-703 C/T) (p=0,140), IL12B (+1188 A/C)
(p=0,267) e MAOA uVNTR (p=0,488).

Kelly e colaboradores (2019)°® em um estudo retrospectivo observacional
incluiram 1093 pacientes tratados com carcinoma diferenciado de tireoide entre 1995
e 2010, sendo a tireoidectomia realizada em todos os pacientes incluidos no estudo e
observou-se que as mulheres (78%) eram predominantes no estudo. Os autores ainda

afirmam que o carcinoma papilar de tireoide foi o mais frequente (88%) e o
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estadiamento T1 presente em 55,8%, T2 em 19,4%, T3 em 22,1% e T4 2,4% dos
casos avaliados. A presenca de metéstases a distancia foi observada em 3,1% dos
participantes da pesquisa.

No presente estudo foi encontrado que o sexo bioldgico néo se correlacionou
com o polimorfismo MAOA uVNTR (p = 0,148; Tabela 18), mesmo com mais pacientes
do sexo feminino com CPT com pelo menos um alelo 3R (n = 10; 76,9%) do que do
sexo masculino (n = 3; 23,1%), também néo foi vista diferenca estatistica quanto ao
sexo nos polimorfismos BAX (-248 G/A) (p=0,438), IL1B (+3954 C/T) (p=0,452), IL5 (-
703 C/T) (p=0,125), IL12B (+1188 A/C) (p=0,705).

Feng e colaboradores (2018)°! em uma metanalise a respeito do polimorfismo
BCL2 (128 G/A) associado a diferentes tipos de céncer como: cancer de mama,
leucemia linfocitica crénica, melanoma céancer de ovario e cancer gastrico,
observaram em trés estudos que a analise de AA + GA versus GG de tal polimorfismo
estava relacionado a uma piora na sobrevida do paciente (p=0,000, OR=1,73,
IC=1,38-2,20), indicando que o individuo que possui pelo menos um alelo variante tem
um impacto negativo na sua sobrevida.

Tal falto ndo pbéde ser observado no presente estudo, ao se analisar o
estadiamento dos participantes quanto as analises do polimorfismo BCL2 (128 G/A)
todos possuiam genétipo GG, no qual os dois alelos codificavam o aminoacido
Alanina, ndo havendo diferenca estatistica entre os dados, também ndo sendo
observada diferenca estatistica ao se analisar o estadiamento TNM nos polimorfismos
BAX (-248 G/A) T (p=0,999), N (p=0,222); IL1B (+3954 C/T) T (p=0,233), N (p=0,111),
M (p=0,999); IL5 (-703 C/T) T (p=0,657), N (p=0,0,667), M (p=0,999); e IL12B (+1188
A/C) T (p=0,119) e N (p=0,236).

Ao analisar o polimorfismo MAOA uVNTR a presenca do alelo 3R parece estar
associada a gravidade da patogénese do CPT. Estudando a influéncia do
polimorfismo MAOA uVNTR no estadiamento TNM em pacientes com CPT, a
presenca de pelo menos um alelo 3R foi associada a um tumor maior (estadiamento
T3+T4) (p=0,018). Por outro lado, 77,8% (n= 7) dos pacientes com PTC com gendtipo
4R@ encontravam-se no estadiamento T1+T2 (Tabela 19).

No presente estudo foi realizada a dosagem da IL-1B8 dos pacientes
diagnosticados com CPT em diferentes momentos da pesquisa, antes da iodoterapia
com o radiofarmaco 1131 e apds o tratamento, tais valores foram associados com 0s

diferentes genotipos do grupo caso e também comparados com o grupo controle. Nas
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analises foi possivel verificar uma elevacao consideravel dos niveis de IL-13 do grupo
caso quando comparado ao grupo controle independente do momento (antes ou apos
a iodoterapia) e ainda foi possivel avaliar diferencas estatisticas na dosagem de IL-13
do grupo caso antes e apoés o tratamento quando avaliados os genétipos CC (p<0,001)
e TT (p<0,001), quando comparados ao grupo controle.

Pessoa e colaboradores (2022)°” em um estudo de associagdo do polimorfismo
da IL1B -511 em uma populagéo diagnosticada com CPT do Distrito Federal ao avaliar
a diferenca das médias dos niveis da citocina nos diferentes genoétipos e em diferentes
momentos do estudo (antes e pds a iodoterapia) verificou diferenca estatistica apenas
no nivel sérico de IL-1B apds o tratamento com radiofarmaco, sendo que o genétipo

CC foi associado a maior producédo média da citocina sérica.
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6 CONCLUSOES

Este estudo é pioneiro na analise dos polimorfismos BAX (-248 G/A), BCL-2
(128 G/A), MAOA uVNTR, IL1B (+3954 C/T), IL5 (-703 C/T), IL12B (+1188 A/C)
associados ao Carcinoma Papilifero de Tireoide em uma amostra do Distrito Federal,
Brasil. O estudo concluiu que quanto a presenca do alelo G no polimorfismo do gene
BAX (-248 G/A) e a ocorréncia de cancer de tireoide, o alelo G é mais comum entre
0s grupos (p=0,009) e, ao se analisar os genadtipos dicotomizados, o genotipo GG é
um fator de protecéo para a ocorréncia do Carcinoma Papilifero de Tireoide (p=0,012;
OR= 0,313; 1C=0,123-0,794). Contudo ao se avaliar os diferentes gendipos e as
caracterisitcas clinicas néo foi observada associa¢cdo com os niveis de tireoglobulina,
TSH, IMC, antitireoglobulina, sexo, dose administrada de radiofarmaco (131l) e o
estadiamento do tumor.

Estudando o polimorfismo BCL2 (128 G/A), que envolve a insercdo do cédon
ACC ao invés do cdédon GCC, gerando uma troca de aminoacido relevante na
proteina, treonina por alanina na posicéo 43 da proteina (Thr43Ala), observou-se que
os 30 (100%) dos individuos do grupo caso e do grupo controle possuiam genotipo
GG, Ala43Ala, ndo sendo possivel calcular diferencas estatistica entre o genétipo e
as caracteristicas clinicas estudadas.

Ao se analisar o polimorfismo MAOA uVNTR no CPT os alelos encontrados
foram 2R, 3R, 4R e 5R, e os gendtipos mais frequentes foram 3R@ (homozigoto
feminino 3R/3R ou hemizigoto masculino 3R*; n=12, 20%), 3R/4R (n=16, 26,7%) e
4R@ (homozigoto feminino 4R/4R ou hemizigoto masculino 4R*; n=24, 40%). N&o foi
encontrada diferenca significativa entre o genotipo dos grupos caso e controle nem a
distribuicdo de frequéncia 4R@ vs. 3R@+3R/4R. O polimorfismo MAOA uVNTR
também nao influenciou os niveis de tireoglobulina, horménio estimulador da tireoide
e antitireoglobulina ou seu indice de massa corporal, sexo e dose administrada de
radiofarmaco (1311). No entanto, ao analisar o polimorfismo no estadiamento TNM do
PTC, o alelo 3R parece associar-se a gravidade da patogénese do CPT, uma vez que
a presenca de pelo menos um alelo 3R foi associada a maior tamanho do tumor
(estadiamento T3+T4) e 77,8% (n=7) dos pacientes com CPT do genotipo 4R@ foram

categorizados no estadiamento T1+T2 (p=0,018).
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No presente estudo, ao analisar o polimorfismo IL1B (+3954 C/T) e sua
distribuicdo genotipica CC, CT e TT entre os diferentes grupos caso e controle, ndo
foi encontrada diferenca estatisticamente significante (p=0,297), ao se dicotomizar os
genotipos CC e CT+TT também nao foi possivel encontrar diferenca estatistica
(p=0,191). Além de ndo ter sido encontrada associacdo entre o polimorfismo e as
caracteristicas clinicas avaliadas, 0s niveis de tireoglobulina, TSH, IMC,
antitireoglobulina, sexo, dose administrada de radiofarmaco (131I) e o estadiamento
do tumor.

Ao se analisar a dosagem da IL-1 dos pacientes diagnosticados com CPT em
diferentes momentos da pesquisa, antes e apds a iodoterapia e associar com 0s
diferentes genoétipos do grupo caso e também comparar com o grupo controle foi
possivel verificar uma elevacdo consideravel dos niveis de IL-13 do grupo caso
quando comparado ao grupo controle independente do momento (antes ou apés a
iodoterapia) e ainda foi possivel avaliar diferencas estatisticas na dosagem de IL-1
do grupo caso antes e apés o tratamento quando avaliados os genétipos CC (p<0,001)
e TT (p<0,001), quando comparados ao grupo controle.

Ao estudar o polimorfismo IL 5 (-703 C/T) associado ao CPT nao foi possivel
observar diferencas estatisticas ao avaliar os diferentes gendétipos e 0s grupos caso e
controle (p=0,273), nem ao associar 0os genotipos com caracteristicas clinicas, bem
como o estudo do polimorfismo IL12B (+1188 A/C) ndo se obteve diferenca
estatisticamente significante entre os gendtipos e os grupos caso e controle (p=0,180),
nem entre os genotipos e as diferentes caracteristicas clinicas estudadas.

Avaliar associacdes genéticas com caracteristicas clinicas de pacientes com
diagnéstico de CPT pode auxiliar como um método promissor para diferenciar
condi¢cbes benignas de malignas da tireoide, além ser uma importante ferramenta para
avaliar o diagnostico, tratamento e prognostico em pacientes diagnosticados com
Carcinoma Papilifero da Tireoide. O potencial impacto deste estudo na expressao
génica ainda precisa ser elucidado, portanto, mais estudos de associa¢cdo devem ser
realizados para esclarecer se tais polimorfismos representam uma associagcdo com a
CPT.
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ANEXOS

ANEXO A - Parecer consubstanciado do Comité de Etica do Centro Universitario de
Brasilia (UniCEUB).
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ANEXO B - Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) (GRUPO CASO).

2,

Imogens Médicas de Brasilia

UNIVERSIDADE DE BRASILIA - UNB IMAGENS MEDICAS DE BRASILIA -

R . . IMEB
INFLUENCIA DE ALTERACOES EM PADROES MOLECULARES NO

PROGNOSTICO DE PACIENTES PORTADORES DO CANQER DA
TIREOIDE SUBMETIDOS AO TRATAMENTO COM O RADIOFARMACO
IODETO DE SODIO (131|)

IMAGENS MEDICAS DE RASILIA - IMEB UNIVERSIDADE DE BRASILIA - UNB

Pesquisador(a) responsavel: Rafael Martins de Morais e lzabel Cristina
Rodrigues da Silva

Vocé esta sendo convidado(a) a participar do projeto de pesquisa acima citado. O
texto abaixo apresenta todas as informac6es necessarias sobre o que sera feito. Sua
colaboracdo neste estudo sera de muita importancia para nés, mas se desistir a
qualquer momento, isso néo lhe causara prejuizo.

O nome deste documento que vocé esta lendo € Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido(TCLE).

Antes de decidir se deseja participar (de livre e espontanea vontade) vocé devera ler
e compreender todo o contetdo. Ao final, caso decida participar, vocé sera solicitado
a assina-lo e recebera uma cépia do mesmo.

Antes de assinar, faca perguntas sobre tudo o que néo tiver entendido bem. A equipe
deste estudo respondera as suas perguntas a qualquer momento (antes, durante e
apos o estudo).

Natureza e objetivos do estudo

O objetivo especifico deste estudo € avaliar a influéncia de alteracdes genéticas e
concentracdes de proteinas no sangue no tratamento de cancer de tireoide
submetido ao tratamento com o Radiofarmaco lodeto de Sodio(*311).

Vocé esta sendo convidado a participar exatamente por possuir idade maior que 18
anos, de ambos os sexos, € portador de cancer da tireoide e estd em tratamento com
o Radiofarmaco lodeto de Soédio (*3!) na empresa Imagens Médicas de
Brasilia(IMEB).

Procedimentos do estudo

Sua participacdo consiste em assinar o TCLE, coletar cerca de 5 mL de sangue
venoso com material adequado, novo e descartavel, A sua participacdo se dara por
meio de coleta de sangue total venoso (cerca de 5mL), realizada por um profissional
devidamente treinado, com um tempo estimado de 10 minutos para cada visita (a
primeira antes da administracdo do Radiofarmaco lodeto de Sédio (*3!1), a segunda
no dia do pés-dose e a terceira quando o Senhor(a) realizar a etapa o controle da
doenca).
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Ser4 avaliada sua parte genética que estd possivelmente relacionada com as
alteracdes para o cancer e problemas na tireoide. Os resultados serdo devolvidos
pela profa. Izabel Cristina Rodrigues da Silva, biomédica e geneticista, professora da
UnB. Se houver alteracdes que comprometam sua saude, vocé sera encaminhado
ao servigo de atendimento hospitalar.

Para uma melhor compreensédo do estudo, anotaremos do seu prontuario os exames
bioquimicos complementares, tais como anti-tireoglobulina, anti-tireoideperoxidase,
hemograma, tireoglobulina, TSH, imagens do leito tireoidiano/PCI outros.

Ndo havera nenhuma outra forma de envolvimento ou comprometimento neste
estudo.

A pesquisa sera realizada na Empresa IMAGENS MEDICAS DE BRASILIA — IMEB e
as analises laboratoriais no laboratério de analises clinicas da FCE/UnB

Riscos e beneficios

Este estudo possui riscos, entre eles minimas formac6es de hematomas ou dor,
possiveis infeccdes e em casos mais raros lesao nervosa e puncao acidental arterial.
Medidas preventivas serdo tomadas durante a coleta para minimizar qualquer risco
ou incdmodo. Séo elas: os materiais de coleta serdo adequados ao procedimento,
novos e descartaveis. A sala de coleta devera ser Gnica e exclusivamente para coleta,
permanecendo no local somente o paciente e o flebotomista, com excecfes para
participantes que necessitam a presenca de algum acompanhante, além da sala estar
prontamente higienizada. Caso ocorra alguma contaminacdo, o local devera ser
imediatamente desinfetado, comunicando ao superior imediato do acidente ocorrido.

Caso esse procedimento possa gerar algum tipo de constrangimento, vocé nao
precisa realiza-lo.

Os resultados desta pesquisa serdo compartilhados, sem revelar seu nome, instituicao
a qual pertence ou qualquer informacéo que esteja relacionada com sua privacidade,
com a comunidade cientifica envolvida sob a forma de publicacéo de artigos cientificos
sobre o

assunto, além de contribuir para maior conhecimento sobre o0s aspectos
fisiopatoldgicos, diagnostico, tratamento e progndéstico da doenca do cancer da
tireoide.

Participacao, recusa e direito de se retirar do estudo

Sua participacdo é voluntéria. Vocé ndo tera nenhum prejuizo se ndo quiser participar.
Vocé podera se retirar desta pesquisa a qualquer momento, bastando para isso entrar
em contato com um dos pesquisadores responsaveis.

Conforme previsto pelas normas brasileiras de pesquisa com a participacao de seres
humanos, vocé ndo receberd nenhum tipo de compensacado financeira pela sua
participacédo neste estudo.

Confidencialidade

Seus dados serdo manuseados somente pelos pesquisadores e ndo sera permitido o
acesso a outras pessoas.

Os dados e instrumentos utilizados (sangue coletado, exames de imagens,
histopatoldgicos, laboratoriais e prontuério) ficardo guardados sob a responsabilidade
dos pesquisadores Rafael Martins de Morais e Izabel Cristina Rodrigues da Silva com
a garantia de manutencao do sigilo e confidencialidade, e arquivados por um periodo
de 5 anos; ap0s esse tempo serdo destruidos.
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Os resultados deste trabalho poderdo ser apresentados em encontros ou revistas
cientificas. Entretanto, ele mostrara apenas os resultados obtidos como um todo, sem
revelar seu nome, instituicdo a qual pertence ou qualquer informacédo que esteja
relacionada com sua privacidade.

Se houver alguma consideracdo ou duvida referente aos aspectos éticos da pesquisa,
entre em contato com o Comité de Etica em Pesquisa do Centro Universitario de
Brasilia — CEP/UniCEUB, que aprovou esta pesquisa, pelo telefone 3966.1511 ou pelo
e-mail cep.uniceub@uniceub.br.Também entre em contato para informar ocorréncias
irregulares ou danosas durante a sua participacdo no estudo.

Eu, RG )
apos receber a explicacdo completa dos objetivos do estudo e dos procedimentos
envolvidos nesta pesquisa concordo voluntariamente em fazer parte deste estudo.

Este Termo de Consentimento encontra-se impresso em duas vias, sendo que uma
coOpia sera arquivada pelo pesquisador responsavel, e a outra sera fornecida
aosenhor(a).

Brasilia, de de

Participante

Rafael Martins de Morais


mailto:cep.uniceub@uniceub.br
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ANEXO C - Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) (GRUPO

CONTROLE).
Imogens Médicas de Brasilia
UNIVERSIDADE DE BRASILIA - UNB IMAGENS MEDICAS DE BRASILIA -

R . . IMEB
INFLUENCIA DE ALTERACOES EM PADROES MOLECULARES NO

PROGNOSTICO DE PACIENTES PORTADORES DO CAN(;ER DA
TIREOIDE SUBMETIDOS AO TRATAMENTO COM O RADIOFARMACO
IODETO DE SODIO (131|)

IMAGENS MEDICAS DE BRASILIA - IMEB UNIVERSIDADE DE BRASILIA - UNB

Pesquisador(a) responsavel: Rafael Martins de Morais e lzabel Cristina
Rodrigues da Silva

Vocé esta sendo convidado(a) a participar do projeto de pesquisa acima citado. O
texto abaixo apresenta todas as informacdes necessarias sobre o que sera feito. Sua
colaboracédo neste estudo serd de muita importancia para nés, mas se desistir a
gualquer momento, isso ndo |lhe causara prejuizo.

O nome deste documento que vocé esta lendo € Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido(TCLE).

Antes de decidir se deseja participar (de livre e espontanea vontade) vocé devera ler
e compreender todo o contetudo. Ao final, caso decida participar, vocé sera solicitado
a assina-lo e recebera uma copia do mesmao.

Antes de assinar, faca perguntas sobre tudo o que néo tiver entendido bem. A equipe
deste estudo respondera as suas perguntas a qualquer momento (antes, durante e
apos o estudo).

Natureza e objetivos do estudo

O objetivo especifico deste estudo € avaliar a influéncia de alteracdes genéticas e
concentragcdes de proteinas no sangue no tratamento de céncer de tireoide
submetido ao tratamento com o Radiofarmaco lodeto de Sédio (*311) e comparar com
individuos que néo serdo/nao foram submetidos ao tratamento.

Vocé esta sendo convidado a participar exatamente por possuir idade maior que 18
anos, de ambos 0s sexos, ndo possuir registro de cancer e nao ser submetido ao
tratamento com o Radiofarmaco lodeto de Sdédio (*3!1), ndo aparentados dos pacientes
do grupo caso.

Procedimentos do estudo
Sua participacdo consiste em assinar o TCLE, coletar cerca de 5 mL de sangue
venoso com material adequado, novo e descartavel. A sua participacdo se dara por



124

meio de coleta de sangue total venoso (cerca de 5mL), realizada por um profissional
devidamente treinado, com um tempo estimado de 10minutos.

Ndo havera nenhuma outra forma de envolvimento ou comprometimento neste
estudo.

Ser4 avaliada sua parte genética que estd possivelmente relacionada com as
alteracdes para o cancer e problemas na tireoide. Os resultados serdo devolvidos
pela profa. Izabel Cristina Rodrigues da Silva, biomédica e geneticista, professora da
UnB. Se houver alteracdes que comprometam sua saude, vocé sera encaminhado
ao servigo de atendimento hospitalar.

A pesquisa sera realizada na Empresa IMAGENS MEDICAS DE BRASILIA — IMEB e
as andlises laboratoriais no laboratério de analises clinicas da FCE/UnB

Riscos e beneficios

Este estudo possui riscos, entre eles minimas formacdes de hematomas ou dor,
possiveis infeccbes e em casos mais raros lesao nervosa e puncao acidental arterial
Medidas preventivas serdo tomadas durante a coleta para minimizar qualquer risco
ou incomodo. Séo elas: os materiais de coleta serdo adequados ao procedimento,
novos e descartaveis. A sala de coleta devera ser Unica e exclusivamente para coleta,
permanecendo no local somente o paciente e o flebotomista, com excec¢des para
participantes que necessitam a presenca de algum acompanhante, além da sala estar
prontamente higienizada. Caso ocorra alguma contaminacéo, o local devera ser
imediatamente desinfetado, comunicando ao superior imediato do acidente ocorrido.
Caso esse procedimento possa gerar algum tipo de constrangimento, vocé nao
precisa realiza-lo.

Com sua participacdo nesta pesquisa vocé podera compartilhar entre a comunidade
envolvida sob a forma de publicacdo de artigos cientifico sobre o assunto, além de
contribuir para maior conhecimento sobre os aspectos fisiopatoldgicos, diagndstico,
tratamento e progndstico da doenca do cancer da tireoide.

Participacdo, recusa e direito de se retirar do estudo

Sua participacao € voluntaria. Vocé nao tera nenhum prejuizo se ndo quiser participar.
Vocé podera se retirar desta pesquisa a qualquer momento, bastando para isso entrar
em contato com um dos pesquisadores responsaveis.

Conforme previsto pelas normas brasileiras de pesquisa com a participacao de seres
humanos, vocé ndo receberd nenhum tipo de compensacado financeira pela sua
participacédo neste estudo.

Confidencialidade

Seus dados serdo manuseados somente pelos pesquisadores e ndo sera permitido o
acesso a outras pessoas.

Os dados e instrumentos utilizados (sangue coletado, exames de imagens,
histopatoldgicos, laboratoriais e prontuario) ficardo guardados sob a responsabilidade
dos pesquisadores Rafael Martins de Morais e Izabel Cristina Rodrigues da Silva com
a garantia de manutencao do sigilo e confidencialidade, e arquivados por um periodo
de 5 anos; ap0s esse tempo serdo destruidos.

Os resultados deste trabalho poderdo ser apresentados em encontros ou revistas
cientificas. Entretanto, ele mostrard apenas os resultados obtidos como um todo, sem
revelar seu nome, instituicdo a qual pertenceu qualquer informacdo que esteja
relacionada com sua privacidade.
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Se houver alguma consideracdo ou duvida referente aos aspectos éticos da pesquisa,
entre em contato com o Comité de Etica em Pesquisa do Centro Universitario de
Brasilia — CEP/UniCEUB, que aprovou esta pesquisa, pelo telefone 3966.1511 ou pelo
e-mail cep.uniceub@uniceub.br.Também entre em contato para informar ocorréncias
irregulares ou danosas durante a sua participacdo no estudo.

Eu, RG )
apos receber a explicacdo completa dos objetivos do estudo e dos procedimentos
envolvidos nesta pesquisa concordo voluntariamente em fazer parte deste estudo.

Este Termo de Consentimento encontra-se impresso em duas vias, sendo que uma
copia serd arquivada pelo pesquisador responsavel, e a outra sera fornecida ao
senhor(a).

Brasilia, de de

Participante

Rafael Martins de Morais


mailto:cep.uniceub@uniceub.br
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ANEXO D - Termo de guarda de material biologico.

Este documento &€ chamado & chamado Termo de Guarda de Material
Bioldgico. Ele contém explicacées sobre a guarda do material biolégico (sangue) do
paciente sob sua responsabilidade. Vocé poderd autorizar ou ndo a guarda do
material biolégico do paciente sob sua responsabilidade.

Toda nova pesquisa a ser feita com o material guardado serd submetida para
aprovacao do CEP da instituicdo e, quando for o caso, da Comissdo Nacional de
Etica em Pesquisa.

A qualquer momento vocé tera acesso aos dados do paciente sob sua
responsabilidade e de seus dados genéticos, assim como tera o direito de retirar o
material biolégico do banco onde se encontra armazenado.

Todas as informagfes estardo sempre a sua disposi¢do, bastando para isso
entrar em contato com um dos pesquisadores.

Os trabalhos resultantes destas pesquisas mostraréo apenas osresultados e
nunca o nome do paciente ou qualguer outra informacédo que ponha em risco sua
privacidade.

As amostras de sangue serdo identificadas com um nimero e ndo com onome
do paciente sob sua responsabilidade. Somente os pesquisadores saberdo a quem
pertence cada numero.

O sangue sera utilizado somente em pesquisas que tenham como objetivos
verificar se determinadas sequéncias no DNA (material genético que informa como
nosso corpo é formado) e se as concentracdes de algumas proteinas séricas podem
estar relacionadas com o progndstico, tratamento, estadiamento e acompanhamento
da doenca, em um estudo prospectivo e de caso controle.

O sangue do paciente sob sua responsabilidade, coletado no presente estudo,
ficara guardado no Laboratério de Andlises Clinicas na Faculdade de Ceilandia
(FCE) da Universidade de Brasilia (UnB), no banco de amostras “Céncer da tireoide”,
sob a responsabilidade e guarda do pesquisador Rafael Martins de Morais e da

pesquisadora lzabel Cristina Rodrigues da Silva.

Eu,
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RG
, apbés receber uma explicagdo completa dos

procedimentos envolvidos na guarda de material biolégico, venho através destetermo
consentir a guarda do material biolégico (sangue) do paciente sob minha
responsabilidade.

Paciente sob minha responsabilidade:

Assinatura do participante

Brasilia, de de
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ANEXO E - Prontuério do paciente do grupo caso.

Nome:

Sexo:
Telefone para contato:
g-malil:

Idade:

Sexo: Masculino () | Feminino [ )
Indicacdo e CID:

1) Histéria Clinica

Medicamentos em uso:

Fumante: Sim{ Mao( )
Pré-disposigao: Sim{ ) Nao( )
2) Exames Complementares

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

Leito tirecidiano/PCI:
Tireoglobulina:
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ANEXO F - Artigo cientifico publicado na revista cientifica The international Journal of

Biological Markers.
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Introduction

Thyroid carcinomas are classified into papillary thyroid
carcinoma (PTC), follicular thyroid carcinoma, medullary
thyroid carcinoma, thyroid carcinoma poorly differen-
tiated, and anaplastic thyroid carcinoma, based on histo-
pathology.! PTC is the most common histological type
of thyroid cancer; nevertheless, it is also the least aggres-
sive.” PTC incidence is more common in women and
Caucasians and its incidence increases with age.’

In Brazil, thyroid gland carcinoma comresponds to approxi-
mately 1% of all carcinomas and is the most prevalent endo-
crine neoplasm globally. The number of new thyroid cancer
cases estimated for each year of the 2020-2022 triennum
will be 1830 new cases in men and 11,950 m women. For
the Federal District, the estimate is 140 new cases.”

B-cell lymphoma 2 (Bcl-2) associated with protein X
(BAX) is a crucial pro-apoptosis protein in the Bel-2
family, mainly existing in the cytoplasm. When cells
receive apoptotic signals, the BAX proteins transfer to
the mitochondrial membrane, where they recognize and
bind the membrane-bound Bel-2 proteins to form the
BAX-Bcl-2 heterodimer, thus inhibiting the Bcl-2 pro-
teins’ anti-apoptosis function. BAX proteins can also
form the BAX-BAX homodimer in the mitochondnal
membrane, thereby increasing the mitochondrial mem-
brane’s pemmeability and releasing cytochrome C, an apop-
totic factor, into the cytoplasm to activate the apoptosis
cascade response. Therefore, BAX has a vital role in regu-
lating the signaling pathway for mitochondrial apoptosis.”

The association between BAX gene polymorphisms and
cancer is related to cancer occurrence and the patient’s
prognosis. Studies show that the (—248 G> A) polymorph-
ism may be associated with negative regulation of BAX
gene transcription activity, causing a decrease in its
protein expression, which increases the Bel-2 and BAX
ratio and may inhibit the apoptotic process of tumor cells.®

Thyroglobulin serum measurement and a 1311 scinti-
graphy are generally accepted as a key part of the diagnos-
tic strategy in patients with well-differentiated thyroid
cancer (DTC) after thyroidectomy. However, neither
planar nor single photon emission computed tomography
(SPECT) acquisitions are able to determine the location
of lesions correctly. Spanu et al.” state that the combination
of SPECT and computed tomography (SPECT/CT) pro-
vides a better anatomical image and improves the 1311
planar image’s ability to detect iodine-avid foci suggesting
that SPECT/CT is the best technique for the follow-up of
thyroidectomized DTC patients. 1311-SPECT/CT appears
to be superior to whole-body scinti graphy (WBS) in detect-
ing malignant lesions and cervical lymph node metastases
that could be used as a complementary tool to the WBS.™?

Thyroid cancer molecular markers are found in more
than 70% of differentiated carcinomas, and the understand-
ing of its different molecular mechanisms is favorable to

new perspectives for its diagnosis and treatment.'”
Among the various molecular markers described are the
genetic variants; that is, a molecular alteration in at least
1% of the population, and when such molecular vanations
occur in only one nucleotide, these polymorphisms are
called SNPs (single nucleotide polymorphisms).'’

To this end, the present study aimed to describe the
genotype and allele frequencies of BAX SNP (-248 G>
A) (rs4645878) in the research patients and to associate
its presence with susceptibility to papillary thyroid cancer.

Material and methods
Subjects

The Centro Universitario de Brasilia (UniCEUB) Ethics
Committee approved this study for genetic analysis
under CAAE No 57382416.6.0000.0023.

The sample size was calculated using the Raosfot sofi-
ware (Sample Size Calculator), estimating a prevalence of
1% of thyroid cancer among the cancer types in the adult
population, a 5% sampling error and 95% confidence inter-
val (CI) in the number of 8450 patients a sample size of 12
participants was reached. A sample size of 30 PTC patients
was admitted considening possible compensation of losses.

As a casecontrol study, the research participants were
divided into two groups. The case group consisted of 30 PTC
patients (20 female, 11 male) over 18 years old (average age:
48 + 13 vears) that underwent thyroidectomy and radioiodine
therapy at a Federal District private clinic. The control group
consisted of 81 healthy volunteers (43 female, 38 male) with
a mean age of 52+ 5 years, paired and unrelated to the case
group. The participants were excluded from both groups if
they were younger than 18 years old, were noteligible for radio-
iodne therapy, and refused to participate in the research or for
whom legal representatives did not consent.

Laboratory methods

After signing the Free and Informed Consent Terms and
the Biological Material Guard Terms, and answering a pro-
posed questionnaire, each participant had 10 mL of venous
blood collected.

For the evaluation of genetic polymorphisms, DNA was
extracted from peripheral blood using the PureLink™Genomic
DNA Mini Kit from Invitrogen (catalog # K1820-02, lot #
19339891 ) and had an average concentration of 20 ng/pL.
Then, the polymerase chain reaction-restriction fragment
length polymorphism (PCR-RFLP) technique was applied
to study the SNPs™ distribution.

The polymerase chain reaction (PCR) technique was
performed for BAY genotyping (-248 G=>A)
(rs4645878). The primers used were 5-CATTAGAG
CTGCGATTGGACCG -3’ (sense) and 5-GCTCCCT
CGGGAGGTTTGGT -3 (antisense).
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The thermocycling conditions were 96°C/5 min (initial
denaturation), followed by 35 denaturation cycles at 96°C/
45 s, succeeded by 56°C/40 s for the primers’ annealing,
and 72°C/30 s for the fragments’ extension. The final
extension was performed at 72°C/10 min.

These primers amplified a 109 bp DNA fragment that
was then digested using the Mspl Fast Digest restriction
enzyme (Fermenta, Lote 00066274, Exp. 03.2014). This
digestion was performed in a water bath at 37°C for 2
hours and then revealed through a 4% agarse gel,
stained with 4 pl. of ethidium bromide (10 mg/mL) using
the transilluminator. The following genotypic pattern was
observed: the wild homozygote (GG) produced two
bands (89 bp and 20 bp), the heterozygote (GA) produced
three bands (20 bp, 89pb, and 109 bp), and the mutated
homozygous allele (AA) produced only one 109 bp band.

Statistical analysis

Allelic and genotypic frequencies were estimated using the
SPSS wversion 20.0 program by direct counting and
expressed as a percentage. The Chi-square test and the
odds ratio (OR) were applied to compare the frequency dis-
tributions and analyze possible associations with the alleles
and genotypes between the two groups evaluated (case and
control) and describe their summary statistics. Mann-
Whitney test and Kruskall-Wallis test were used to
compare PTC patients’ genotype frequencies with their
clinical characteristics: thyroglobulin, TSH, and BMIL
Fisher’s exact test and OR was used to analyze the associ-
ation between the distribution of antithyroglobulin (1U/
mL), sex, and administered radiopharmaceutical dose

Table 1. BAX (—248 G=> A) polymorphism genotypic
distribution in the case and control groups.

PTC Control
N % N % p OR CI
GG 18 600 &7 BL7 00421 NA NIA
GA 0 333 12 148
AA 2 66 2 25
TOTAL 30 100 81 100
G 46 T6T 146 90.1 0.00%% 0360 (0.163—
0.793)
A 14 233 16 99
TOTAL 60 1000 162 100.0
GG 18 800 &7 827 0.012* 0313 (0.123-
0.794)

GA+ 12 400 14 173
AA

TOTAL 30 100.0 81 100.0

*Sratstically different, Chi-square test.
Cl: confidence interval; OR: odds ratio; PTC: papillary thyroid cancer; N/
A not apply.

(mCi) in PTC patients and their genotype. Fisher’s exact
test and OR were also used to examine the association
between PTC patients” tumor staging, per TNM classifica-
tion, and their genotype. Significant associations were
recognized if probabilities were less than 5% (p=<0.05).

Results

Thirty participants (mean age 43 years+ 13 years) with
PTC constituted the case group, whereas 81 healthy parti-
cipants (mean age 40 years+9 years) constituted the
control group. The BAX (-248 G=A) polymorphism
genotype frequency in the control group was in Hardy—
Weinberg equilibrium (p=0.130).

Table 1 describes the genotypic and allelic distribution
in the case and control group, in which most of the PTC
group (60.0%) had a GG genotype. The same occurred
in the control group (82.7%). Furthermore, the genotypic
difference between the groups was statistically significant
(p=0.041).

When assessing the allelic distribution, 76.7% of
the PTC patients had the G allele, against 90.1% in the
control group, and a statistical difference between the
alleles studied and protection for the PTC occurrence in
the wild allele carriers was observed (p=0.009; OR=
0.360; 95% Cl=10.163-0.793). Moreover, when dichot-
omizing the genotypes, it was possible to observe a statis-
tical difference between the data, suggesting that the GG
genotype presence was a protection against the PTC occur-
rence (p=0.012; OR=0.313; 95% CI=0.123-0.794).

From the results obtained, the associations between the
genetic variant and clinical characteristics linked to PTC
patients were analyzed, such as thyroglobulin serum con-
centration, thyroid-stimulating homone (TSH), antithyro-
globulin, body mass index (BMI), sex, administered dose,
and tumor staging (tumor node metastasis (TNM) classifi-
cation). No statistical differences were found between the
BAX genetic variant and these variables (Table 2).

Table 3 descrnbes the association of the genetic variant
studied and the antithyroglobulin concentration in PTC
patients, in addition to ther sex and the administered drug
dose. Regarding antithyroglobulin concentration, 10 of the
PTC participants (76.9%) with the GG genotype had a con-
centration > 20 IU/mL. Furthermore, most ofthe PTC carners
with the GG genotype (70.6%) were female compared to the
male. It is worth mentioning that there was no statistical dif-
ference between the genotypic groups and the variables
studied. Regarding the dose of the radiopharmaceutical admi-
nistered, 14 patients (82.4%) with the GG genotype received
doses <150 mCi and only 3 (17.6%) with the GG genotype
received the dose =150 mCi. None of these three studied
characteristics presented a statistically significant difference.

Analyzing tumor staging per TNM classification system,
half of the PTC patients with the GG genotype had T14 T2
staging, while the other half had T3 4 T4 staging. It was also
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Table 2. Median, 25th percentile (P25), 75th percentile (P75), and p-values of the variables: thyroglobulin, TSH, and BMI in PTC patents,

according to the genotype.

{Thyroglobulin) ng/mL (TSH) plWmL BMI

BAX (—248 G= A) p 5 Median p75 p25 Median p7s p 25 Median p7s
GG 1.63 440 9.00 38.30 77.90 117.23 2444 27.60 30.64
GA 0.52 0.81 1.0& 7.46 71.96 121.00 2257 2437 33.30
AA 8.09 97.25 186.40 7.07 68.57 130,07 234 2393 24.62
TOTAL® 0.77 3.08 9.00 17.65 77.28 |18.08 23.75 2573 31.21
p-value™ 0.102 0973 0.460

GG 1.63 4.40 9.00 38.30 77.90 117.23 1444 17.60 30.64
GA+AA 0.55 1.04 20.04 7.46 71.96 121.00 229 2437 3251
p-value*® 0.506 0.845 0.324

&All patients without considering the genotype.

#p-value of measurement between genotypes, Kruskal-Wallis H test. *p-value of measurement between genotypes, Mann-YWhimey U test
EMI: body mass indesx;; FTC: papillary thyroid cancer; T5H: thyroid-sdimulating hormone.

noted that when assessing the N stage in GG genotype indivi-
duals (two), one (50%) had NO staging, the other (50%) had
N1 staging. In the statistical evaluation of the charactenstics
studied, no significant differences were observed. As for metas-
tasis (M), one participant with the GG genotvpe and one with
the GA + AA genotype presented M1 staging (Table 4).

Discussion

The present study found a statistically significant differ-
ence between the G allele presence in the BAX gene

polymorphism (—248 G=A) and PTC occurrence, and
the G allele is the most common allele among the PTC
and control groups (p=0.009).

Likewise, an Indian study on ovarian cancer and B4X
—248 G/A polymorphism detected an association and an
increased risk in individuals with the AA genotype and
ovarian cancer occurrence (ORs=4.1; 95% Cl=1.23—
13.97)."2 Mirmajidi et al..'* in a polymorphic analysis of
the BAX (=248 G > A) gene in a sample of patients with
gastric cancer, also noted that the G allele was more fre-
quent between the case and control group. This study’s

Table 3. Analysis of the association between the distribution of antithyroglebulin (ILfmL), sex, and administered radiopharmaceutical

dose (mCi) in PTC patients, according to the genotype.

BAX (—248 G > A)
GG GA +AA TOTAL p" OR cl
Antithyroglobulin (IU/mL) <20 N 10 8 18 0.616 0417 (0.36-4.81)
% 76.9 88.8 81.8
>20 N 3 | 4
% 23.1 1.2 18.2
Total N 13 9 2
% 100 100 100
Sex Female N 12 6 18 0.438 14 {0.52-11.19)
% 70.6 50 62.1
Male N 5 '3 I
% 29.4 50 379
Total M 17 12 29
% 100 100 100
Administered dose (mCi) <150 N 14 I 25 0.622 042 (0.39-4.66)
% 82.4 91.7 86.2
>150 N 3 | 4
% 17.6 8.3 13.8
Total N 17 12 29
% 100 100 100

# Fisher's exact wst.
Cl: confidence interval; OR: odds ratie; PTC: papilary thyroid cancer
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Table 4. Analysis of the association between tumor staging per
TNM classification and PTC patients, according to genotype.

BAX (—248
G>A)
GA+
GG AA  TOTAL p" OR ClI
T Til+ N 3 5 8 0999 06 (070-
T2 5.14)
% 50 615 57
T3+ N 3 3 6
T4 % 50 375 429
Toml M & 8 14
% o0 100 |00
N N N - I 0222 N MNIA
A
% S0 1.1
NION 7 g
% 50 |00 88.9
Toml M 2 7 9
% 100 100 100
M Ml N

I I I NA N N/A
A

% 100 100 100

7 Fsher's exact test.
Cl: confidence interval; OR: odds ratio; PTC: papillary thyroid cancer;
THM: tumor node metastasis; MN/AA: not apply.

in silico anaiysis demonstrated that the BAX (=248 G=A)
alteration removed the SP1 transcription factor from AA
genotype samples, affecting the cell’s gene expression.
Thus, BAX (=248 G > A) polymorphism might affect its
protein expression, and the G allele presence might be pro-
tective against cancer occurrence.

A retrospective study of the medical records of patients
undergoing thyroidectomy at a public oncology referral
hospital in the Sdo Paulo State from 2009 to 2010
observed, among other factors, an increase in the percen-
tage of patients with well-differentiated thyroid cancer as
the BMI (defined by the ratio of weight to height
squared) increased, though without a statistical differ-
ence.'* Conversely, the present study found no statistical
differences between the genetic variant studied with BMI
values.

Tumor markers are molecules that might be present in
tumaors. An ideal biological marker must be specific and sen-
sitive, identifying the tumor's type and characterizing its
severity and staging. For instance, the TSH, produced by
the pituitary gland, stimulates the thyroid gland to produce
triiodothyronine (T3) and thyroxine (T4)."® Moreover, all
three hormones are used as thyroid cancer markers.

Fighera et al.'® retrospectively reviewed the medical
records of 622 patients with uni/multi-nodular goiter,
noting that a TSH>1.64 mU/L persisted as a risk factor
for malignancy regardless of other variables. Patients with

follicular lesions had higher TSH levels than patients with
a benign cytological diagnosis and concluded that elevated
TSH serum levels increased the nsk of malignant thyroid
nodules and thyroid cancer aggressiveness. No statistical dif-
ferences were detected between the BAX genetic variant and
the thyroglobulin serum concentration, TSH, and BMI
values (p=10.102, 0.973, and 0460, respectively).

Antithyroglobulin antibodies are produced by immune
cells, mainly by lymphocytes that react against auto-
thyroid antigens and progressively infiltrate the thyroid
gland. The antithyroglobulin antibody incidence is
approximately twice as high in patients with differentiated
thyroid carcinoma, especially in PTC, compared to the
general population, suggesting an association between
autoimmune thyroid disease and differentiated thyroid car-
cinoma.'” The present study observed no association
between the BAX gene (—248 G=> A) polymorphism and
antithyroglobulin concentrations or the administered radio-
iodine dose, as there was no statistically significant differ-
ence between the PTC patients’ genotype groups.

Bilous et al.'® states that BAY RNA messenger levels
decrease in patients with elevated anti-thyroglobulin and
anti-thyroid peroxidase serum autoantibody levels, and
increase in patients with hypothyroidism resulting from
autoimmune thyroiditis and postoperative hypothyroidism.

Kelly et al,'” in a retrospective observational study,
included 1093 patients with differentiated thyroid carcin-
oma treated between 1995 and 2010, with thyroidectomy

performed on all patients included in the study. Women
(78%) were predominant in this study—a fact also noted
in the present study. PTC was the most frequent (88%),
and T1 staging was present in 55.8%, T2 in 19.4%, T3
in 22.1%, and T4 in 2.4%. Concurrently, distant metastases
presence was observed in 3.1% of the research participants.
An analysis of tumor staging per TNM classification
system revealed that half of the PTC patients with the
GG genotype had T1+ T2 staging, while the other half
had T3 4 T4 staging.

Difficulties and limitations encountered during this
research were a request for departure from one of the par-
ticipants, and the results from specific exams were not
obtainable for some participants.

In conclusion, BAX (—248 G > A) G genotype carriers,
or at least one mutated allele, was associated with PTC in
the Brazilian population studied, and that the G allele pre-
sence is considered a protective factor against PTC occur-
rence. As for the other PTC chamacteristics and prognoses,
no significant associations were detected linked to BAX
(=248 G> A) gene.

Analyzing genetic variants assist and facilitate the compre-
hension of diseases that affect the population. Accordingly,
studies that further new forms of eady diagnosis, improve
the quality of life, and identify nsk factors—whether environ-
mental or genetic—must be developed.
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ANEXO G - Normas de publicacéo do periédico no International Journal of Biological

Markers.

This Journal is a member of the Committee on Publication Ethics.

This Journal recommends that authors follow the Recommendations for the Conduct,

Reporting, Editing, and Publication of Scholarly Work in Medical Journals formulated

by the International Committee of Medical Journal Editors (ICMJE).

Please read the guidelines below then visit the journal’'s submission

site https://mc.manuscriptcentral.com/tijom to upload your manuscript. Please note

that manuscripts not conforming to these guidelines may be returned.

Only manuscripts of sufficient quality that meet the aims and scope of The International

Journal of Biological Markers will be reviewed.

As part of the submission process you will be required to warrant that you are
submitting your original work, that you have the rights in the work, that you are
submitting the work for first publication in the Journal and that it is not being considered
for publication elsewhere and has not already been published elsewhere, and that you
have obtained and can supply all necessary permissions for the reproduction of any
copyright works not owned by you.

1. Open Access

The International Journal of Biological Markers is an open access, peer-reviewed
journal. Each article accepted by peer review is made freely available online
immediately upon publication, is published under a Creative Commons license and will
be hosted online in perpetuity. Publication costs of the journal are covered by the
collection of article processing charges which are paid by the funder, institution or
author of each manuscript upon acceptance. There is no charge for submitting a paper

to the journal.
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For general information on open access at Sage please visit the Open Access page or

view our Open Access FAQs

2. Article processing charge (APC)

If, after peer review, your manuscript is accepted for publication, a one-time article
processing charge (APC) is payable. This APC covers the cost of publication and
ensures that your article will be freely available online in perpetuity under a Creative

Commons license.

The APC for this journal is 2200 USD. From 1st September 2023, the article processing
charge (APC) is 2650 USD.

Back to top

3. What do we publish?
3.1 Aims & Scope

Before submitting your manuscript to The International Journal of Biological
Markers, please ensure you have read the Aims & Scope.

3.2 Article Types
Original research articles

Previously unpublished manuscripts, describing clinical, pre-clinical,
epidemiological investigations, clinical trials, clinical observations, and other
relevant investigations that are based on sound patient series, validated

analytical methods, and appropriate statistical evaluation.

Original research articles should be structured as follows: Introduction (clearly
stating an objective or hypothesis), Methods (describing the study design and

methods applied, including the study setting and dates, patients or participants
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with inclusion and exclusion criteria, and/or participation or response rates, or
data sources, and how these were selected for the study), Results (describing
the results of the study in context with the published literature and addressing
study limitations), and Discussion (addressing relevant implications for clinical

practice or health policy). A structured abstract is required.

Words: max 3000 (excluding figures and tables)
Figures/Tables: max 5

References: max 50
Clinical trial protocols

A clinical trial is defined as any research project that prospectively assigns human
participants to intervention or comparison groups to study the cause-and-effect
relationship between an intervention and a health outcome. Each manuscript
should be divided as follows: Introduction (stating an objective or hypothesis of
the protocols), Methods (describing the design and statistical methods applied,
including the study setting and dates, patients or participants with inclusion and
exclusion criteria), Results (including data on recruitment, etc.), and Discussion
(placing the protocol in context with the published literature). A structured
abstract is required, and trial registration information (name, number, and URL)
must be listed in the title page.

Words: max 3000 (excluding figures and tables)
Figures/Tables: max 6

References: max 50
Reviews

Reviews are solicited by the Editor in Chief on topics that are deemed to be
relevant to the audience of the Journal. Containing the current state of knowledge
or practice, integrating recent advances with accepted principles and practice, or
summarizing and analyzing consensus view of controversial issues in knowledge

of practice. A non-structured abstract is required.
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Words: max 5000 (excluding figures and tables)
Figures/Tables: max 5

References: no limit
Editorials

The purpose of the editorials is to provide the reader with a balanced overview
of relevant and up to date subjects concerning the Journal's aim or future

direction. A non-structured abstract is not required.

Words: max 1500 (excluding figures and tables)
Figures/Tables: max 2
References: max 15

Technical briefs

Technical briefs are papers on methodological comparisons, new method
development or other methodological approaches. They should have a short

Introduction, Methods, Results and a brief Conclusion.

Words: max 3000 (excluding figures and tables)
Figures/Tables: max 5

References: max 20
Short communications

This article type reports of results from original researches. They must provide
conclusive findings: preliminary observations or incomplete findings cannot be

considered for publication. A non-structured abstract is required.

Words: max 2000 (excluding figures and tables)
Figures/Tables: max 3

References: max 20
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Case reports

Case reports will be accepted if they describe a previously undescribed clinical
case and are of very high importance for dissemination. Case reports must be
structured as follows: Introduction (explaining the importance of the case), Case
Description (providing all relevant information), and Conclusions (describing the

detailed outcome of the report). A structured abstract is required.

Words: max 2000 (excluding figures and tables)
Figures/Tables: max 3

References: max 10
Correspondence

Letters to the Editor are intended to present opinions or comments on articles
published in the Journal. Letters are subject to abridgement and editing for style
and content. An abstract is not required.

If you are the corresponding author of an article cited in a Letter to the Editor and
receive an email invitation to comment on it, you must log in to the system, accept
the invitation immediately, and then upload and submit your reply to the Editorial
Office. The response must cite the title of the letter, e.g., “Response to (Title of
Letter)”.

Words: max 750 (excluding figures and tables)
Figures/Tables: 1

References: max 5

Perspectives

Papers in this section should present a new vision or perspective of recent
developments. Articles in this section may comment on the role of research
policies and infrastructures. They may also address unsolved controversies
arising in current research. A non-structured abstract of no longer than 200 words

is required.
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Words: max 2000 (excluding figures and tables)
Figures/Tables: max 2

References: max 10

3.3 Writing your paper

The Sage Author Gateway has some general advice and on how to get
published, plus links to further resources.

3.3.1 Make your article discoverable

When writing up your paper, think about how you can make it
discoverable. The title, keywords and abstract are key to ensuring readers
find your article through search engines such as Google. For information
and guidance on how best to title your article, write your abstract and select
your keywords, have a look at this page on the Gateway: How to Help
Readers Find Your Article Online

4. Editorial policies

4.1 Peer review policy

Manuscripts that do not adhere to the guidelines for submission will be returned
to the corresponding author for technical revision before undergoing the peer
review process. Manuscripts with insufficient priority for publication will be

rejected promptly.

Peer review is the process we use to assess the quality of a manuscript to see if
it suitable for publication. Independent researchers with similar competencies
assess submitted manuscripts for originality, validity and importance to help our

Editors determine if a manuscript is suitable for publication in their journal.

We utilise a single-anonymize peer-review system, which is considered to be
self-regulating. Reviewers are aware of the names and affiliations of the authors,

but the reviewer assessments provided to authors are completely anonymous.
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The single-anonymize peer review system is the most commonly-used method
of review and most Reviewers are comfortable with this approach, as it facilitates

an impartial appraisal of a manuscript.

Submitted manuscripts are reviewed by two or more referees who evaluate
whether the manuscript is scientifically logical and well-constructed, focussing
specifically on if it duplicates previously published work, and if there are clear
grounds for it to be considered for publication. The Editors establish their decision
based on these reports and, if necessary, they can discuss with members of the
Editorial Board.

We aim to provide authors with a first decision (of accept, reject or revisions

required whether minor or major) within 4 weeks.

All correspondence related to the submission, including editorial decisions, will
be sent by email to the corresponding author. In case of revision, detailed revision
instructions will be sent and a point-by-point response will be required. The

Journal does not reveal the identity of its reviewers.

Authors can check the status of their manuscript at any time by logging into the
journal's submission system, Sage track.

Appeals and complaints

If you would like to appeal a rejection decision or make a complaint, please

contact the Publisher who will outline the journal's complaints procedure.

As part of the submission process you will be asked to provide the names of a
minimum of 2 peers who could be called upon to review your manuscript.
Recommended reviewers should be experts in their fields and should be able to
provide an objective assessment of the manuscript. Please be aware of any
conflicts of interest when recommending reviewers. Examples of conflicts of

interest include (but are not limited to) the below:
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 The reviewer should have no prior knowledge of your submission
» The reviewer should not have recently collaborated with any of the authors
* Reviewer nominees from the same institution as any of the authors are not

permitted

You will also be asked to nominate peers who you do not wish to review your

manuscript (opposed reviewers).

Please note that the Editors are not obliged to invite/reject any

recommended/opposed reviewers to assess your manuscript.

The Editor or members of the Editorial Board may occasionally submit their own
manuscripts for possible publication in the journal. In these cases, the peer
review process will be managed by alternative members of the Board and the
submitting Editor/Board member will have no involvement in the decision-making

process.

The International Journal of Biological Markers is committed to delivering high
quality, fast peer-review for your paper, and as such has partnered with Publons.
Publons is a third party service that seeks to track, verify and give credit for peer
review. Reviewers for Journal Title can opt in to Publons in order to claim their
reviews or have them automatically verified and added to their reviewer profile.
Reviewers claiming credit for their review will be associated with the relevant
journal, but the article name, reviewer’s decision and the content of their review

is not published on the site. For more information visit the Publons website.

4.2 Authorship

Papers should only be submitted for consideration once consent is given by all
contributing authors. Those submitting papers should carefully check that all
those whose work contributed to the paper are acknowledged as contributing

authors.

The list of authors should include all those who can legitimately claim authorship.

This is all those who:


https://publons.com/home/
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« Made a substantial contribution to the concept or design of the work; or
acquisition, analysis or interpretation of data,

o Drafted the article or revised it critically for important intellectual content,

o Approved the version to be published,

o Each author should have participated sufficiently in the work to take public
responsibility for appropriate portions of the content.

Authors should meet the conditions of all of the points above. When a large,
multicentre group has conducted the work, the group should identify the
individuals who accept direct responsibility for the manuscript. These individuals

should fully meet the criteria for authorship.

Acquisition of funding, collection of data, or general supervision of the research
group alone does not constitute authorship, although all contributors who do not
meet the criteria for authorship should be listed in the Acknowledgments section.

Please refer to the International Committee of Medical Journal Editors (ICMJE)

authorship guidelines for more information on authorship.

Please note that Al chatbots, for example ChatGPT, should not be listed as

authors. For more information see the policy on Use of ChatGPT and generative

Al tools.

4.3 Acknowledgements

All contributors who do not meet the criteria for authorship should be listed in an
Acknowledgements section. Examples of those who might be acknowledged
include a person who provided purely technical help, or a department chair who

provided only general support.

Any acknowledgements should appear first at the end of your article prior to your
Declaration of Conflicting Interests (if applicable), any notes and your

References.

4.3.1 Third party submissions
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Where an individual who is not listed as an author submits a manuscript on
behalf of the author(s), a statement must be included in the
Acknowledgements section of the manuscript and in the accompanying

cover letter. The statements must:

« Disclose this type of editorial assistance — including the individual’s
name, company and level of input

« ldentify any entities that paid for this assistance

o Confirm that the listed authors have authorized the submission of
their manuscript via third party and approved any statements or

declarations, e.g. conflicting interests, funding, etc.

Where appropriate, Sage reserves the right to deny consideration to
manuscripts submitted by a third party rather than by the authors

themselves.

4.3.2 Writing assistance

Individuals who provided writing assistance, e.g. from a specialist
communications company, do not qualify as authors and so should be
included in the Acknowledgements section. Authors must disclose any
writing assistance — including the individual’s name, company and level of
input — and identify the entity that paid for this assistance. It is not necessary

to disclose use of language polishing services.

4.4 Funding

The International Journal of Biological Markers requires all authors to
acknowledge their funding in a consistent fashion under a separate

heading. Please visit the Funding Acknowledgements page on the Sage Journal

Author Gateway to confirm the format of the acknowledgment text in the event of
funding, or state that: This research received no specific grant from any funding

agency in the public, commercial, or not-for-profit sectors.

4.5 Declaration of conflicting interests
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It is the policy of The International Journal of Biological Markers to require a
declaration of conflicting interests from all authors enabling a statement to be

carried within the paginated pages of all published articles.

Please ensure that a ‘Declaration of Conflicting Interests’ statement is included
at the end of your manuscript, after any acknowledgements and prior to the
references. If no conflict exists, please state that ‘The Author(s) declare(s) that

there is no conflict of interest’.

For guidance on conflict of interest statements, please see the ICMJE

recommendations here
4.6 Research ethics and patient consent

Medical research involving human subjects must be conducted according to

the World Medical Association Declaration of Helsinki

Submitted manuscripts should conform to the ICMJE Recommendations for the

Conduct, Reporting, Editing, and Publication of Scholarly Work in Medical

Journals, and all papers reporting animal and/or human studies must state in the
methods section that the relevant Ethics Committee or Institutional Review Board
provided (or waived) approval. Please ensure that you have provided the full

name and institution of the review committee, in addition to the approval number.

For research articles, authors are also required to state in the methods section
whether participants provided informed consent and whether the consent was

written or verbal.

Information on informed consent to report individual cases or case series should
be included in the manuscript text. A statement is required regarding whether
written informed consent for patient information and images to be published was

provided by the patient(s) or a legally authorized representative.

Please also refer to the ICMJE Recommendations for the Protection of Research

Participants
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All research involving animals submitted for publication must be approved by an
ethics committee with oversight of the facility in which the studies were

conducted. Experimental research performed on animals must comply with

the NIH Guide for the Care and Use of Laboratory Animals or equivalent. A
statement that research has been performed according to the NIH Guidelines
must be included in the Methods section.

4.7 Clinical trials

The International Journal of Biological Markers endorses the ICMJE
requirement that clinical trials are registered in a WHO-approved public trials
registry at or before the time of first patient enrolment. However, consistent with

the AllTrials campaign, retrospectively registered trials will be considered if the

justification for late registration is acceptable. The trial registry name and URL,

and registration number must be included at the end of the abstract.

4.8 Reporting guidelines

The relevant EQUATOR Network reporting guidelines should be followed

depending on the type of study. For example, all randomized controlled trials
submitted for publication should include a completed CONSORT flow chart as a
cited figure and the completed CONSORT checklist should be uploaded with

your submission as a supplementary file. Systematic reviews and meta-analyses
should include the completed PRISMA flow chart as a cited figure and the
completed PRISMA checklist should be uploaded with your submission as a

supplementary file. The EQUATOR wizard can help you identify the appropriate

guideline.

Other resources can be found at NLM’s Research Reporting Guidelines and

Initiatives

4.9 Data

Sage acknowledges the importance of research data availability as an integral

part of the research and verification process for academic journal articles.
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The International Journal of Biological Markers requests all authors submitting
any primary data used in their research articles alongside their article
submissions to be published in the online version of the journal, or provide
detailed information in their articles on how the data can be obtained. This
information should include links to third-party data repositories or detailed contact
information for third-party data sources. Data available only on an author-
maintained website will need to be loaded onto either the journal’s platform or a
third-party platform to ensure continuing accessibility. Examples of data types
include but are not limited to statistical data files, replication code, text files, audio
files, images, videos, appendices, and additional charts and graphs necessary to
understand the original research. The editor can also grant exceptions for data
that cannot legally or ethically be released. All data submitted should comply with
Institutional or Ethical Review Board requirements and applicable government
regulations. For further information, please contact the editorial office

at: journal.biomarkers@aulss3.veneto.it

5. Publishing Policies

5.1 Publication ethics

Sage is committed to upholding the integrity of the academic record. We
encourage authors to refer to the Committee on Publication Ethics’ International

Standards for Authors and view the Publication Ethics page on the Sage Author
Gateway

5.1.1 Plagiarism

The International Journal of Biological Markers and Sage take issues of
copyright infringement, plagiarism or other breaches of best practice in
publication very seriously. We seek to protect the rights of our authors and
we always investigate claims of plagiarism or misuse of published articles.
Equally, we seek to protect the reputation of the journal against
malpractice. Submitted articles may be checked with duplication-checking
software. Where an article, for example, is found to have plagiarised other
work or included third-party copyright material without permission or with
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insufficient acknowledgement, or where the authorship of the article is
contested, we reserve the right to take action including, but not limited to:
publishing an erratum or corrigendum (correction); retracting the article;
taking up the matter with the head of department or dean of the author's
institution and/or relevant academic bodies or societies; or taking
appropriate legal action.

5.1.2 Prior publication

If material has been previously published it is not generally acceptable for
publication in a Sage journal. However, there are certain circumstances
where previously published material can be considered for publication.

Please refer to the guidance on the Sage Author Gateway or if in doubt,

contact the Editor at the address given below.
5.2 Contributor's publishing agreement

Before publication Sage requires the author as the rights holder to sign a Journal
Contributor’'s Publishing Agreement. The International Journal of Biological

Markers publishes manuscripts under Creative Commons licenses. The

standard license for the journal is Creative Commons by Attribution Non-
Commercial (CC BY-NC), which allows others to re-use the work without
permission as long as the work is properly referenced and the use is non-

commercial. For more information, you are advised to visit Sage's OA licenses

page.

Alternative license arrangements are available, for example, to meet particular

funder mandates, made at the author’s request.

6. Preparing your manuscript for submission

6.1 Formatting
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The preferred format for your manuscript is Word. LaTeX files are also accepted.
Word and (La)Tex templates are available on the Manuscript Submission

Guidelines page of our Author Gateway.
6.2 Artwork, figures and other graphics

For guidance on the preparation of illustrations, pictures and graphs in electronic

format, please visit Sage’s Manuscript Submission Guidelines

Figures supplied in colour will appear in colour online regardless of whether or
not these illustrations are reproduced in colour in the printed version. For
specifically requested colour reproduction in print, you will receive information

regarding the costs from Sage after receipt of your accepted article.
6.3 Supplementary material

This journal is able to host additional materials online (e.g. datasets, podcasts,
videos, images etc) alongside the full-text of the article. For more information

please refer to our guidelines on submitting supplementary files

6.4 Reference style

The International Journal of Biological Markers adheres to the Sage

Vancouver reference style. View the Sage Vancouver guidelines to ensure your

manuscript conforms to this reference style.

If you use EndNote to manage references, you can download the Sage

Vancouver EndNote output file

6.5 English language editing services

Authors seeking assistance with English language editing, translation, or figure
and manuscript formatting to fit the journal’s specifications should consider using

Sage Language Services. Visit Sage Language Services on our Journal Author

Gateway for further information.

7. Submitting your manuscript
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The International Journal of Biological Markers is hosted on Sage track, a web based
online submission and peer review system.

Visit https://mc.manuscriptcentral.com/tijbm to login and submit your article online.

IMPORTANT: Please check whether you already have an account in the system before
trying to create a new one. If you have reviewed or authored for the journal in the past
year it is likely that you will have had an account created. For further guidance on

submitting your manuscript online please visit ScholarOne Online Help.
7.1 Title, keywords and abstracts

Please supply a title, short title, an abstract and keywords to accompany your
article. The title, keywords and abstract are key to ensuring readers find your
article online through online search engines such as Google. Please refer to the
information and guidance on how best to title your article, write your abstract and
select your keywords by visiting the Sage Journal Author Gateway for guidelines

on How to Help Readers Find Your Article Online.

7.2 Information required for completing your submission

Provide full contact details for the corresponding author including email, mailing
address and telephone numbers. Academic affiliations are required for all co-
authors. These details should be presented separately to the main text of the
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RESUMO

Objetive: Investigar uma possivel associagio do gene CYFID6 1846 G/ A em
pacientes que possuem AVEH/Aneurisma, residentes no Distrite Federal
{Brasil) além de cruzar as informagdes obtidas com as manifestacbes clinicas e o
pluywshml.{elnd.u Tratou-se de um estndo caso-controle de base

envolvendo 81 casos commn AVEH efom Aneurisma. Para a
genotipagem dessas amostras utlizou-se a técnica laboratorial PCR-FFLF &
adotou-se o nivel de significincia de 5%. Resultades: Ao assodar as frequéncias
genotipicas e alélicas em relagio ao AVEH/ Aneurisma, percebeu-se que nic
houve diferenca estatistica. Em relagic & média de glicemia, participantes com
genotipo GG, apresentavam indices elevados desse marcador no grupo casc
quando comparado ao grupo confrole. Conclusdo: A presenca do polimorfismo
CYPZD&lB«!ﬁGfAdE?es&ramplamentEEhldadaemqumsasfntuzas,pme
necessario  esclarecer se tais polimorfismos representam  assocagbes ao
AVEH, Aneurisma.
Descritores: Acidente Vascular Cerebral: Polimorfismo Genétice; Citocrome P-
450 CYPID6; Hipertensdo; Diabetes Mellitus.

ABSTRACT
Objective: To investigate a possible assodation of the CYP2ZDW 1546 G/ A gene in
HS5/aneurysm patients residing in the Federal Disirict (Brazil), as well as to
crosscheck the nformation obtained with clinical manifestations and prognosis.
Method: The investization was a population-based case-confrel study invelving
E1 cases with H5/aneurysm. The samples genctyping employed the PCR-EFLFP
technique with a significance level of 5%. Results: The attempt to associate
genotypic and allelic frequencies to the HV A/ Anenrysm resulted in no statistical
difference. Nevertheless, in patients with the GG genotype and hypertensicn, the
risk for HS increased 44 times Parficipants with GG genotype alse had
statistically higher glycemia mean levels in the case group. Conclusion: The
presence of the CYP2Dé 1346 G/ A polymorphism should be extensively, as it is
necessary to darify whether such polymerphisms represent associations with HS
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Introduction

O Acidente Vascular Encefalico (AVE) corresponde a uma disfungao
neurologica aguda causada pela interrupgao do fluxo sanguineo em areas do
encefalo, ocasionando diversas incapacidades, sendo que o acometimento global
interfere em atividades diarias da vida do paciente.!l Estimativas tem
demonstrado que mais de um milhao de pessoas tem um AVC todo ano na
Europa e que em 2023, esperam que essa estimativa suba para 1,5 milhao, devido
ao envelhecimento populacional ®

Essa patologia pode ser dividido em duas categorias que apresentam
semelhancas, porem diferem quanto a etiologia, fisiopatologia, tratamento
medico e dcirurgico.?

O AVE hemorragico (AVEH) e uma das principais causas de mortalidade
em todo o mundo sendo responsavel por 10-15% de todos os casos de AVE.*Essa
envolve a ruptura de uma arteria intracerebral, resultando no derramamento de
sangue, formando assim um hematoma.® E uma doenca multifatorial resultante
da combinagao de fatores geneticos e ambientais. Esses fatores contribuem para
o aumento do risco na ocorréncia do AVEH.*7

O citocromo p4d0 fanulia 2 subfamilia D membro 6 (CYPZD6) esta
presente no brago longo do cromossomo 22 (22ql3.1) e e responsavel pela
metabolizagao de diversos farmacos, como beta bloqueadores.® Embora a enzima
CYP2D6 zeja mais extensivamente estudada devido a sua importancia clinica, a
evolugdo da subfamilia CYP2D ainda ndo foi completamente compreendida® O
polimorfismo CYP2D6™ G/A resulta em uma capacidade limitada para
metabolizar substancias, tal diminuigao prolonga o tempo de exposigac a
neurotoxinas, podendo levar a ocorréncia de AVE.W

Contudo, o objetive deste presente estudo foi investigar uma possivel
associagac do gene CYP2ZDé 1846 G/A em pacientes que possuem Acidente
Vascular Encefalico e ou Aneurisma Intracerebral, residentes no Distrito Federal
(Brasil) alem de cruzar as informagdes obtidas com as manifestagdes clinicas e o
prognostico.

Metodo

Sujeitos

Por ser um estudo observacional, descritive do tipo caso-controle, os
participantes da pesquisa foram divididos em dois grupos.

2 grupo caso era formado por 51 pacientes, de ambos os sexos e maiores
de 18 anos, que possuiam o diagnostico de AVEH e/ ou aneurisma intracerebral.
Todos esses pacientes eram residentes do Distrito Federal (Brasil) e tiveram a
patologia comprovada por meio de tomografia computadorizada. Neste grupo,
dos 81 participantes de pesquisa encontrados, 48 pacientes (39,3%) eram
portadores de AVEH e 33 pacientes (40,7%) tinham aneurisma.

Ja o grupo controle, era formado por 81 individuos que ndo apresentavam
a patologia em questio; de ambos os sexos; maiores de 18 anos e que nao
possuiam parentesco com o grupamento caso. Para serem incluses, os
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participantes do grupo controle deveriam ter realizado, ha pelo menos 15 dias,
alguns exames biogquimicos, como por exemplo glicemia serica.

Logo, neste estudo, a maioria dos participantes de pesquisa eram
nulheres, tanto no grupo case (59,3%) quanto no grupo controle (33,1%). Em
relagdo idade da populacdo estudada, o grupo caso apresentava uma media de
53,49 anos (+ 5,94), enquanto o grupo controle tinha wma media de 52,27 anos (+
2.79).

O presente estudo foi aprovado pelo Comite de Ftica em Pesquisa da
FEPECS e todos os participantes tiveram o historico clinico detalhado e a
evolugao clinica acompanhados.

Metodos laboratoriais

Cada participante, apos assinar o Termwo de Compromisso Livre e
Esclarecido (TCLE), teve 10 mL, de seu sangue venoso, coletado. A partir desse
sangue, algumas tecnicas geneticas foram aplicadas.

O acido desoxirribonucleico (DINA) foi extraido do sangue coletado
utilizande o Invisorb Spin Blood Mini Kit (250) da Invitek (catalogo #CA10-0005,
lote #1031100300) e uma concentracao media de 20 ng/pl foi alcancada. A
genotipagem do polimorfismo do CYP2D6 foi realizada utilizando a tecnica de
Polymerase chain reaction (PCR) combinada com a analise de restrigio do
fragmento estudado no polimorfismo. Os primers utilizados na amplificaciao da
CYP2D6 1846 G/A foi Senso 5'- GUC TTC GUC AAC CAC TCC -3 e Antisenso
- AAA TCCTGC TCT TCC GAG GC-¥'. A amplificagao foi realizada utilizando
as seguintes condigdes de termociclagen: 94°C por 3 minutos (denaturagio
imicial), seguida por 30 ciclos de desnaturagio a 94'C por 30 segundos,
acompanhada de 60 "C por 15 segundos e 72°C por 20 segundos para o
anelamento dos oligonucleotideos. A extensao final ocorreu a 72°C por 7 minutos

(11).

Por fim, Os produtos da PCR de 355 pb foram incubados por 90 minutes
a 60°C com a enzima BseBl (Jena, Alemanha). O alelo A, ou alelo mmtado, nao
sofreu clivagem pela enzima, tendo assim um fragmento de 325pb. O alelo G
apresentou dois fragmentos de DINA, um de 106 pb e cutro de 250 pb. Os
fragmentos foram visualizados em um gel de agarose a 4%, com brometo de
etidio e exposte a luz ultravioleta.

Analise estatistica

O grupo controle foi considerado dentro do equilibrio de Hardy-Weinberg
e a frequéncia dos genotipos e alelos em pacientes com AVEH e/ou Aneurisma
foi estimada utilizando o programa SPSS5 versao 23.0. Para a comparagao da
distribuigao das frequéncias dos dois grupos, o teste Qui-Quadrado foi utilizado.
Associagtes com probabilidades menores que 5% (p<0,03) foram consideradas.

Tambem foram estimadas as frequéncias de caracteristicas dos
participantes da pesquisa, a saber: sexo, tabagismo, etilismo, presenga de
hipertensao arterial sistemiica (HAS), e diabetes; por outro lado, as variaveis
quantitativas idade e glicemia foram descrita em termos de suas estatisticas-
resumo (media e erro padrao).

REVISA. 2019 QOut-Dez; 84):49650
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Resultados

Na tabela 1, as frequéncias genotipicas e alelicas do polimerfismo CYP2D6
1846 G/A foram descritas. Observou-se que a maioria do grupo caso (¥4,1%)
apresentavam o genéﬁ.pﬂ &G, enquanto que o mesmo vale para o grupo controle
(71,6%). Nao houve diferenca estatistica com relacao as demais frequencias
genotipicas (P=0,930). Em relagao a frequéencia alelica, 86,4% dos pacientes com
AVEH/ Aneurisma possuiam o alelo G, contra 83,3% dos participantes do grupo
controle com o mesmo alelo. Tal diferenca nao foi estatisticamente significante

(P=0,764).

Tabela 1- Distribuicac genotipica e alelica do polimorfismo CYP2D6 nos grupos

caso e controle,

Grupos
CYPEGT;LIB% AVEH/Aneurisma Controle
N 0o N 0 P OR I1C
GG B0 741 58 71,6
GA 17 21,0 19 23,5 0,930 NA NA
Al i 49 4 49
Total 51 100,0 81 100,0
GG B0 741 58 71,6
GA+AA 21 259 23 254 0,729 113 0,56-2,27
Total 51 100,0 51 100,0
G 137 56,4 135 83,3
A 25 154 27 16,7 0,764 1,09 0,60-1,95
Total 162 100,0 162 100,0

NA = Nao se aplica; “Teste de qui-quadrado.

Na tabela 2 avalia-se a diferenga na proporgio de individuos segundo
caracteristicas clinicas (HAS, Diabetes, tabagismo e etilismo) associadas ao
polimorfismo CYP2D6 1846 G/A. Contudo, nac houve associagac entre os
genotipos e a presenga de HAS (P= 0,867), diabetes (P= 1,00), tabagismo (P=
0,938) e etilismo (P=0,332).

Tabela 2- Distribuicao das caracteristicas clinicas: HAS, Diabetes, tabagismo e
etilismo conferme o polimorfismo CYP2D6 nos participantes do estudo.

CYP2D6 1846 G/A
GG GA+AA
N Ww N 0 P OR IC
s Yes 50  424% 18  409% 0867 1062 (0,526 - 2146)
No 68 576% 26 591%
. Yes 2 17% 1 23% 1 0741 (0,066-83%%
Diabetes No 116  983% 43 97.7% [ :I
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Tabagismo

Mo 77 65,3% 29 65,9%

Yes 41 34,7% 153 341% 0935 1,029 (0,496 - 2,135)

Alcoolismo

Mo 85 72,0% 33 795%

Yes 33 28,0% 9 20,5% 0332 1,510 (0,655 - 3,452)

*Teste de Qui-quadrado.

A tabela 3 mede a associagao entre as caracteristicas clinicas e a ocorréncia
de AVE, nos diferentes genotipos. Sende que, 76,7% dos participantes do grupo
caso portadores do genctipo GG apresentavam HAS, contra 6,9% do grupo
controle com o mesmo genotipo. Entre os participantes com genotipo GG, o risco
para AVE aumentava 44 vezes no grupo caso com HAS (P<0,001; OF=44; 13,65 -
144,17). 66,7% dos participantes do grupo caso com genotipo GA+AA eram
hipertensos, contra 17,4% do grupo controle com o mesme genotipo. O risco para
AVEH/ Aneurisma em pacientes com HAS e com gencotipe GA+AA aumentou
em 10 vezes, quando comparade ac grupo controle (P=0,002; OR=10; 2,32 -
38,87).

Table 3. Clinical characteristics associated with the occurrence of H5/ Anewrysm
by GG and GA + AA genotype of CYP2D6 polymorphism.

 CYP2D6 1836 G/A
GG GA+AA
Grupos Grupos
AVEH/Anenrisma Controle AVEH/Aneuricma  Controle
N 1 N % P OR (IC) N ™ N % P OR(C)
Yos 45 767 4 60 <0001+ {13_&?_'511’.“__] 14 667 4 174 0002 [2,3;:::55_3?]
No 14 33 54 9l 7 333 19 826
Total 60 1000 58 100.0 21 W00 25 1000
Yes 2 33 0 00 o406 >0 1 48 0 oo o7 2V
- - (L6 - 2.40) - - (1,56 - 2.06)
No 58 067 58 100.0 20 852 23 1000
Total 60 1000 58 100.0 21 W00 25 1000
. Yas 24 400 17 203 0203 [u:-;*?fa.a‘m g 38,1 7 304 0592 43':11,92]
Tabagismo ,, 3 600 41 707 13 619 16 696
Total 60 1000 58 100.0 21 W00 25 1000
. Ye 17 23 16 we oms .M. s Bs 4 174 ome 07l
Alcoolismo .~ 717 47 T4 16 762 10 Bl6%
Total 60 1000 58 100.0 21 1000 25 100.0%
* Teste qui quadrado.

Depois de verificar as frequéncias genotipicas e alélicas e a associagao do
polimorfismo com as manifestages clinicas da doenga, a tabela 4 avalia a
diferenca de medias de glicemia entre os grupos de estudo nos diferentes
genotipos. Avaliando o genotipo GG, a media de glicose no grupo case foi 106
mg,/ dL, contra 96 mg/dL do grupo controle, quanto a essas diferengas de medias
foi obtida diferenga estatistica (P=0,04) e a glicemia media foi maior no grupo
caso do que no grupo controle,
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Tabela 4- Analise da glicemia nos grupos de estudo conforme o perfil genetico
no polimorfismo CYP2D6.

CYP2D6 1846 G/A
GG GA+AA
Grupos Grupos
A‘\"'El-ﬂftnmn Control A'\"El-vaﬁilnmn Control
Media 8 pgedia Z P Media 2 ptedia T P
—— —= —— ——
Glucose o 21 96 7 0004 107 27 a6 7 0,126
{mg, dL)
*P=<0.05,
Discussao

O AVE e a segunda maior causa de mortalidade global entre as doengas
cardiovasculares, especialmente em adultos e idosos. Na America Latina, o Brasil
permanece como um dos paises com maior risco de morte prematura por AVE.2
De acordo com o Relatorio de Saude da OMS, 5,5 milhoes de pessoas morrem por
ano em decorrencia do AVE. Em tode o mundo, enormes quantias de dinheiro e
materiais estao envolvidas no tratamento desta doenca. No entanto, metodos
para identificar pessoas com alto risco de ocorrencia do AVE s3o limitados e os
mecanismos meleculares envolvidos neste trabalhe sae fundamentais para
resolver tal problema.!s

Neste estude, a incidéncia de AVEH e/ou aneurisma foi ligeiramente
maior em auilheres (39,3%, n= 48) do que em homens (40,7%, n = 33), sendo que
amedia de idade do grupo caso foi de 53 anos.

Silva®, analisaram aspectos topograficos e epidemiologicos dos pacientes,
bem como, o nivel de gravidade na admissdo e alta hospitalar e situacdo clinica
do paciente apos um ano da alta. Dos 148 pacientes com diagnostico de AVEH,
77 (32%) eram do sexo masculino e 71 (45%) do sexo feminino. A faixa etaria
variou de 20 a 92 anos de idade, tendo maior nuimero de casos no sexo masculino.
Do total de casos houve 57 obitos (35,5%), com1 maior numero de mortes nas
faixas de 40 a 39 com pequena diferenca entre os generos, sendo a taxa de
letalidade foi maior para o sexo feminino (43,7%) nas faixas de 40 a 59.

O citocromo P450 (CYP representa uma grande familia de hemoproteinas.
Biologicamente, participam do metabolismo de alguns componentes endogenos,
como hormonios e colesterol.!* O gene CYP2D6 codifica a enzima CYP2D6, Essa
enzima e pertecente ao sistema citocrome p450, expressa nao somente no figade
mas tambem no SNC, tendo assim um papel central na catalizacao de metabolitos
de farmacos e toxinas biologicas. A mmtagao CYP2D6™ e causada pela transicae
de G para A, o que resulta em uma capacidade limitada para metabolizar
substancias. A diminuicdo da atividade de CYP2D6 pode prolongar o tempo de
exposicdo a neurotoxinas, induzindo a dandos nas celulas do SNC. Tal hipotese
pode ser suspeita por desempenhar papel na patogénese do AVE, doengas de
Parkincon e doenga de Alzheimer.23

No presente estudo o polimorfismo CYP2D6™4 nao evidenciou diferenca
estatistica quanto aos diferentes genotipos (tabela 1). Contudo, foi possivel
observar que entre os participantes com genotipo GG, o risco para AVE
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aumentava 44 vezes no grupo caso com HAS (P<0,001, OR=44, 13,65-14417), e
entre os participantes com genotipo GA+AA o risco para AVEH/ Aneurisma em
pacientes com HAS aumentou em 10 vezes (tabela 3). O genotipo parece ter
influéncia quandeo dividiu-se os grupos de estudo (tabela 3), mas nao quando se
considerou todos os participantes de pesquisa (tabela 2), sendo que o genotipo
dominante parece favorecer mais fortemente o risco de hipertensao.

Oz fatores de risco que estdo ligados aoc AVE sae: Hipertensao arterial,
diabetes melitus, sedentarismo, doengas cardiacas, tabagismo, obesidade e
predisposicac  genetica.!® Na hipertensao arterial sistemica, apesar da
disponibilidade de medicamentos anti-hipertensivos com diferentes mecanismos
de agao, grande parte dos hipertensos tratados, os miveis ideais de pressoes
sanguineas nao sao alcangados. O polimorfismo CYPZD6 faz com que pacientes
possam ser caracterizados como metabolizadores ultrarrapidos, metabolizadores
intermediarios ou metabolizadores lentos de drogas. Estes ultimos
correspondem a 7% a 10% da populagae de individuos caucasianos.l”

Em um estudo Egipcio por ALI et al. (2013), foram comparados casos de
hipertensac e controles em relagac as variantes alelicas genotipicas do gene
CYP2D6, os casos de hipertensao mostraram presenca do genotipo homozigote
dominante significativamente maior em comparagao aos controles (P=0,01). Esse
fenomeno tambem se manifestou entre os casos de subgrupos com obesidade que
apresentaram formas homozigoticas mutantes significativamente menores de
que os controles obesos (P=0,040), casos com lesdes cardiacas (P=0,008) e
complicagdes (P=0,010).1

Neste trabalho, a dosagem de glicose media foi mais alta no grupo caso
quando comparada ao grupo controle em ambros genotipos, GG (P=0,004)
GA+AA (P=0,126) do polimorfismo CYP2D6. Em um estudo de caso controle, foi
estudado o polimorfismo do CYP2D6 associado ao desenvolvimento do diabetes
mellitus tipo 2, na populagic da Bosnia e Herzengovina. Neste estudo,
demonstrou-se que nao havia uma relagao do genotipo e o diabetes na populagac
indicada. Logo, os autores citam como limitagac da pesquisa as diferengas nas
caracteristicas etnicas, seja estilo de wvida, fatores ambientais, antecedentes
geneticos, alem do numerc de participantes da pesquisa, que eram 37
participantes no grupo caso e 44 no grupo controle.1®

Conclusao

A presenga da Hipertenzsdao Asterial Sistémica € um fator de risco para a
ocorrencia de AVEH/ Aneurisma. Alem disso, foi possivel perceber que existe
um aumento na glicenia em pacientes diagnosticados com a patologia estudada.

Chando foi analisado as frequencias genotipicas e alelicas do polimorfismo
CYP2D6 1846 G/A, percebeu-se que nao houve diferega estatistica com a
distribuicao em associagao a patologia.

Ao analisar a ocorrencia de AVEH/Aneurisma, em diferentes genotipos,
com as caracteristicas clinicas (Hipertensao Asterial, Diabetes, Tabagismo e
Etilismo), entre os participantes com genotipo GG, o risco de AVEH aumentava
em H vezes no grupo com HAS, sendo que o risco para o desfecho em pacientes
com HAS e genotipo GA+AA aumentou em 10 vezes quando comparade ac
grupo controle.
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Em relagdo a variavel glicemia, a sua media foi maior no grupo caso do que
no grupo controle, sendo que, no genotipo GG, a maior media de glicose no
grupo caso, foi estatisticamente significante.

A presenga do polimorfismo CYP2D6 1846 G/A deve ser amplaments
estudado em pesquisas futuras, e os resultados desta pesquisa podem ser uteis a
outros estudos de associacio a doencas ligadas a genes. A influéncia possivel
sobre a expresszao dos genes desta pesquisa continua a ser elucidada, portanto
mais estudos de associagdo, em outras populagGes, devem ser realizados para
esclarecer e tais polimorfismos representam associagoes ao AVEH e Aneurisma
Intracerebral.

Agradecimento

O presente trabalho foi realizade com apoioc da Coordenacio de
Aperfeicoamento de Pessoal de INivel Superior - Brasil (CAPES) - Codigo de
Financiamento 001. FAP-DF.

Referencias

1. Medeiros C, Fernandes 5, Lopes ], Cacho E, Cacho R. Effects of mirror therapy
through functional activites and motor standards in moter function of the upper
limb after stroke. Fisioter e Pesqui. 2014;21(3):264-70.

2. Wajngarten M, Silva G5. Ischaemic Heart Disease , Stroke and Risk Factors
Hypertension and Stroke : Update on Treatment Ischaemic Heart Disease , Stroke
and Fizk Factors. Radcliffe Cardiol. 2019;14(2):111-5.

3. Montaner ], Mendioroz M, Delgado F, Garcia-Berrocose T, Giralt D, Merino C,
et al. Differentiating ischemic from hemorrhagic stroke using plasma biomarkers:
The S100B/RAGE pathway. ] Proteomics [Internet]. 2012;75(15):4758-65.
Available from: http: / / dx.doi.org/10.1016/j.jprot.2012.01.033

4. Mota DVN, Meireles ALF de, Viana MT, Almeida R de C de A. Mirror therapy
for upper limb rehabilitation in chronic patients after stroke. Fisioter em Mo,
2016;29(2):287-93.

5. Kumar A, Aakriti, Gupta V. A review on animal models of stroke: An update.
Brain Ee= Bull [Internet]. 2016;122:35-44, Available from:
http:/ /dx.doiorg/10.1016/].brainresbull 2016.02.016

b. Silva MV DA. Aspectos clinicos e epidemiologicos dos casos de acidente
vascular encefalico hemorragico intraparenquimatoso: perfil epidemiologico em
uma serie monocentrica no Distrito Federal. 2013,

7. Hopewell JC, Clarke F. Emerging Risk Factors for Stroke: What Have We
Learned from Mendelian Fandomization Studies? Stroke. 20016;47(6):1673-5.

8. Bezerra LS, Santos-Veloso MAQ, Bezerra Junior WNDS, Fonseca LC Da, Sales
WLA. Impacts of Cytochrome P450 2D6 (CYP2D6) Genetic Polymorphism in
Tamoxifen Therapy for Breast Cancer. Fev Bras Ginecol e Obstet.
2015;40(12):794-9.

9. Yasukochi Y, Satta Y. Molecular evolution of the CYPZD subfamily in
primates: Purifying selection on substrate recognition sites without the frequent
or long-tract gene conversion. Genome Biol Evel. 2015;7(4):1053-67.

10. De Leon ], Armstrong 5C, Cozza KL. Clinical guidelines for psychiatrists for

EEVISA. 2019 Out-Dez; 84):496504

163



Duarte LCA, Fratelli CF, Silva CMS, Ferreira LE, Souza HC, Silva ICE

the use of pharmacogenetic testing for CYP430 2D6 and CYP430 2C19.
Psychosomatics. 2006;47(1):75-85.

11. Nepommyashchikh DL, Vavilin VA, Aidagulova S V. Makarova S,
Karavaeva Y, Shchepotina EG, et al. Cytochrome P430 2D6 polymeorphism is a
molecular genetic marker of liver cirrhosis progression. Bull Exp Biol Med.
2012;152(5):633-6.

12. da Silva JK, dos Anjos KF, Santos VC, Boery RINS de O, Santa Resa D de O,
Boery EN. Intervengoes para cuidadores de sobreviventes de acidente vascular
cerebral: revisdo sistematica. Fev Panam Salud Pablica. 2015;42(4).1-9.

13, Gu L, Wu G, Long J, Su L, Yan Y, Chen (2, et al. The role of TINF-a 308G=A
polymorphizm in the risk for ischemic stroke. Am | Med Sei. 2013;345(3):227-33.
14. Hernandez FL. Estudio de las bases gemeticas de la diabetes tipo 2:
Identificacion de variantes de baja frecuencia mediante secuenciacion masiva.
Universidad politecnica de Calencia. 2019.

15. Lu Y, Qin X, Li 5, Zhang X, He Y, Peng (O, et al. Quantitative assessment of
CYP2Dé polymorphisms and risk of Alzheimer’s disease: A meta-analysis. |
Neurol Sci. 2014;343(1-2):15-22.

16. Ramos JM. Analise De Equilibrio E Funcionmalidade Em Individuos
Hemipareticos Pos-Ave. Ciencias Biologicas e Saude Unit [Internet].

2018;5(1):103-16. Available froon:
http:/ /www.scielo.br/ pdf/eins /v16nl / pt_1679-4508-eins-51679-
45082018A04247 . pdf

17. Sandrim VC, Tanus-Santos JE. O conhecimento em farmacogenomica pode
auxiliar no controle da pressaoc arterial em pacientes com hipertensao de dificil
controle ? | Hypertens. 2008;15(1):34-6.

15, Al AAA Wassim NM, Dowaidar MM, Yaseen AE. Genetic polymorphism
of CYP2D6 gene among Egyptian hypertensive cases. | Basic Appl Zool
[Internet]. 2013;66(4):225-33. Available from:
http:/ /dx.doi.org/10.1016/j.jobaz.2012.12.002

19. Semiz 5, Digjic T, Ostanek B, Prnjavorac B, Bego T, Malenica M, et al. Analysis
of CYP2C9*2, CYP2C1972, and CYF2D6™ polymorphisms in patients with type
2 diabetes mellitus. Bosn | Basic Med Sci. 2010;10(4):257-91.

Autor Comespondente

Izabel Cristina Rodrignes da Silva.
Campus Universitario, no number, Centro
Metropolitano. CEP: 72220-273. Brasilia,
Distrito Federal, Brasil.
belbiomedicalemail com

REVISA. 2019 Out-Dez; §4):49%5M

164



165

ARTIGO ORIGINAL ] Eoras Patol M Lsb, 2001 5¢: 1-6.

Associacao do polimorfismo do gene CHGA em
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RESUMO

Introducio: Doengas cerebrovasoulares t8m sido ligadas a diversos genes. Acromogranina & (CHG4) & utilizada come um marcador em
doengas cardiovasculares. Portanto, avaliar o polimorfismo e verificar 2 associacin com essa patologia € muito importante para melhor
compreensio dessa doenca. Objetivo: O foco do estudo foi identificar a associagio entre o polimorfismo na regido codante pesicio -264
do gene CHGA (Glu26445p) e o acidents vascular encefilico hemorrigico (WEH)/aneurisma no Distrito Federal, Brasil. Métodos: Estudo
casp-controle de base populacional, envolvendo 45 casos com AVEH e/ou aneurisma. Para a genotipagem dessas amostras, utilizou-se
a técnica laboratorial reagio em cadeia da polimerase-polimorfismo de comprimento de fragmento de limitagio (PCR-RFLP). Nivel de
significiincia de 5% foi adotado. Resultados: A auséneia do gendtipo CC do polimorfismo Gl 2644gr CHEA nos participantes do estudo e a
presenia sipnificativa do gendtipo heterozigoto G foram verificadas. Noentanto, adistribuicio dos gendtipos ndo diferin estatisticamente
nos grupaes, Conclusao: O polimorfismo Giv26445 CHGA parece nio contribuir para a pénese da expressao da profeina CFGA nesse
grupade pacientss, meas revela se existe ou nio uma possivel associagio da patologia em questio e se 2 mutagio contribuird para a terapia
génica e melhorard a qualidade de vida dos pacientss.

Unitermeos: polimorfismo gendtico; cromogranina A; acidente vascular cerebral.

ABSTRACT

Iniroduction: Cerebronascular diseases bave been asocialed with several genes. Chromagranin A (CHGA) bas been tsed as
wiker in arrdiovascular disease. Thergfore, evaltiating fhe polymorphism and verifying s assockation with fiis paibology & very
important o befter undersiand (i disease. Obfective: The aim of this study wes fo ideniify e asociafion befween coding region
polymorphism in -264 position of the CHGA geme (Glu2bdAsp) and bemorrbagic sirobe (HSaneurysm in the Federal Districi,
Brazil. Methods: This is a poprlation-based case-confrol, involving 45 cases with HS and/or anewrysm. Polymenase chain reachion-
restriction fragnient lengfh polymorpbism (PCR-BFLP) meibod & wsed for genotyping these samipiles. A significance level of 5% was
adopfed. Resulls: The absence of ibe CC genofype the Glu204Asp CHGA polymarplbism in the sfudy particibanis and the significant
[rresence of fhe G belerozypole genolype were observed in this sudy. However, ibe disivibaudion of penobypes did not differ skatistically in
the prowps. Conclusion: The Glu264Asp CHGA palymorpbism does noi seem fo contribuds o fe genesis of the CHGA profein expression
i Hhis patients group, buf to undersiand whatber or nof there s a passible association of the paibology in guestion and whether the
witdadion will condribule in the gene therapry and thus fo improve palieris” gualify of life.

Ky words: genefic polymorpbism; chronsagranin A; bemorrbagic sirobe.

Primeira submisoem 1874/17; il brmissio em 2204,1%; aosio pema publicagio em 041617, publicado em (50520
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RESUMEN

Introcduccion: Enfermedades cerbrovascrdares ban sido vinculadas o diversos genes. Lo cromograning A (Cgd) & ubilizada
como 4 marcador en enfermadades cardiovascikares, Por consigriende, evaluar o polimorfismo y verificar ka asociecion con
et pafolagia es may impovianie parg ka mejor comprensicn de la enfermediad. Ojetivo; E enfoque del ensaye fue iderdificar la
asociacian enire el polimorfismo en la regicn codificarle en ba posicide -264 del gen CHGA (Glu2bdsp) v ol accidenie cerebronascular
bemorvdgico (ACVH Vanesirisma en Distrito Federal, Brasil. Méfodos: Extudio de coso-conirol de base poblacional, fmvolucransdo
45 camos com ACVIH yio amesrisma. Parg of penolipafe de las musestvas, se wiilizd o Bomica de laboraiorio reacciin en cadena
de b polimerasa-polimerfismos en ka longitud de los fragmenios o restriccidn (PCR-RFLP). Nivel de significaciin elegido: 5%,
FResultados: Ausencia del genotipo 0 dl polimorfismo Glu2bdAsp CHGA en los parficipantes da ensayo y presencia significaliva
el penotipo beferocipole GO Sin embarpo, la digribucion de los genofipos no difivid estadSticamente en los grapos. Conclusidn:
Fl polimorfismo Glu2ditsp CHGA parace mo comiribuir parg b génesis de la expresion d la profeing Cgd en asie grago de pacienies,
pero revelar si existe o no tna posible asociacicn ot la palologia en criestion y sila mudaciin cordribuird par la ferapia penélica

y mgjorard ka calidad de vida de los pacienies.

Palabras dave: polimorftono penélico; cromograning A; aocidende cerebrovascadar,

INTRODUCAO

0 acidente vascular encefilico (AVE), também conhecido
como acidente vascular cerebral (AVC), consiste em uma disfunciio
neuroligica aguda, de origem vascular, seguida de ocorréncia
slibita de sinais e sintomas relacionados com o comprometimento
de dreas focais no encéfalo, onde os sintomas persistem acima de
24 horas de duragin™. Sagundo a Sociedade Brasileira de Doengas
Cerehrovasculares (2016), essa patologia € a que mais ocasiona
maorte em brasileiros: a cada ano, 17 milhdes de individuos t&m
um AW no mundo; 6,5 milhfes morrem: e 26 milhdes ficam
incapacitantes permanentements'.

aneurisma intracerebral pode ser definide como uma dilataggo
anormal em um ponto da parede das artérias do poligono arterial
de Willis. Nos Fstados Unides, 27 mil noves casos de hemorragia
subaracnoidea ocomem a partic da noptura de aneurisma, e 5% a
15% se desenvolvem para AVE hemorrigico (AVEH) .

De maodo geral, o AVE tem como principal caracteristica a falta
de aportz sanguines em uma determinada regido cerebral, que podz
sar ocasionada pela nuptura ou chstrugio arterial. Divide-se em duas
categorias: isquémics e hemorrigion, que apresentam ssmelhangas,
mas = diferem quanto a fsiologia, etiologia e tratamentos™.

{0 acidente vasoular encefilico isquémico (AVED) caracteriza-se
pela interrupcin do fluv sanguineo em determinada regidio cerebral,
Geralmente, essa inferrupgio ocome pela presenca de um trombo, ou
seja, um processo de coagulaci sanguinea inadequadn, na antéria
ou na veia, com agregades bacterianos e cflulas inflamatorias™
0 AEH é resultado de uma fragilidade vascular que pode bevar
& muptura de um viso e comseuentement a0 extravisamento

sanynuines em regides do cérebro™; possui a hipertensio arterial
sistérnica (HAS) como principal patologia associada™.

Atualmente, o dizgndstico dessa patologia & dado com base
no histérico clinico do paciente & com o awxdlio da tomografia
computadorizada (TC). Os sintomas podem variar e estio
relacionados com diferentes dreas do cérebro. E comum que
haja alteragio neuroldgica que interfiram na fala, na vis3o, na
cognigio, na sensibilidade, no equilibrio e nos movimentos™,
Assim como as diversas doencas crinicas ndo transmissiveis
{DCNTS) encontradas comumente na populacio mundial, o AVE
& uma doenga multifatorial que se relaciona com uma série de
fatores que influenciam o seu desenvolvimento: os ambientais
os genéticos™ . Portanto, identificar as causas, com a ajuda
de alpumas tecnologias da drea da sadde, & importante para
compreender determinada patologia e conseguir proporcionar
melhor qualidade de vida ao paciente, pois essa doenca exipe
certa dependéncia fisica. Esse tipo de dependéncia gera alteracies
socials, emocionais e econdmicas, além de  isolamento,
ocasionando transtornos nevropsiquidtrices’™ =

A cromograning A (CHGA) & uma glicoproteina de secrecio
drida localizada no cromossomo 14g32.12. Essa glicoproteina
tem sido utilizada como biomarcador de tumores em tecidos
neurcendécrings, além de doengas  newrodegenerativas e
neuropsiquidtricas, hipertensin, doengas cardiovasculares
e insuficiancia renal e hepdtica™'. Avaliar o polimorfismo de
qualquer gene & um grande desafio, ainda mais em relagiio ao
gene CHGA, pois sdo poucos os estudos que relacionam a sua
mutagio 2 uma patologia Entre as diversas regides desse gene,
a troca de base G/A na CHG4-264 tem demonstrado ser um fator
de diminuigio da expressio dessa profeina
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Com base no que foi exposto, os objetives deste studo s3o
verificar a fraquéncia do polimorfismo da CHGA-264 G/ em umsa
amostra populacional brasileira de individucs portadores de AVEH
efou aneurisma intracerebral, bemn como investigar uma possivel
associacin entre o polimorfismo G/A da CHG4, na regifio codante,
com diferentes manifestagies clinicas e analisar essa associacio
no progndstico dos pacientes em relacio 3 patologia estudada

METODOS

Composicio

{0 estudo composto por 97 pacientes foi conduzido na Faculdade
de Ceilindia, Universidade de Brasilia (UnB), Brasil. & amostras
que compdem este estudo caso-controle foram obtidas no Hespital
de Base entre janeiro de 2011 e dezembro de 2012, No total, 45
individucs diagnosticados com AVEH e/ou aneurisma intracerebral
{32 mulheres & 13 homens; idade média 52 £ 1 ano) foram
racrutados para este estudo. Todos os pacientes apresentavam os
simais dliniors descritos na definicio da Organizacio Mundial da
Sanide (OMS) sobre AVE: esses sinais também foram confirmados
por imagem [ TG ou ressondncia magnética (RM)].

{0 grupa-controle foi composto por 52 individues (31 mulheres
& 21 homens; idade média 51 = 1 ano) considerados saudiveis;
eles foram pareados por idade e sexo. Todos eram voluntirics e
acompanhavam os pacientes no ambulatdrio geral. A amostra fod
caleulada estimando uma prevaléncia de 2% de AVEH/aneurisma
na populacio adultz; erro de amostragem de 5%; e intervalo de
confianga (IC) de 95%, nos 112 pacientes avaliades segundo s
critérios descritos anteriormente. Mo total, 24 participantes foram
inclusos. Considerames a amostra de 45 pacientes com AVEH a fim
de compensar qualquer perda.

0 termo de consentimento foi obtido de todes os participantes,
antes da coleta das informagfes. O estudo foi aprovade por um
comitd de éica institucional. Participantes menores de 18 anos, s=m
o dizgnidstico de AVEH e/on aneurisma, ou aqueles que pessuiam
alpum tipo de parentesco com o grupo-controle foram exchuidos.

Caracteristicas clinicas

0 histdirico detalhado e a evolugio clinica foram acomganhades.
Pacientes foram questionados se tinham hipertersan (pressio
arterial foi mensurada) ou diabetes, se eram tabagistas e se fazdam
uso de dlcool. Escalas foram usadas para mensurar severidade,
estigios da doenca e incapacidade dos pacientss: Rankin Scale
(RS) para verificar capacidade motors: Barthel indes (BI) para
mobilidade e cuidado pessoal; e Glasgow Scale para nivel de
consciéncia do paciente. Além disso, exames bioguimicos, como

glicose, creatinina e plaguetas, foram cbtidos por meio da ficha
clinica do paciente.

Métodos laboratoriais

Cada individuo deste estudo, caso e controle, fomecen amostra
de 5 ml de sangue venoso. O dcido desoxirribonuicleics (DNA) foi
extraido do sangue coletado wilizando o fndsord S Blood Ming
Kt (250) da Imvitek (catdlogo #CA10-0005, lote #1031100300).
A genotipagemn do polimorfsme da CHEA-264 G/ foi realizada
usando a téonica de reagio em cadeia da polimerase (PCR)
combinada com 2 andlse de restrigio do fragmento estudado no
polimorfsma. Os primers ufilizados na amplificacio da CFGH-
264 G/A foram senso 5-AGGGTGGCAGGCAMGAG-T e antissenso
S-AMGGTGEATGAGGTTATGG -3 A amplificagio foi realizada com
hase nas seguintes condigfes de termociclagem: 94°C por 5 minutos
(desnaturacio inicial), seguida por 30 dicls de desnatoracio 2
04°C por 1 minuto, acompanhada de 56°C por 1 minuto e 72°C por
| minuto para o anelamento dos primers. Por dtimo, fezse o
processode exiensdo a T2°C por 7 minutos. Os produtos da PCR de 235
pb foram incubados por 90 minutos a 37°C com a enzima DPNL. O
alelo G ndio sofren clivagem pela engime, tendo xssim um fragmento
de 235 pb. 0 alelo & apresentou dois fragmentos de DA, um de 106
pb & outro de 129 ph. Os fragmentos foram visualizados em gel de
agarose a 3% com brometo de etidio e expostos & e ultravioleta,

Analise estatistica

A frequéncia dos gendtipos e alelos em pacientes com AVEH
/on aneurisma foi comparada com o grupo-controle usando o
teste Qui-Cuadrado nos modelos recessivo e dominante. O teste
Armitape foi feito para verificar se ha efeito da dosagem no alelo
de risco para AVEH ‘aneurisma. A associacio com as caracteristicas
clinicas e cada gendtipo foi analisada por meio do Qui-Quadradn,
adotando um nivel de significincia de 5%. Para andlise de
diferenca das meédias dos exames laboratoriais nos diferentes
gendtipos, foi realizado um teste £ de Student, uma vez gue as
pressupasioies de normalidade foram observadas.

RESULTADDS

Na Tabela 1, as frequéncias genotipicas foram descritas.
A ausénciado gendtipo CC nos dois grupos foi observada, mas uma
alta prevaléncia de individuos heterazigotos (GC) na amostragem
fioi verificada. Com isso, ohservou-se que ndo existiu associagio
significativa entre a patologia aqui estidada com a mutagio
Glu2G44sp CHGA Quanto a associagio entre a presenca do
alelo polimérfico & o AVEH, também ndo foi verificada nenhuma
relagio (p = 0,05).
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TABELA 1 — Distribuicio das frequincias genotipicas e alélicas do polimorfismo TABELA ¥ — Estatisticas-resuma de glicemia, creatinina e plaquetas conforme a

%My 4 413 079 LI 0Ly
VB 1 R T/ B
CHUGA: cromagraning A; AVEH: acidende sascular encefilice bemormigico; O odds ratin: DISCUSSAD
I vtervaio o aomfienga.

Gl 2644k CHGA nos diferentes grupos presenca do polimorfismo Glu2G4dsh G4 nos pacientes do grupo-caso
Grupo GluZGidsp CHGA
Glulbidg MVEH/aneurisma  Controle L G GC Trdaal
CHGA Varidveis
" % " % b OR IC laboratoriais Erro Erro Erro
GG w2 9 173 Média padrio Média padrio Média padrio  p
6E 5 T8 45 87 058 LI 05575 - da media damédia da media
o . . . . Gicose 1129 w4 1w & 079
iy £ W m o Cestiia 09 01 1i 04 1503 04
— °E al — Plaguetas 321 17 335 12 3% 10 0,455
g 3] : / CHEA: cromograning A
Total

0 AVE & uma patclogia de grande impacto social que causa

A T'H“ 3 el descr.'e':'em a ﬂmf’:'m enlfe & ym déficit neurolégico de origem vascular, acomete adultos e
caracteristicas clinicas laboratoriais e o progndstico dos pacientes 50 peey doenca é 2 primeira caisa de mortalidade no Brasil
com o polimorfisme estudado. Nenbuma associacio da mutagio

e 4 segunda no mundo, logo apds das doengas isquémicas do
com as varidveis estudadas foi verificada (p = 0,05).

coragio’™ ¥, Nesta pesquisa, 2 incidéncia de mulheres (71,1%) —
idade de aproximadamente 52 anos — foi maior que a de homens

TABELA 2 — Associagio entre o polimorfismo Glu26ddgs CHGL e s {28,9%) no grupamento AVEH e/ou aneurisma.
caracteristicas clinicas/habitos e o progndstico do paciente medido nas escalas

Pesquisas genéticas que envolvem polimorfismos da CHiGA

L . Glu2tidsh CHGA associades a algumas doencas ji foram descritas na literatura,
Caracteristicas clinicas GG GC o . )
. - . - p Neste estudo, foi feita uma anilise da associagio entre a presenca
. P ms T T ose do polimerfismeo Gl2044sh CHGA e os portadores do AVEH e/ou
HAS o . I R m aneurisma que se encontravam em tratamento em uma unidade
. = 5 5 3 ep— de satide do Distrito Federal, Brasil.

Dihes Nio W BA 2 T2 Fstudos de variagio genética indicam que, do total de casos
. Sim 3 i 12 a0 08 de AVE, cerca de 38% sio hereditirios. Também afirmam que a
Tilgm Nio 7 B3I B W7 maior parte da contribuigio genética para o AVE € poligénica e
Bikiamo Sim 1 143 b 87 058 refh?te.efeilcs de muiltiplos genes, cada um exercendo pequencs
Nda 9 BT M T3 efeitos"™. Em relagio ao AVEH, poucas revisdes da literatura foram
Coma infermedidio 2 B3 4 667 0482 realizadas, quando comparadas com o desfecho squémico da

Glasgow  Coma superficial 0 0 0 [} doenga.
Nomaliek : . A CHGA faz parte de um grupo de proteinas presentes em
@mmm ! ! : 0 op virios tecidos neuroendécrines; tem sido considerada como
ﬁ‘t’“"“!’““] 8 Bs N W5 marcador de diversss patologias, como h.iperlemﬂu,_d.mcn_s
Incaparidade Jeve 0 0 | 10 neuropsiquidtricas, insuficiéncia renal e hepdtica®™ ®
Incaparidade moderada 0 0 1 100 Alsm disso, proteina se destaca oo grupo de marcadores
Incaparidade moderads s , . ;ﬂ InSLLEE-IEI'IIJa ca@am {IC), pois EoL IJ.'IC|I.IL{|=1 mm_n parte
agrawe " o mecanismo de disfuncio neurcendocring. A Classificacio
Incaparidade grave 1 B3 1 6,7 Braunwald de Biomarcadores para IC, dividida em sete categorias,
Incaparidade sevwara 2 B3 4 66T 0371 aponta 25 cromograninas como biomarcadores para avaliagio
indicede Incapacidade moderads 0 0 ] [ do progndstico e do risco cardiovascnlar™, Dessa forma, estudos
Barthel  Incaparidade leve 7B WM T sobre o polimorfismo genético da G4 podem contribuir
Independincia funcional 1 83 1 97 para a compreensio da patogénese ¢ o progndstico de deengas
HAS: ipertensito arierial sidénica. cardiovasculares, como o SVEH. No entanto, este trabalho ndo
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apontou associacio do polimorfismo da CHGA-264 G/ com a
ooorréncia do AVEH e/fou aneurisma. Poucos estudos identificaram
esse polimorfismo em um grpo de individuos. O estudo proposto
por Salem ef al. (2008)" identificou que polimorfismos no gene
(A estavam associados 4 presenca da doenca renal hipertensiva,
porém, nde ohservaram a relevincia do polimorfismo Glu2 G445
CHiGA para a patopfnese da doenca™.

Outro estudo, desenvolvide por Kogawa ef al. (2016),
constatou que o polimorfisme ndo estava asociado 4 presenca de
diabetes, o mesmo observado neste trabalho, quando se dessjou
investigar essa associagio entre os pacientes portadores de diabetes
do grupo-caso com os do grupoe-controle.

Quante a0 prognostico, também ndo s verificou que o
polimorfismo da CHG4 estava mssociado ao perfil do pacients
medide pelas escalas de avaliagio neurobégica. Pode-se peroeber
que o AVEH e/ou aneurisma € uma doenga de amplo espactro na
populagio. Porém, como limitagdo, o nimero da amostragem foi
muito pequenc quando se pensa na magnitude da patologia em
questin, Por essa razdio, novas pesquisas em populages especificas
devemn ser feitas para ajudar na compreensiio da doenca asociada
i mutagio genética, ji que o Brasil é representado por um
conjunto de individuos miscipenados.

Compreender os genes responsdveis pelas caracteristicas
normais ou patoldgicas permite a aplicacio dos fundamentos
da medicina gendmica que irfo modificar a terapia genética.
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Abstract

Thyroid cancer is the most common endoerine cancer in the world. Moting that the NOS3 gene polymorphism interferes
with nitric oxide producticon, this study aims to identify and analyze the NO53 gene polymorphism in the intron 4 region
in patients with papillary thyroid cancer. A case-control study was conducted with 3| papillary thyroid cancer patients
of both genders who underwent thyroidectomy and treatment with sodium iodide radiopharmaceutical (1311) compared
with 81 control patients. Through papillary thyroid cancer, the results were observed, compiled, and analyzed using 5P55
version 25.0. The significance level of 5% was adopted. Genotypic frequencies of healthy subjects were in the Hardy-
Weinberg equilibrium (P = 0.503). There was a significant genotypic difference between papillary thyroid cancer and
healthy individuals (P <<0.001). The BB genotype conferred a protective factor for papillary thyroid cancer (P <0.001,
odds ratio (OR) 0.16; 95% confidence interval (Cl) 0.06, 0.42), while the presence of the A allele appears to be a risk
factor for papillary thyroid cancer (P <0.001, OR 3.5%4; 95% CI 1.88, 6.73). The intron 4 polymorphism of the NOS3 gene
was associated with susceptibility to papillary thyroid cancer. Thus, future research into the effects of this polymorphism
is essential.
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the follicular epithelium, this type of cancer invades the
lymphatic system, penerating multifocality and lymph
node metastases. !

Nitric oxide (NO) is a radical and acis as a biological
mediator in various processes, including the blood flow

Introduction

Thyroid cancer is the most common endocring cancer in
the world.! In Brazil, 9610 new cases—in which 1570
were male and 8040 were female—are predicted for the
20182019 biennium. Therefore, the frequency of this car-
cinoma is observed three times more in women than men.?

University of Brasilia, Brasilia, DF, Brazil

Thyroid neoplasms are classified histologically by their
shape, which is subdivided into tumors derived from fol-
licular cells (papillary, follicular, and anaplastic carci-
noma) and parafollicular or C cells (medullary carcinoma).’?
Papillary thyroid carcinoma (PTC) is the most common
(B0%) and has the highest cure rate in patients. It is also
quite common in women 30-50 years old. Derived from
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regulation and neuronal activity modulation. Mutations in
the mitric oxide synthase 3 (NOS3) gene directly interfere
with NO production and the regulation of NOS3 gene
expression** Located on human chromosome Tg36.1, its
variable number of tandem repeats (W NTR) polymorphism
in intron 4 is closely associated with an altered concentra-
tion of plasma nitric oxide and increased reactive Oxygen
species (ROS) production.” This polymorphism has a
27-base-pairs sequence, with one larger and one smaller
allele. The larger allele “b™ has five tandem repeats of 27
base-pairs, while the smaller allele “a” has four repeats.'!

The excessive ROS presence may cause oxidative siress
in cells and, consequently, damage deoxyribonucleic acid
(DMA), ribonucleic acid (RMNA), lipids, and proteins.
Furthermore, ROS can also affect the DNA repair system,
rendering the individwal more susceptible o the develop-
ment of diseases, such as cancer."! Noting that the NOS3
gene polymorphism interferes with NO production, this
study endeavors (o investigate whether the NOS3 intron
region 4 gene polymorphism acis as a protective or a nisk
factor in PTC patients.

Material and methods
Subjects

As an observational descriptive case control study, the
research participanis were divided inio two groups. The
case group consisted of 31 patients of both genders (20
female and 11 male) over 18 years old (average age: 48 =
13 wears) diagnosed with PTC. These patients were resi-
dents of the Federal District (Brazil) and underwent thy-
roidectonry and radiviodine therapy at a private clinic in
the Federal District. The control group consisted of 81 par-
ticipants (43 female and 38 male) with a mean age of 52 =
5 wears, healthy volunteers, paired and wnrelated to the
CAsE group.

Participants from both groups were excluded it they
were (@) vounger than 18 years old, (b) had a thyroid can-
cer diagnosis but were not eligible for radioiodine therapry,
and {c) refused to participate in the research or for whom
legal representatives did not consent.

The attending physician chose participating candidates
for iodotherapy from their current clinical condition and
treatment indication.'? The following items were assessed:
() the extent of surgery, complications, residual or meta-
static presence; (b) the histopathological diagnosis; (c) the
date of diagnosis; (d) the initizl disease presentation; () the
tumor extension; (f) the use of levothyroxine and others
{radiotherapy and previous surgery); () evaluation of Tisk
factors and medications that may interfere with reatment
efficacy; and (h) recent exposure to iodinated contrast. A
whole-body survey (WBS) with low iodine-131 doses was
requested to estimate the volume of remaining tissue or
metastatic disease. In summary, wdotherapy is indicated
in patients with incomplete tumor resection of apparent

metastases after thyroidectomy and who are not candidates
for surgical reintervention, and in patients with presumably
complete umor resection but classified as a high or inter-
mediate risk for persistent disease.' The potential adverse
effects were also considered: transient changes in gonadal
function; acute sialadenitis; advanced menopause; persis-
tent xerostomia and xerophthalmia; increased risk of sec-
ond cancer; hypersensitivity reactions; spinal depression;
leukopenia; thrombocytopenia; acute leukemia; anemia;
chromosomal abnormalities; radiation syndromes; thyroid-
itis; gastritis; sore throat; cough; and death.

The number of panicipants in the case proup was deter-
mined according to the samiple calculation: estmating a 1%
thyroid cancer prevalence among the cancer types in the adult
population, a sampling ermor of 3% and a 95% confidence
interval (CT). In the number of patients {n = #450) registered
with this cancer in the studied geographical region, the sam-
ple size reached was 12 pamicipants. With the compensation
of losses, a sample of 31 PTC patients was considered.

The UNICEUB Ethics Committee approved this study
under CAAE No. 57382416.6.0000.0023, and all partici-
panis had a detailed clinical history, and their resulting
evolution followed.

Laboratory methods

Afier signing the Free and Informed Consent Terms and
the Biological Material Guard Terms, and having answered
a proposed questionnaire, each participant had 10 mL of
their venous blood collected.

DMNA was extracted from blood collected by Invitek's
Invisorb Spin Blood Mini Kit (250) (catalog # CAlO-
0005, lot # 1031100300} and had an average CONCentra-
tion of 20 ng/ul. NOS3 polymorphism genotyping was
performed using the polymerase chain reaction-resiriction
on fragment length polymorphism (PCR-RFLP)-based
andlysis. The primers used © evaluate NOST iniron 4 pol-
vmorphism were: Sense YAGG CCC TAT GGT AGT
GCC TT 3’ and Antisense 5'TCT CTT AGT GCT GTG
GTCACTY.

The DNA amplification used the following thermocy-
cling conditions: 94°C/4 min (initial denaturation), suc-
ceeded by 36 denaturation cycles at 94°C/1 min, followed
by 607C/30 s and 72°C/1 min for oligonucleotide anneal-
ing. The final extension occurred at 72°C/ 10 min. The PCR
products were the 393bp allele “a” (mutated) and the
420bp allele “b” (ancestral) fragments.

Statistical analysis

The Chi-square test evaluated deparures from Hardy-
Weinberg equilibrium and frequency differences between
groups. The data comparison of quantitative Measurements
between genotypes groups underwent a normualite test that
resulted in an abnormal distribution and, hence, was ana-
Iyzed by the Kruskal-Wallis statistic test. The statistical
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anahyses were carmied out with SPSS (version 26.0, SPSS,
Chicago, IL, USA) for Windows, with a 5% significance
level adopted a priori.

Results

Table 1 describes the genotypic and allelic frequencies of
the NS 7 intron 4 pobymorphism. Most participants in the
case group had at least one mutated allele. In the genotypic
analysis, a statistically significant difference was noted
between the studied groups, and that the bb genotvpe
appears 10 act as a protective factor against PTC (P
<20.001; odds ratio (OR) 0.16; 95% CI 0.06, 0.42). A sta-
tistical difference was also found between the groups when
analyzing the allele frequencies; however, the presence of
the “a™ allele seems to be a risk factor for PTC (P =20.001;
OR 3.54; 95% CI 1.8B6, 6.73). Nevertheless, the control
group’s genotype distribution abided by the Hardy-
Weinberg principle (P =0.05).

Clinical characteristics of PTC patients anahyzed in
relation 0 polymorphism were: serum thyroglobulin
concentration, thyroid-stimulating hormone  (TSH),
antithyroglobulin, gender, body mass index (BMI), and
administered dose. No associations were found between
the N5 intron 4 polymorphism and these wvariables
(Tables 2 and 3)

Discussion

The present study revealed that the presence of a polymor-
phism in the (537 inron 4 gene region was associaed
with susceptibility 0 PTC (Table 1). Currently, there are
no studies that relate PTC with the NOS3 gene intron 4

Table |. Genotypic and allelic distribution of papillary thyroid
carcinoma (PTC) patients and control subjects.

NOS3  Groups P OR (CI)
intron 4
PTC Control
M % N %
aa 4 129 3 7
ab 19 613 23 7184 <0001* MNIA
bb 8 258 55 679
Total Ell 10D 2l 100
bb 2 258 55 &79 <0001* 0.16 (0.06, 0.47)
ab+aa 23 742 26 301
Total 31 [} 2l 100
a 7 415 29 179 <0001* 3.54(1.86 &.73)
b 15 565 133 8Ll 0.28 (0.15, 0.54)
Total &2 100 12 100

*P <00.05; Chi-square test.
Cl: confidence Interval; M: number; OR: odds ratio.

Table 1. Medians, median intervals, and P-value of thyroglobulin, TSH, and BMI measurements in PTC patients, according to

genotype.

MNO53 Thyroglobulin ngfmL T5H pUliml BMI (kg mr?)

intron 4
Lovwer CL Median Upper CL Lower CL Median Upper CL Lower CL Median Upper CL
95% for 95% for 95% for 95% for 95% for 95% for
median median median median miedian median

aa 0.59 259 9.00 T46 2629 136.13 1462 30.47 3369

ab 1.02 288 3190 55.90 T6.65 130.07 1425 2612 3.7

bb 1.00 558 I 120 BL.66 118.08 1081 25.30 30.80

Pvalue® 0.687 0.747 0.460

*K.ruskzl-WWallis statistic Test

BMI: body mass indee; CL: confidence level; PTC: papillary thyrold cancer; TSH: thyrold-stmulzting hormone.

Table 3. Distribution of antithyroglobulin concentration, gender, and the radiopharmaceutical administered dose in PTC patients,

according to genotype.

W53 Antithyroglobuln (UlfmL)  Gender Administered dose (miCi)
intron 4

=20 =20 Female Male 50 100 150 200 50

M % M % M % M % M % M kS M % M kS M %
aa 3 167 0 0 2 2 182 0 o 2 1:r 12 125 @ 00 ]
ab 11 &l.l 4 ([ | 55 g e 100 3 333 1 6875 2 100 | 50
bk L 221 0 o 7 35 I 21 0 0 4 444 3 1875 O [ 50
Povalue® 0320 0278 0.651

Koruskal-Wallis statistic test.
Mz number.
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region, making this work a pioneer in its field. Nonetheless,
some studies verified the association of this polymorphism
with other cancers.”-'#

A meta-analysis study observed that the many studies
linking NCS7 GES4T and NOS3 intron 4 pobymorphisms
with cancer risk were confliciing.'* The 14 case conirol
studies examined suggested that the analvzed polymor-
phisms do not alter susceptibility to cancer 17. Nonetheless,
Haque et al."® suggest that further studies should be done
with more detailed information so the possible association
could be more precisely evaluated. The authors also rec-
ommended that these studies consider gene—gene and
LENE—EMVITONMENT iNeracions.

Some studies considered whether there was an associa-
tion of this polymorphism with prosiate cancer.!™!*
However, the results are conflicting. A meta-analysis inves-
tigated polvmorphisms in three NOSF regions, including
intron 4, for an association with prostate cancer. From 11
articles reviewed, Nikoli¢ et al.! concluded that the a allele
presence is a risk factor for prostate cancer (OR 2.29; 93%,
CI 1.51, 349, P =20.00). In conirast, another study ana-
lyzed paraffined prostate tissue and concluded that NOS3
intron 4 polymorphism was not associated with prostate
cancer (P = 0.301).%

A case-control study with Mexican women sought to
associate the NOSF intron 4 polvmorphism with breast
cancer. In this study. the association between the poly-
morphism and breast cancer was statistically significant,
and the presence of the “a™ allele seemed to be a risk fac-
tor for its development (P = 0.001; OR 1.9; 95% CI 1.29,
2.95).!%

In contrast, Fu et al."), analyzing a meta-analysis by
Hao et al.®, did not find an association between NOS3
GE94T polymorphism and breast cancer risk.

In a case-conirol study involving Caucasian women
with vulvar cancer, two NOS3 gene polvmorphisms were
analyzed for a possible association. The NOS3 intron 4
polvmorphism appeared to reduce the duration of disease-
free survival (P = 0.03) but was not related to the neopla-
sia phenotype. The other polymorphism studied in NOS3
exon 7, Glu298Asp, had no relation to disease develop-
ment or disease-free survival time.”

The MOS3 intron 4 polymorphism was associated
with susceptibility to PTC in the Brazilian population
studied. No associations were detected between this pol-
vmorphism and the patients’ clinical characteristics ana-
lyzed: serum thyroglobulin  concentration, TSH.
antithyroglobulin, gender, BMI, and dose administerad.
Information on genetic analysis can be avaluable method
to help treat and understand diseases that affect the pop-
ulation. Hence, further population studies should be con-
ducted to0 increase our comprehension of PTC and thus
contribute 0 the diagnosis, prognostic analysis, and
gene therapies, which will promote a better quality of
life for the carrier.
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Associacio do polimorfismo genetico da Cromogranina A com pacientes
portadores de cancer de tireoide

Association of chrogranin A (CHGA) genetic polymorphism with
patients with thyroid cincer

Asociacién del polimorfismo genético de la crogranina A (CHGA) con
pacientes con cancer de tiroides
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RESUMOD

Objetivo: Descrever a presenga do polimerfismo da regifo codante do gene CHGA Glu2624sp
eusﬂJnmumﬁmdhdmﬂadnmqlwmhﬂﬂ:memﬂn
transversal, descritive & de caso controle para investigar o polimorfismo da CHGA Glu26dAsp
por meio de amostras de sanpue de 53 individuos sendo o prupo cazo, formado por 23
pacientes, de ambos os sexos, que safreram a tirecidectomia & foram submetidos ao ratamento
com o Radiofirmaco Iodeto de Sodio (1131). Para a genobipagem foi utilizada a béica PCR-
EFLP. Foi adotado o rdvel de significinca de 5%. Resultados: Houve diferenga estabistica
significativa na distribuicio alélica entre individuos com cincer papilifero da Hrecide = o=
sadics. Com tudo, a2 presenca do alelo G & um fator de risco para o cincer papilifero da trecide.
Observou-se uma comrelagic entre o gendtipo GG com o aumento do rdvel de TSH em pacientes
qugapwcsmhv:me::ap;‘h:lng:.(}nndmﬂn Cremostrou-se que o alelo selvagem pode ser um
fator de risco para o d da lasia trecidiana do tipo papilar. Por ser wma
dnﬂqade:h.nlngmmlh:hhu:],mzm:m outros estudos em populagies diferentes para
melhor compresnsio da

Deescritores: Cromogranina A: Polimorfismo Genético; Meoplasias da Glindula Tirecide.

ABSTEACT

Objective: To describe the presence of polymorphism of the codante repion of the CHGA
Glu264Asp peme anid to associate it with the clindcal characteristics of the disease Method: This
is a coss-sechonal, descripbive and casecombrol shudy to investigate chea slu26dAsp
polymorphism through blood samples from 53 individuals, consishing of 23 patients nfbul]:
sexes who underwent thyroidectony and underwent treat twrith the Radiophar Heal
Sodium lodide (I151). Por-BFLP technique was used for genobyping. The sipnificance level of
SNdephiRmH: Thmwz-:sh.hshmﬂy:gnﬁmlldlﬁmmum&m:ll:ﬁm
everything, the presence of the G alllet is 2 risk factor for papillary thyroid cancer. A correlabion
wias observed between the GG penotype and the increased level of TSH in patients with this
pathology. Conclusion: It was shown that the wild allomay be a rizk factor for the development
of the thyroid reoplazm of the papilar type. As itis a disease of multfactorial etiolopy, further

-
<
&
&,
[
o

sometidos a Hroidectomia ¥ tatamiento con yoduro de sodio radiofarmacéutico (1131). Se
utilizd la técnica Per-RFLF para el genotipado. Se adoptd el mivel de sipnificancia del 5%.
Resultados: Hubo una diferenda estadist te significativa en la distibucién alélica entre
individuos con cincer papilar de tiroides & individuos sanos. Con todo, la presenda del Gallete
G es un factor de fesgo para el cincer papilar de brcides. Se observd una comelacion entre ]
genotipo GG y el aumento del nivel de TSH en pacientes con esta patologia Conclusion: Se
demostrd que el aloplasma silvestre puede ser un factor de riesgo para el desamrollo de la
neoplasia broidea del Hpo papilar. Como es una enfermedad de ebolopia mmultifactorial, se
necesitan mas eshudios en diferentes poblaciones para comprender mejor la enfermedad.
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Introducao

O cancer de tirecide € a neoplasia endocrina mais comum € o aumento da
sua incidencia tem sido constatada, em diversos paises, nas ultimas decadas®. Ne
ano de 2014, a neoplasia de tirecide foi o cancer mais diagnosticado na Coreia,
seguido de cancer de estomago, colorretal, pulmao e mama®. Nos Estadoes
Unidos, a incidéncia de pacientes diagnosticados com esta neoplasia, entre o
periodo de 1974-2013, aumentou 3% ao ano.® No Brasil, segundo dados do
Instituto Nacienal do Cancer (INCA) (2018), foi estimado, para o bienio 2015-
2019, 1.570 casos novos de cancer de tirecide no sexo masculino e 8.M0 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 numero de
incidéncia das neoplasias tirecidianas, deve-se a uma ampliacio de agentes
cancerigenos ambientais, medicos e sociais, alem do aumento na triagem e ne
diagnostice da patologia.’

O cancer de tirecide, por sua ves, e classificado pela sua forma histologica,
subdividindo-se em tumores derivados das celulas foliculares (carcinoma
papilar, folicular e anaplasico) e das celulas C ou parafoliculares (carcinoma
medular). Para tanto, o carcinoma papilar da tirecide (CPT) € o subtipe mais
comum e apresenta o melhor prognostico geral.®

A investigagdo inicial de qualquer nedulo tirecidiano recem-descoberto
deve incluir um mivel sérico de hormonio estinilador da tirecide (TSH), pois
permite a diferenciacido entre nodulos funcionais e nde funcionais. Caso haja
alteracao no TSH, deve ser realizado uma ultrassonografia da tirecide para
verificar a funcionalidade do nodule. Entretanto, os nodulos nac funcionais
exigirdo o uso de aspiragao por agulha fina (PAAF) para avaliagdo citologica. Os
tratamentos variam de acorde com o estagio e o tipo do cancer e incluem cirurgia
(tirecidectomia), iodo radicativo, inibidores de tirosina quinase (TKIs) e radiagao
externa do feixe.”

A Cromogranina A (CHGA) e um membro da familia cromogranina-
secretogranina, referida de forma abreviada como graninas, que inchsi um grupo
de protemas caracterizadas por seu perfil acido geral armazenado em granulos
secretores.  Seu peso molecular & de 48 kDa composto por 439 aminoacidos que
sao percursores de proteinas biclogicamente ativas com uma ampla gama de
atividades, como por exemplo as vasostatina [, parastatina, pancreastatina,
secregdo inibidora de catestatina de catecolaminas das celulas cromatinas. * O
gene CHGA humano esta localizado no cromossomo 149321219 E esta
organizado em nove exons e sete mtrons. !t

Este estudo tem como objetivo verificar a distribuigao do polimorfisme
genetico da regiao codante da CHGA Glu 264 Asp, em participantes portadores
do cancer da tirecide que serao submetidos ao tratamento com o Radiofarmace

[odeto de Sodio (1Y) e relacionar as manifestagoes clinicas da doenga.

Metodo

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 deis grupos.

BEVISA 2022 Out-Dez; 11(4): 630-9

177



Gontijo BR, Silva IML, Possatti I, Fratelli CF, Duarte LCAC, Morais RM, et al

O grupo caso, portador do carcinoma papilifero de tirecide, foi formado por 23
participantes de ambos os sexos (media de idade 48 anos £12 anos). Enquanto, o
grupo controle foi composto per 33 participantes, sendo esse constituido por
individuos saudaveis, voluntarios, pareados e que nio possuiam nenhum
parentesco com o grupo caso.

Comite de etica, criterios 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 aprovagao do protocolo de pesquisa pelo Comite de Etica do UNICEUE
sob o n® 57382416.6.0000.0023.

Pacientes de ambos os sexos, idade maior que 15 anos, com diagnostico de
cancer da tireoide e que foram submetidos a iodoterapia ([1*1) no servigo de
Medicina Nuclear Imagens Medicas de Brasilia (IMEE) constituiram os criterios
de inclusao para o grupo caso. Para o grupo controle, os criterios de inclusae
foram individuos de ambos os 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 criterios, comeo: idade inferior a 15 anos, diagnostico de cancer
da tirecide, poréem nao eram eletivos a iodoterapia, alem dos que nao aceitaram
participar da pesquisa ou representantes legais nao consentiram a participagao.

Extracao de DNA e genotipagem

Para a analise laboratorial, foi colhido 5 mL do sangue total por meio de
1ma pungac venosa no grupo controle e nos portadores do cancer de tirecide que
sofreram a tireoidectomia, sendo a primeira coleta anterior ao tratamento com o
Radiofarmaco Iodeto de Sodio (I'*). A amostra biologica coletada foi distribwida
em tubos evacuados com EDTA como anticoagulante, conforme requisitado na
norma H1-A3 do Clinical and Laboratory Standards Institute (CL3I).

Fosteriormente, o DNA foi extraido do sangue periferico com uso do
Invisorb Spin Blood Mini Kit (250) da empresa Invitek (catalogo #CA10-0005, lote
#1031100300, Alemanha). A concenfragao do DINA obtido foi estimada pelo
espectrofotometro (NANODROP Technologies Inc., Wilmington, DE, USA). A
concentragac media alcangada foi de 20 ng/ul.. O DNA obtido foi estocado a -
2°C ate o momento da analise,

Em seguida, foi realizada uma reagao em cadeia da polimerase (PCR) no
qual consiste na amplificagao de um fragmento especifico de DNA. Os primers
utilizados estao descritos na tabela 1.

Tabela 1- Primers utilizados na PCR
Forward I -TCICTCAGGGTCTGETGGAT-3

Reverse S-GTTGAGGTCTTCGCCATCAT-Y

Para este processo de amplificacdo, as seguintes condigdes de
termociclagem foram realizadas: 94°C por 5 minutos (desnaturagic inicial),
seguida por 40 ciclos de 94°C por 1 minuto, 30°C por 1 minute e 72°C por 1
mimito. A extensdo final foi realizada a 72°C por 8 minutos. O produto dessa
reagao gera um fragmento de 218 pares de base (pb).
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Apos uma PCR bem sucedida, o produto foi digerido utilizando a enzima
de restricao Dpnl (Thermo Fisher) e encubade por 2 horas a 37°C. O alelo G nao
sofreu clivagem pela enzima, tendo assim um fragmento de 218pb. O alelo A
apresentou dois fragmentos de DNA, um de 177pb e outro de 41ph.

Caracteristicas clinicas

Os dados clinicos dos pacientes foram obtidos por meio da revisao de
prontuarios medicos. Esses dados clinicos descrevem o tempo do diagnostico da
doenga, sistema inicialmente envolvido, historia atual da doenca, antecedentes
patologicos, antecedentes epidemiclogicos e sociais, antecedentes familiares,

EXAMES CD:III.P].E':III.E’I‘I.I.'HI‘E‘S

Analise estatistica

Para a analise estatistica a aderéncia ao equilibrio Hardy-Weinberg para a
frequencia genotipica em controles foi analisada pelo teste do qui-quadrado com
um grau de liberdade. As frequencias genotipicas e alelicas dos pacientes
portadores do cancer papilifero da tirecide que foram submetidos a iodoterapia
foram comparadas ao grupo controle por meio do teste qui-quadrade em
modelos recessivos e dominantes. A associacao de caracteristicas clinicas para
cada genotipo foi analisada com o teste qui-quadrado e foi adotado o nivel de
significancia de 5%. Tambem foram calculadas Odds Ratio (OR) das frequéncias
aleélicas e genotipicas, com intervalo de confianca (IC) de 95%. Quando estas
variaveis clinicas eram quantitativas, os testes para comparagiao de medianas
foram executados, quando nao foram observados os requisitos de normalidade
dos dados. O programa estatistico utilizado foi o SP55 (versao 20,0, 5PS5 Inc.,
Chicago, IL, USA). Para comparagio dos genotipos as demais caracteristicas
clinicas, foram utilizados o teste qui quadrado e o teste exato de fisher.

Resultados

Frequencia genotipica e alelica do polimorfismo CHGA Glu264Asp no estudo

caso-controle.

No estudo em questio, a frequéncia genotipica do polimorfismo do gene
CHGA Glu?édAsp no grupo controle estava em equilibric Hardy-Weinberg
(P=0,59). A distribuicdo genotipica no grupo caso e controle estido descritas na
Tabela 2, no qual observou-se que, a maioria dos pacientes da pesquisa (37%),
que possuem cancer de tireoide do tipo papilar, manifestam o genotipo G/G. O
mesmo ocorre no grupamento controle, no qual 63,6% sao homozigotos
dominante.

Na distribuigao alelica do mesmo gene, observou-se uma diferenga
estatistica significativa entre os grupos (P=0,033), sendo que a presenca do alelo
selvagem e um fator de risco 3 vezes maior CPT (OR=3,86).
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Tabela 2 - Distribuicio genotipica e alélica do gene CHZA Glu264Asp no grupo caso e no
controle

GG 20 87 21 63,6
ﬁ 3 ﬁ’ 1; S:f 0126 NA NA
Total 23 100 33 100
GG 20 87 21 63,6

GA+AA 3 13 12 36,4 0032 351 (0,93-15,53)
Total 23 100 33 100
G 13 935 52 78,5
A 3 65 14 71,2 0,033 3,36 (1,04-14,31)
Total 46 100 66 100

P<0,03; Teste qui quadrade; NA = INao se aplica

Genotipagem e suas associacoes com as caracteristicas clinicas dos portadores

de CPT submetidos a iodoterapia

A partir dos resultados obtides, foram analisadas a relagdo do
polimorfismo com outras caracteristicas clinicas dos pacientes portaderes da
patologia, tais como: concentragio serica de tireoglobulina, TSH,
antitireoglobulina; sexo, o IMC, aléem da dose administrada.

Nao houve uma diferenga estatistica significativa do polimorfismo em
questio relacionado aos valores de concentragio sérica de tireoglobulina
(P=0,824) e aoc IMC (P=0,929). Porem, observoi-se que houve uma diferenga
estatisticamente significante entre o genotipo GG com o aumento da

concentragao serica de TSH (P=0,047) (Tabela 3).

Tabela 3 - Mediana, Percentil 25, Percentil 75 e P-valores das varidveis tireoglobulina, TSH
e IMC nos pacientes portadores de CPT, conforme o gendtipo.

GG 077 2,94 20,00 |6591 9542 121,00 2396 26,24 31,66
GA 059 1,63 500,00 |0,05 746 5590 |[17,58 2873 33,69
AA

P-valor 0,824 0,047+ 0,929

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

Em relacao a tabela 4, acerca da concentracao de antitireoglobulina, a
maioria dos pacientes portadores de CPT (86,7%) que apresentam o genotipo GG,
obtiveram uma concentragio de =20 Ul/ml. Alem disso, verificou-se que a
maioria dos portadores da patologia e do genotipo GG (65,4%) eram do sexo
feminino, quando comparado ao masculine. Com relagio a dose de radiofarmaco
administrada, 78,9% dos pacientes, que apresentam o genotipo GG, receberam
doses <150 mCi e apenas 21,1% deste grupo com o mesmo genotipo, receberam
a dosze >150 mCi. Nas trés caracteristicas estudadas, nao foram vistas diferengas
estatisticas significativas.
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Tabela 4 - Estudo da associagdo entre a distribuigdo da antiireoglobulina (UIL/mL), sexo e
dose administrada (mCi) do radiofarmaco nos pacientes portadeores de CPT conforme o
gendtipo.

CHGA GI]IZGMSP
GG GA+AA P OR IC
. ) =20 h 1.3... !
Antitireoglobulina % BT 33,3
(UI/mL) R N 2 2
' >M 0,108 13 0,77-219,12
7 % 133 oy 8@ © 12)
Total Moo 3
% 100 100
. M 13 2
Feminino - -y 6T
sec e
Masculin i 0,999 (b 1 0,51-1441
® w316 33,3 999(@®) 108 (O, A1)
M 19 3
Total % 100 100
150 M 15 3
Diose = , - .
% 3.9 100
administrada N - P
(mCT) »>150 | 0,999 (b) NA NA
i % 211 999 (b)
M 19
Total % 100 100
(a) Teste qui quadrade; (b) Teste exato de fisher; NA= Ndo se
aplica
Discussao

A cromogranina A (CHGA) pertence a fanulia de protemas dos graninos
que sdo communs nos tecidos nervosos endocrine, neurcendocrine, periferico e
central, onde sao tipicamente encontrados em granulos secretores.!* A CHGA,
em plasma, € um biomarcador estabelecido de tumores neurcendocrinos, no qual
possui diversas atividades biologicas, peis ativa biclogicamente diversos
peptideos. Ela e usada como marcador diagnestico e para monitorar a progressao
ou regressio do tumor durante o tratamento. ¥ No estudo em questao, nao se
pode afirmar que houve uma relacio da distribuicio genotipica entre
polimorfismo estudado em relagiao ao cancer de tireoide, dado que nio houve
diferenca estatistica entre os grupos casocontrole. Porem, observou-se que ha
associagao entre a presenca do alelo ancestral G e a susceptibilidade ao cancer
papilifero da tirecide.

Em um estudo caso controle de Ma e seus colaboradores (2010) foi
verificado dois tipes de polimorfismo do gene da CHGA na regiao promotora 415
T/C (£=9638633) e na regiao codante Glu264Asp. Foram incluidos no estudo 751
homens ao total, sendo deles, 435 pacientes com cancer de prostata e 316
saudaveis. Semelhante ao resultado do presente estudo, a analise relacionada ao
cancer de prostata revelou associagdo significativa entre o alele G de
polimorfismo CHGA Glu264Asp e o risco deste tipo de neoplasia na populagae
japonesa, sugerindo que o polimorfismo da CHGA Glu?64Asp pode ser um
marcador util para estimar o risco de cancer de prostata. Em relacio ao
polimorfismo da CHGA na regido promotora 415 T/C (£s9638633) ndo mostrou
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associacAo significativa entre os niveis de protema CHGA com o ET-1
(Endotelina-1) e refere-se que esta falta de relacao significativa deve-se a idade
dos pacientes (homens com mais de 60 anos).®?

A tireoglobulina e uma glicoprotema de alto peso molecular originada
somente por células foliculares normais ou neoplasicas, e por virtude disso, &
utilizada como marcador tumoral em neoplasias de tirecide. Entretanto, nao ha
uma conformidade acerca do valor de tireoglobulina que sugerisse a presenga do
cancer diferenciade de tireocide, apresentando valores variados na literatura,
entre qualquer mivel serico detectado ate 3ng/ml, por meio de ensaios de
quimioluminescencia. * Acerca do Indice de Massa Corporea (IMC) um estudo
de coorte-retrospective chines realizado por Wu e seus colaboradores (2017), no
periodo de 2010 a 2015, analisou 823 pacientes que apresentavam CPT
submetidos a tirecidectomia total ou lobectomia. Foi constatade que o aumenteo
do IMC estava associado ao metastases linfonodais (LINMs) de pacientes com
CPT e ocutras caracteristicas invasivas, incluinde grande tamanho do tumor,
invasao extra-tirecidiana e oultifocalidade.’ Porem, neste estudo, nao foi
observado uma associacio entre a presenga do polimorfismo na regido codante
do gene CHGA Glu?64Asp ao aumento das concentragdes de tireoglubulinas e
IVIC.

O presente estudo demonstrou uma relagio estatistica significante, no
qual o genotipo GG & associado com o aumento dos niveis séricos de TSH. No
estudo realizado por Ma e seus colaboradores (2010), o polimorfismo alélico da
Glu264Asp na regiao do exon 6 causou a mudanga na protema de CHGA de 264
aminoacidos mudando de glutamico para acido aspartico. A pancreastatina, esta
localizado nessa regiao codificadora de CHGA, sendo esta responsavel pela
inibigaio da liberagac de insulina estimulada por glicose das ilhotas
pancreaticas.® Existe uma relagao entre a resisténcia a insulina e a fungao da
tirecide (principalmente os niveis de TSH).!® Uma hipotese € que a resistencia a
insulina seria um fator de risco para o desenvolvimento de cancer diferenciade
da tireoide, pois a leptina interfere no feedback negative no eixe Hipotalamo-
Hipofise-Tirecide (HPT) elevando, assim, a secrecao de TSH.Y A leptina pode
regular a expressdo e secregdo do hormonio liberador de tireotrofina (TEH)
atraves da mediacio da entrada do micleo arqueado para os neuronios TRH no
micleo paraventricular (FVIV). Além disso, o eixo HPT também € indiretamente
regulado por agdes da leptina na via da melanocortina, como hormonio
estinmilador de alfa-melanocitos (-MSH) auwmentando a liberagao TEH, e
consequentemente de T3H.12

Niveis mais altos de T5H tém sido associados nac apenas a frequeéncia
q.umenfada, mas tambem com um estagio mais agressivos de cancer de tirecide.'®
E importante ressaltar que a Cromogranina A tambem & secretada por neoplasias
endocrinas que produzem Hormonio adrenocorticotrofice (ACTH), Hormeonio
foliculo-estinmlante (FSH), somatropina (GH), Hormonio luteinizante (LH) e o
TSH. =

Em um estudo realizado por Mosca e seus colaboradoeres (2014), verificou
se existe associagao entre os niveis séricos de TSH com o risco de cancer
diferenciado de tirecide e se estes teriam relagao com a agressividade da doencga.
Eles realizaram um estudo em que analisaram 1180 pacientes brasileiros que
realizaram tirecidectomda total ou lobectomia, sendo 57,9% devido a doengas
benignas e 42,1% a neoplasias malignas de tirecide, no periodo de janeiro de 2010
a abril de 2013, no servigo de cirurgia de Cabega e pescogo do HC-FMUSP. Foi
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demonstrado que a associagao entre os niveis de TSH estratificadoe nos pacientes
com doengas benignas e com neoplasias malignas demonstrou uma associagdo
estatisticamente significativa (p<0,0001), que permite inferir que pacientes com
valor de TSH serico maior de 1,16 pIU/ml tem maior risco de serem portadores
de cancer diferenciado de tirecide do que aqueles que tem niveis de TSH menor
ou igual a este valor.™

Os anticorpos anti tireoglobulina sao produzidos por celulas inmmes,
principalmente por linfocitos que reagem contra auto antigenos da tireoide e se
infillram progressivamente na glandula da tirecide.Z O iodo radicative (I31)
desempenha um papel importante no tratamento do cancer de tireoide, Ele &
utilizado juntamente com a tirecidectomia para eliminar o possivel cancer
residual. O [%1 funciona inserindo-se nas celulas da tirecide, por meio de
transportadores de iodeto de sodio, e emitindo raios beta de comprimento de
onda curta, causando assim, morte celular aguda.” As doses administradas de
iodo radicative de 100mCi sdo utilizadas em pacientes que apresentam baixo
risco ou em pacientes que apresentam o risco intermediario, no qual fazem
dialise e apresentam comprometimento nos linfonodes. Ja a dose de 150mGi
utilizada em pacientes de risco intermediario, enquanto que as doses de 200mCi
sdo em pacientes de alto risco.”® No estudo em questio, observou-se que nio ha
associagdo entre o polimorfismo da CHGA Glu?64Asp com concentragdes de
antitiroglobulinas e de doses administradas de iodo radicativo, visto que, ndo
houve diferenca estatistica significativa entre os grupos de genotipos dos
pacientes com esta patologia.

Em relagao ao sexo, o cancer diferenciado de tirecide e marcadamente
mais commuum em nmilheres que em homens? Essa diferenca tambem foi
encontrada neste estudo, pois constatou-se um maior nmimero de muilheres no

grupo de pacientes portadores da patologia quando comparado acs homens.
Conclusao

Neste estudo de polimorfismo da regido codante do gene CHGA
Glu?64Asp, o alelo selvagem foi asseciado com o maior risco a susceptibilidade
ao cancer papilifero da tireoide na populagao brasileira estudada.

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

A analize genetica pode ser um metodo favoravel ao diagnostico da
patologia, entretanto, facilita a compreensao de doengas que afetam a populagao.
Logo, esse tipo de estudo pode providenciar a identificacao de fatores de risco,
sejam geneticos ou ambientais, para determinados grupos de individuos,
colaborando, na implantagac de novas formas de diagnostico precoce e na
melhora da qualidade de vida dos pacientes.
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Abstract Major Depressive Disorder (MID1) is a highly prevalent multifactorial psychopathology
affected by neurotransmitter levels. Monoamine Cridase A (MAOA) influences several neural
pathways by modulating these levels. This systematic review (per PRISMA protocol and PECOS
strategy) endeavors to understand the MACOA wVNT R polymorphism influence on MDD and evaluate
its 3R/ 3R and 3R* genotypic frequendes fluctuation in MDD patients from different populations. We
searched the Web of Science, PubMed, Virtual Health Library, and EMBASE databases for eligible
original articles that brought data on genoty pic frequendes related to the MACOA o VNTR variant in
patients with MDD, We excluded studies with incomplete data (including statistical data), reviews,
meta-analyses, and abstracts. Initially, we found 43 articles. After 'emoving duplicates and applying
the inclusion/exclusion criteria, seven articles mmained. The population samples studied weme
predominantly Asians, with high 3K and 4R allele frequencies. Notably, we observed higher 3R/3R
{female) and 3R* {male) genotype frequencies in the healthy control groups and higher 4R/ 4R (female)
and 4R* (malke) genotype frequencies in the MINDY groups in the majority of different populations.
Despite some similarities in the articles analyzed, theme is still no consensus on the MAOA o VNTR
variant’s role in MDD pathogenesis.

Keywords Major Depressive Disorder; Monoamine Ohidase A; MAOA nVNTE; genetic polymor-
phism; pharmacogenetics; risk-factors

L Introduction

Major Depressive Disorder (MDD) is a psychiatric condition marked by various mood
changes (e.g., sad, empty, or irritable) and weduced interest and pleagure for at least two
weeks, among other varying symptoms. Congidered one of the most prevalent mood disor-
ders [1,2], the intensity of symptoms can be disabling with clinically significant suffering [3].
The high rates of first-line treatment remission (30-40%) have patients often undergoing
multiple subsequent courses of antidepressants or augmentation strategies, making MDD
a formidable public health challenge for front-line clinicians and researchers [4].

Worldwide mome than 350 million people wemne estimated to suffer from MDD in
2017 [3,5], and by the year 2030, MDD should become the highest global burden of disease,
according to the World Health Organization (WHO) [1,6,7]. This burden would mepre-
sent not only a critical compromise of the affected population’s quality of life but also a
significant economic impactk—even without not considering the impact of the COVID-19
pandemic on the disorder. The COVID-19 pandemic triggered a 25% increase in depression
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(p = 0.029) and anxiety (p = 0.0001) prevalence worldwide in just its first year [8]. Its actual
impact on the world's mental health is still to be determined [9,10].

The mechanizms for developing MDD are not well understood as the cause seems to in-
volve a complex interaction of several factors, including biological (genetic/ physiological)
and psychosocal (environmental) [7] Among the various theories to explain this dis-
ease onset, the most cited is the monoaminergic hypothesis [11], in which the scarcity of
neurotrangmitters, such as serotonin and norepinephrine in the synaptic cleft contributes
significantly to symptomatological manifestations. However, this theory does not explain
all aspects of the disease, reinforcing the multifactorial aspect of its eticlogy [12]. Several
genetic and environmental models have been proposed to relate these diverse agpects to
MDD etivlogy.

The Monoaming Oxidase A (MAOA) gene, located in the pl11.23 region of the X
chromosomae, is an attractive candidate for genetic studies due to its influence on several
neural pathways [13]. As MAOA is an X-linked gene, malkes are considered bemizy gotes
(have only one alkele, ez, A” or BY, with * indicating the missing chromosome) for the gene,
given that males only have one X chromosome, whemeas femalkes can be homosy gotes (have
two of the same allele, e.g., A /A) or heterozygotes (have two different alleles, e.g, A/B) for
the gene. This gene is responsible for producing the MAOA mitochondrial outer membrane
enzymi isotype that acts in the oxidative catalysis of monoamines in the synaptic cleft,
megulating the brain’s moncamine levels [13]. The MAOA enzyme has a higher affinity
for hydroxylated amines, such as serotonin, dopamine, and noradwenaline [6], and is
mainly expressed in catecholaminergic presynaptic neurons [14]. Dysfunctions in this
enzyme funchion or kevels may kad to neuropsychiatric disorder pathogenesis and clinical
manifestabions, including depression [15]. Consequently, the MAOA genetic vanants
{pelymorphisms) that alter its gene transcriptiomal activity or enzyme function/actvity
may contribute to an imbalance in the monoaminergic neurotransmission system [16].

Sabol et al. [17] identified the MAOA upstream variable number of tandem repeats
(i VNTR) functional polymorphism in the MAOA gene’s promoter region that seems to
affect its transcriptional [17,18] and enzyme activity [18], as measured in blood or brain [18],
but not its mENA abundance [18]. MAOA uVNTR polymorphism also does not seem to
affect its gene’s methylation [18]). This polymorphism consists of repeating sequences of 30
base pairs—2, 3, 35, 4, 5, or 6 iepeats (R). The 3R (also known as 1) has low transcriptional
efficiency and is classified as a low-activity allele (sometimes also called short-form alleles),
whereas the presence of the 3.5R {also known as 2) and 4R (also known as 3) alleles leads to
a more efficient transcriptional activity and, hence, they are classified as high-activity alleles
(sometimes also called long-form alleles) [17]. There is stll no consensus regarding the
other alkeles” transeriptional influende; although some consider 2R and 5R {also known as 4)
low-activity alleles [16,17,19,20], others consider them high [21-26].

Considering the MACA uVNTR variant’s influence on the MAOA enzyme’s transcrip-
tiomal and enzymatic activity and the ok of monoamine deficiency in MDD pathogenesis,
it is theorized that the 3R low-activity allele may actas a probective factor against MDD [27].
Mevertheless, the evidence on the MAOA tVNTR varant's influence on MDD development
i limited and divergent. The present systemic review evaluated the MAOA uVNTR's
3R/3R (femak homozygote ) and 3R* (malke hemizygote) genotypic frequency fluctuations
in MDD studies conducted in different populations.

2 Materials and Methods
2.1. Search Strategy and Selection Criteria

The present systematic review was developed following the Preferred Reporting
[tems for Systematic Reviews and Meta-Analyses (Prisma) guidelines, pending PROSFERC
number due to COVID-19 reviews prioritization (registered on the 10th of April 2022,
CRI42022324909). Our inclusion criteria wene based on Population, Exposure, Compar-
ison, Outcome, and Study type (PECOS) strategy, considering: (1) population: human
research participants with Major Depressive Disorder (MDD); (2) exposune: MAOA uVNTR
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genetic variant; (3) comparison: the MAOA uVNT R variant’s 3R/ 3R (female homozygobe)
and/or 3R* (male hemizy gote) genotypic frequencies; (4) outcome: 3R/ 3R and/or 3R*
genotypic frequencies fluctuation in different populations; (5) study type: observational
and interventional

For this, we included observational or interventional studies that presented data on the
MAOA uVNTE s variant genoty pic and allelic frequencies in human research participants
with MDD and described their laboratory methods according to our eligibility criteria.
However, studies with incomplete data (including statistical data), reviews, meta-analyses,
abstracts, and studies not in Englizh, Spanish, or Fortuguese wene excluded.

We searched, on the 11th of May 2022, employing the databases Web of Science,
FubMed, Virtual Health Library (BVS), and EMBASE with no adopted fillers, including
the vear of publication of the articles. The indexed terms (descriptors) researched were
“MAOA uVNTR,” “ Depressive Disorder, Major,” and “Polymorphism, Genetic,” the last
two as described by the Medical Subject Headings (MeSH) vocabulary thesaurus, combined
by the boolean operator “ AN

2.2 Study Selection and Data Extraction

Two reviewers (CF and AG) collaborated on the article selection in bwo phases. Each
reviewer in the first phase mdependently analyzed each article’s title and abstract, verifying
their eligibility according to the PECOS strategy. The Rayyan tool, developed by the
Catar Computing Research Institute (QCRI), was used to assist this initial analysis, while
Mendeley Desktop version 1.19.4 softwame helped remove duplicates. In the second phase,
the same two reviewers (CF and AG) independently performed the full-text analysis of
the pre-selected articles, always observing the pre-established eligibility criteria. For this,
Mendeley Deskiop softwame version 1.19.4 was also used.

In both phases, disagreements or doubts were discussed between the two reviewers,
and a third meviewer (C5) was consulted if a disagreement was unmesolved. The two review-
ers (CF and AG) independently extracted pre-defined data into an electronic spreadsheet
in Microsoft Office Excel; these were: author, study title, objective, year of publication, the
country in which the study was carried out, variants studied, 35,/2R and 3R* genotypic fre-
quencies, sampke size, laboratory methodology, main result, and pvalue. Relevant or other
up-to-date original publications in the field have also been included in the introduction
and discussion section,

2.3. Bias Risk in Each Study

Risk models are usually based on either examining genetic variants or analyzing
genetic and environmental risk factors. We examined the selected artickes” bias sk using
the Genetic Risk Prediction Studies (GRIPS) Guideline [28,29], comprised of 25 items, to
rate the articles” quality. This meview only congidered 20 items (verifying the item’s presence
or absence) when evaluating the studies” quality. We considered that an article was of good
quality if it presented at least 75% of the items.

This skep was performed independently by two reviewers (CF and AG). Any disagree-
ments wene resolved after discussing with the third reviewer (IS).

3. Results
3.1. Artides’ Search, Selection, and Quality Assessment

Initially, we identified 43 articles by searching four databases. After removing du-
plicates, 20 studies were selected for the tithe and abstract analysis, observing the aspects
delimited by PECOS. Among these, 11 were selected for full-text analysis. After consider-
ing previously established inclusion and exclugion criteria, seven artickes were eligble for
inclusion in this systematic review (Figure 1, Table 1),
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Figure 1. Flow chart outlining the steps adopted in the articles” selection.
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Articles that did not meet the eligibility criteria (the PECOS strategy) were excluded,
and their mason for exclusion is described in Table 51

Table 52 presents the results of the selected articles” bias nsk analysis and quality
determination using the Genetic Risk Prediction Studies (GRIPS) Guideline (20 items and
two sub-itemns of 25 ikems). OFf articles analyvzed in this study, 57.1% (4) had at least 75%
(16.5) or more items and were considened of good quality [26,27,30,33]. The lowest score
was 68.2% (15 itemns) [26] Table 53 summarizes the selected articles’ selecton criteria for
MDD and control groups, the participants” ethnicity/ race, and the arhickes” employed
statistical analysis.

3.2, Selected Studies” General Characteristics

As shown in Table 2, most studies wemne conducted on the Asian continent, mainly
in Taiwan [27,30], followed by the American and Furopean continents. Fegarding demo-
graphic data, most studies wem conducted with adults over 18 years old, and females wen:
mone frequent within the MDD patient groups.

Table 2 Comparison between MAOA uVNTR variant’s 3R/3R (female homozygote) and 3R*
{male hemizygote ) genotype Erequmtc'rsa in patients with Major Depression Disorder (MDI) and
healthy controls in the studies reviewed per continent.

MDD Grmrp Control Gmnp
Continents Works Female 303K Male 3R* % Totad 3RAR+  Female 3RAR Male 3R* % Total 3RAGR +
% (n) in) 3R* % (n) ain) in) 3R* % (n)
Yu et al. [33] - g -
205 (China) 25.6(34) 45.4 (45) 35.1(80) 445 (49) GE (58 5493 (117)
Huang et al.
Asian [20] 2000 406 (69) 5.9 (62) 29131 324 (36) £29(124) 5195 (160)
(Taiwan)
Lurg et al. [
ﬁ“f;‘;;wgn}] 36,08 (105) 4696 (94) 112 (194) 567 (4 54,63 (130) 46.36(229)
Wom et al [34) - - ~ -
2016 (Korea) 4193 (13) 4193 {13) W53 (17 0,53 (17}
D etal [23] _
2004 {Canada) 35 (79) 43.6 (34) .17 (113) 314 (81) .8(3) 3094 (112)
American Sanabrais
imenee et al.
]]T;ﬁl.;.i 16.5(23) 112 (28) 26,56 (51) - - -
(Mecica)
Riveraet al.
European [26] 2000 11(23) 26 (%) 13.17 {32) 17 (113} 35(3L5) 2245 (2201)
(Spain)

* Male hemizygotes for the 3R allele. ® Individual and combined 3R/3R and 3R* frequencies wene calculated from
all frequencies of all genotypes foreach data group [igenobype of interest) < (all genotypes) x 100].

3.3 MAOA uVINTR Genot ypic Frequency

In general, the MAOA wVNTR variant's high-activity 4R allele had the highest fre-
quency in the populations studied, followed by the low-activity 3R allele. While the 2R,
3.5R, 5R, and &R alleles, in most studies, wemn considered rare, being found in few patients
or not found at all [23,26,27,30,33,34]. This finding confirms Sabol et al’s [17] mport that
the 3R and 4R alleles ane the most common among distinct ethnic populations. Taking into
account the 3R /3R {female homozy gote ) and 3R (male hemizygote) genotype frequencies
reported by the articles included in this systematic review, we noted that in all studies, their
individual and combined frequencies weme lower than 60% in populations diagnosed with
MDD [23,26,27,30,33,34] (Tables 1 and 2).

D et al. [23] found a combined 3R/3R and 3R* genotypic frequency of 37.2%, similar
toYuetal [23]whoestimated 35.1%, while Lung et al. [37], in turmn, found a 41.2% frequency
and Sanabrais-Jiménez et al. [36] a 26.6% frequency. The highest frequency estimated was
47.3% by Huang et al. [30], in contrast, the lowest frequency was 13.1%, estimated by
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Rivera et al. [26]. Won et al. [34] found a 41.93% 3R/ 3R frequency in the female MDD
patients they analyzed (Tables 1 and 2). The lower percentage of the 3R/3R and 3R*
genoty pes in the majority of MDD groups might indimectly indicate a protective role against
MDD, depending on the population (Tables 1 and 2).

4. Discussion
41. MAOA uVNTE and Its Genotypic Frequency in Major Depressive Disorder (MDD)

Different factors can influence genoty pic frequency in different populations and study
groups. Among them, we highlight population stratification and ethnicity, sample size,
different symptom detection and diagnosis methodologies applied to case and control
groups and also between different studies, phenotype definition (case group), unscreened
control groups, mulhallelic gene organization, and vanations related to sex, eg., the
MAOA gene iz located on the X chromosome (X-inactivation process also called lyonization
and males only have one allele), or even hormonal effects [26,30,33, 3] Some might
explain the significant variation in MAOA §VNTR polymorphism genotype frequencies
between the analyzed populations. In the studies conducted in an Asian population,
femalk: patients diagnosed with Major Depressive Disorder (MDD) and a 3R/ 3R (female
homozygote) genotype had frequencies that varied between 25 and 42%, while in male
MDD patients with a 3R* (make hemizygote) penotype, the frequency varied from 48 to
58% (Tables 1 and 2). In contrast, in Caucasians, Hispanics,/ Latino, these frequency values
ranged between 11 and 35% and from 26 to 44%, respectively (Tables 1 and 2).

Among the studies conducted with Asian populations, Yu et al. [33] found the low-
est 3R/3R genotype (25.6%) frequency distribution of the MDD groups. This lower fre-
quency could be due to their study’s small female MDD sample size (1= 34), although
Won et al [H] found a 41.9% 3R/ 3R frequency in the 13 female MDD patients they analyzed.
Interestingly, Yu et al."s [33] control group also had the highest 3R/ 3R genotype frequency
(44.5%), and among MDD patients, the highest 3R /4R genotype frequency (57.1%) within
the Asian studies [19]. Similar to Guitiérrez et al. [25] in Spain and Kersting et al. [38]
in Germany, female 4R high-activity allele carriers wene common in the MDD group
{Chi-square Test, X2 =965, df = 2, p= 0.008) [19]. Same with male 4R* carriers (X% = 6.27,
di=1, p= 0.015) [19]. In turn, Lung et al. [27] and Huang et al. [30] had higher frequencies
for the combined 3R /3R and 3R* genotypes (41.2% and 47.3%, mespectively). Likewise, in
these studies, the 3R/ 3R and 3R* genotype frequency was also usually higher in the control
group, except for Huang et al."s [30] 3R/ 3R genotype, comparned to the MDD patients’
groups (Tables 1 and Z). The 3R allelic frequencies for the control groups were comparable
between studies, ranging from 52% to 67.4% [27,30,33,34]. These frequencies wene con-
sistent with those estimated by Kunugi et al. [29] in a Japanese population with unipolar
depression (60%).

In Rivera et al’s [26] study, the combined 3R/3R and 3R* genotype frequency in a
Spanish population with MDD was estimated at 13.1%, similar to another Spanish study
with MDD patients (16.8%) [25]. Notably, the Rivera et al. [26] study used two instruments
for diagnosis, the Diagnostic and Statistical Manual of Mental Disorders—Fourth Edition
(DSM-IV) and the Composite International Diagnostic Interview (CIDI) per the Interna-
tional Classification of Diseases—10% edition (ICD-10), with separate analyses for the
different phenotypes (ICD-10 depressive episode; ICTH10 severe depressive episode and
DSM-IV major depression, MDD, Furthermore, the authors grouped the MAOA uVNTER
varants” high-activity 3.5 and 4R alleles, the SR allele, and their combinations (homozy-
gous and hekrozygous genotypes) as high-activity alleles and genoty pes, respectively [26].
D et al. [23] also grouped these alleles into a single allele group for analysis against the
low-activity allele 3R. Although 5R is rare, it is controversial regarding its transcriptional
efficiency (see the Introduction), so subdivisions, such as these might contribute to a sample
reduction for each analysis, influencing the frequency estimates [23-26,40). The 3R/3R and
3R* genotypes frequency obtained by Du et al. [23] in a Canadian MDD patient sample
{(Hamilton Depression Rating Scale, HAM-Ix: males, 22.9 + 3.5; females, 23.6 £ 3.2) was
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37.2%, dlose to the 40% reported by Schulze et al [40] for recurment depression (DSM-IV) in
a German population,

Most control groups had the 3R /3R and 3R* genotype frequencies higher than those
of the MDD groups (Tables 1 and 2}, a fact that may mepresent an intriguing finding as the
3R allele presence may mepresent a protective factor for MDD. This protection might be due
to the lower MADA transcriptional efficiency [17.41] and eneymatic activity [18] that the
3R allele confers, contributing to the maintenance of central serotonin levels [33].

The 4R allele is highly active [18], which may help mduce serotonin levels in the
central nervous system, posgibly modulating the risk of depression [27]. Lung et al. [27]
exploned the MAOA uVNTR varant association with MDD and suicide attempts. The
authors found that the 4R allele frequency was significantly higher in men with the disonder
compared to make community controls MI=4182, p= 0.041), irrespective of if they had
attempted suicide, and that 4R males had a 1.586 {Odds Ratio Confidence Interval, OR
CL: 1.019-2.467) times higher risk of developing depression than 3R* males. Although
their logistic regression analysis did not confirm this association, the 3R allele was more
present in mak: community controls (60.98%, Tables 1 and 2). The 4R allele also appeared to
indirectly affect suicide attempts associated with depressive symptoms (structural equation
modeling, SEM ~ MAOA-depression: b= —0.12, p= 0.03]; depression-suicide: b = 0.32,
p =< 0.001), conferring a vulnerability to suicide in MDD men [27]. Similarly, Sanabrais-
Jiménez et al [36] investigated SLCAA4 (SHTTLPR/rs25531), DRD2 (rs6275), COMT (rs4680),
and MAOA uVNTR polymorphisms” influences on suicide attempts in Mexican adolescents
diagnosed with MDD (DSM-IV major depression). However, unlike Lung ¢t al. [27], the
MAOA uVNTR variant did not correlate with suicide atbempts in these patients (femakes—
genotype: X2 = 0.86, p = 0.64; allele: X2 =0, p=1 | males—X* = 0.008, p = 0.92)—results
compatible with those found by Hung et al. [42] in his metanalysis.

D et al. [23] investigated MAOA (EcoRV and uVNTR) polymorphisms” connection
with MDD and depressive symptoms and found that MAOA u VNTE did not assodate with
MDD, although it trended towards significance in male patients (p = 0.055). Du et al. [23]
did find a highly significant linkage disequilibrium (a nonrandom association of alleles of
different loct) between MAOA s uVNTE and EcoRV vanants (I¥ qtret = —0.79 p < 0L0001:
DY patients = 0.84; p < 0.0001). They also found that the EcoRV allele with the EcoRV site
present and MAOA uVNTR's 3R allele significantly correlated with depression in males
better than any of the polymorphic alleles alore (p = 0.008; OR = 2.5, OR CT= 1.3-4.8)
and with higher insomnia scomes compared to other haplotype carriers (HAM-D clusters
compared by unpaired Student t-test, t = 2.7, p = 0L008), even after correction for mult-
ple testing (p = 0.048 in both cases) [23]. Huang et al. [30] also found a strong linkage
disequilibrium between these MAQOA variants but found no significant differences in the
haplotype frequencies in total MDD patients (DSM-IV major depression; HAM-D = 18) or
MDD clinical subgroups (18 < HAM-D = 24: moderate MDD; HAM-D = 24: severe MDD;
MDD with and without a first-degree family member with a history of MDD or bipolar
disorder) versus controls (p= 0L05, data not shown).

Rivera et al. [26] found an association between high-activity alleles (3.5R; 4R; and the
supposedly 5E; see the Introduction) and MDID in female Spanish patients (p = 0.045), simi-
larly to Huang et al. [30]; who found a weak association between severne MDD group and
its genotypic frequencies among female Taiwanese participants (p = 0.041). However, like
with Lung et al. [27]; the association was not maintained after multiple logistic iegression
analyses; suggesting that the MAOA WV NTR variant may not play a central role in the risk
of developing MDD [30]. Yu et al. [23] also assessed the association between the MAOA
uVNTR polymorphism and MDD (DSM-IV major depression; HAM-D-1967 > 18) and
found that the 4R alkele was more common in MDD women (X2 = 6.93; df = 1; p=0.009) and
MDD men (X2 = 6.27; df = 1; p=0.015) compared to the control group (mostly composed
of medical staff) [23]. These findings suggest a non-gender-specific effect on MDD given
the increased 4R allele presence in the MDD group (X% =1248: df = 1; p = 0.001), even
considering X-inactivation at the MAOA locus (X* = 10.7,2; df = 1; p = 0.001) [33].
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Like with the Brazilian population; there is a lack of studies analyzing the MADA
uVNTR variant effect on patients diagnosed with MDD, Other studies trying to melate
thiz variant to other moncamine-me tabolism-affected neurological /paychopathological
disorders: such as aggression and antisocial behavior; mood disorders; schizophrenia;
Autism spectrum disorders; substance use disorders; and even Alzheimer's disease; were
found in the literature [43-45]. For instance: the high-activity alleles” presence correlated
with clinical improvement of oppoging symptoms in male children and adolescents with
Attention Deficit Hyperactivity Disorder using methylphenidate (p < 0.001) [46]; the oc
currence of bilateral tonic-clonic seizures in patients with epilepsy (p = 0.032) [47]; and
increased consumption of lipid-dense foods in preschool children (p= 0.009) [48]. At the
same time: the low-activity allele cormelated with an early-age onset of alcohol dependence
(p = 0.01) and a more considerable amount of antisocial personality symptoms after age 15
(p=0.02) [49].

Such associations and those with MDD seem to indicate this polymorphism’s influence
on monoaminergic metabolic pathways. The WHO estimates a 5.8% prevalence of depres-
sive disorders in Brazil [1], a country composed of a population with a heterogeneous
genetic makeup—Native Americans, Furopeans, and Africans [43]. This heterogeneity
highlights the need for further studies evaluating the behavior of the MAOA uVNTR vari-
ant's genotypic distribution and allelic frequendies in mulbiracial populations, together
with more single ethnicity populations studies, to fill the know kedge gaps and build better
rigk prediction models.

4.2 MAOA uVINTR Genetic Variant and Cortical Thickmess

MNeuroimaging studies ane essential when analy zing mood disorders as they help iden-
Hfy neurcanatomical alterations in brain regions brought on by the disorder, its treatment,
and other factors [4,34]. Suh et al.’s [4] systematic review and meta-analysis analyveed neuro-
biological differences between MDD (medicated and medication-naive) patients (1 = 1073)
and healthy controls (1 = 936). They found that MDD patients have a significant cortical
thinning in the bilateral medial orbitofrontal cortex (OFC), left pars opercularis, and left
calcaring fissume /lingual gyrus, as well as a significant thickening in the left supramarginal
gyrus compared to healthy controls. However, it is still unclear what factors may contribute
to these alterations in MDD [4,34].

The OFC seems to regulate mood, reward-guided behavior, and impulse control; thus,
damayge o this struchure might create deficits in an individual’s emotional and social regulation
and mood lability [34]. With the majority of imaging genetics studies conducted om MAOA
uVNTR polymorphism eporting its genotype relevance to OFC structure in healthy controls,
Won et al. [34] compared this vanant effect on OFC thickness of Korean female MDD patients
{medication-naive; HAM-Dx 2096 2 5.09) and healthy controls (HAM-D: 2.41 & 2200, Similar
to Suh et al. [4]'s results, Korean MDD patients presented cortical thinning in the bilateral
medial (left—F(1,71) = 8117, p = 0.006; right—F(1,71) = 21795, p < 0.001) and in the right
lateral (F{1,71)= 9932, p= 0.002) OFC compared to healthy controls, regardless of their MAOA
uVNTR genotype (MAOA uVNTR high-activity allele carriers, 3R/ 4R and 4R/ 4R, or MAOA
WVNTR low-activity allkele carriers, 2B/3R and 3R /3R).

Although these mesults suggest that OFC structural alterations are associated more
with MDD pathophysiology than MAOA uVNTR polymorphism, this lack of correlation
might be due to the samples” composition, as MAOA uVNTR genoty pe-dependent OFC
structural changes have usually been observied in makes but not females [43,50-54]

4.3. MAOA uVNTE Genetic Variant and Pharmacotherapy

Druge with a mechanism of action that increases neurotransmitter levels in the
synaptic cleft by inhibiting specific transporters have an antidepressant effect, such as
monoamine oxidase inhibitors (MAOL) and other drugs [23,45,5556]. In their MDD pa-
tients study, Yu et al. [23] observed that female (3R/ 3R genoty pe) patients responded better
to dweek fluoketine (an antidepressant belonging to the Selective Serotonin Reuptake
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Inhibitors, S5E1, class) treatment than those carrying the 4R allele (3R/3R: 46.9 £ 19.0%,
3R /4R: 37.3 £ 19.8%, 4R/4K: 341 £+ 19.4%, regpectively, p = 0.024) according to the change
in the Hamilton Depression Rating Scale (HAM-D). Contrarily, the differonce in male
(3R* genotype) patents’ responses was nonsignificant (3R*: 39.1 & 21.0%, 4R% 31.0 &+ 23.6%,
respectively, p= 0.081), possibly indicating a biclogical-sex-specific effect. Although a mul-
tiple liniar regression analysis initally confirmed these findings (p = 0.010; r* = 0.049), the
association was not maintained after correction for multiple testing stratified by biological
sex [33]. Differently, Yoshida et al. [55] could not establish an association between plasma
drug levels and MAOA 1 VNTR polymorphism’s genotypes after a 6-week Fluvoxamine
(S5RI) treatment in a Japanese population with MDD (p = 0.92).

Tzenget al. [56], in tum, investigated the assodation between MAOA nVNTR poly-
morphism’s genotypes and their response to the Mirtazaping, an aty pical antide pressant
belonging to the tetracyclic piperazine-azsepine class, in a Taiwanese sample and found an
association between medication use and treatment variations according to the genotype.
In their study, 3R allele carriers had a better therapeutic response and higher remission
rates after a V-week Mirtazapine treatment. Noticeably, 3R allele carriers also had a lower
dropout rate; however, the sample size was small (1 = 58), which might generate a bias [56].

44, Quality Assessmemt and Limitations of Selected Artides

Genomic-wide association studies investigate the association of genotypic variations
and characteristics expressed by individuals in different populations [57], including suscep-
tibility /resistance to certain diseases and disorders. These studies have great applicability;
among them is the implementation of these possible connections to construct analytical
designs /models to predict the genetic risk of several diseases [55]. Studies to betber un-
derstand genetic and environmental factors ame increasingly important in scientific areas,
specifically health. In this sense, the Genetic Risk Prediction Studies (GRIPS) guideline
ensumes 2 higher methodological quality of a study, enabling the minimization of biases
that can compromise the interpretation of results [28,29].

We employed the GRIPS guideline, composed of 25 items, to assess the quality of the
articles selected to integrate this systematic review (Table 52). Criteria chosen to analyze
the quality of methods section were ten items (two sub-ikems), results: seven items, and
discussion: three iems, totaling 20 items (and two sub-items). We considered the study
quality adequate if it had 75% (15) of the items, and all articles included met this criterion.
We considered the study quality adequate if it had at least 75% (15) of the items, and all
articles included in this review met this crilerion. All articles [23,26,27,30,33,34,36] described
the participants’ eligibility criteria and sources and methods of seleching participants. They
alzo made a generalized discussion and, when pertinent, revealed the importance of their
study. Nevertheless, for instance, 71.4% [23,27,33,34,36] examined their limitations, one
(14,3%) did not report their population’s demographic and clinical characteristics [30], and
nome specified how they handled missing data in the analysis.

High-quality studies must be prepared transparently to facilitate the inberpretation of
the results” validity and assess their relevance. Observations in different populations are
essential to generalize the mesearch and help minimize the existing heterogeneity factor [59].
In this way; these studies allow the information to be extrapolated to different contexts and
help construct an inte grative data analysis model for eventual practical application [25].

5. Conclusions

Although some evidence suggests that the MAOA uw VNTR variant’s alleles are related
to MDD manifestation, there is ¢till no concrete accord om this association. In general, the
MAOA uVNTR variant’s 3R and 4R alleles had the highest frequency in the populations
studied, whereas the 2R, 3.5E, 53R, and 6K alleles, in most studies, weme considered rare
or not found at all. Interestingly, the low-activity allele 3R presented a higher frequency
in most control groups, and the mverse was troe for the 4R allele in the studies when not
grouped with other alleles. Nevertheless, the number of retrieved studies that met our
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inclusion criteria was small, representing a limiting factor in this systematic review. The
different allele groupings used in some of the articles” analyses also increased the difficulty
in interpretation as some analyzed 3R /3K and 3R* genotype and allelic frequencies against
4R/4R and 4R®, while others grouped low-activity genotypes and alleles (3R) against
high-activity ones (3.5 and 4R, that sometimes included 5R). Another limitation was the
few represented populations,

Depression 1= a heterogeneous and multifactorial disease with both genetic and environ-
mental factors influencing its development. Sex-specific effects and possibke interactions with
other polymorphisms and genes fe. g, linkage disequilibrium), as well as epigenetic and environ-
mental factors, must be taken into account & understand this polymorphism influence on MDD
better, thus contributing to the eluddation of the mechanisms related to this disorder—further
studies on a larger scale and in other populations will help fill these gaps.
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adapted GRIPS guideline; Table 53: The selected articles’ selection criteria (MDD and control groups),
ethnicity, race, and employed statistical analysis per their original authors, with few modifications.
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RESUMO
Objetive: O presente estudo analisou s= 2 presenca do polimorfizmo VINTE localisade no
intron 4 do gene MNIOS3 na repido codante difere nos padentes com Sindrome Metabolica e
portadores de Hipertemsio Arterial efou Diabetes Mellitus dos controles normotensos.
Metodo: Neste eshado casc—conitrole, foi executada a téenica de PCR paraidentificar a presenga
ﬂmgﬂmhpasm‘lipﬂmﬂhﬂnﬁs residentes do Distrito Federal As associagies com a=
clivdcas foram feitas no proprama SPSS. Foi analisada a probabilidade de
equilibrio de Hardy-Weinberg e Odds Ratio, considerando um intervalo d= confianga de 95% e
nivel de significincia de 5%. Resultados: Verificou-se gue das 94 pacientes, 71 evidendaram a
presenca de hipertens3o & 23 2 auséncia da doenga, o valer de p obtido foi de 0,218 Em relagic
a Ciabetes hellibas, 49 idosas possuem o problema e 45 nédo possuem, o walor de p obtido foi
de 0,372 Conclasdo: Mio hi assocdiagio entre o5 gendtipos do polimorfismo do gene NOS3, 22
manifestacio de Hiperbens3o Arterial & Ciabetes Mellitus em idosas portadoras da Sk
Descritores: Sindrome Metabdlica: Diabetes Mellitus; Hipertensio Arterial Sistemdca; MOS3;
Palimorfismo genético.

ABSTRACT

Ohbjective: The present shady analyzed whether the presence of VINTE polymorphism located
inintron 4 of the IOS3 gene in the codante repion differs in patients with Metabolic Syndrome
dpmﬁmmﬂmmmmﬁmmmmﬁ
mm&m“umﬂgmhmmﬁrpmh]ﬂdyﬁwwm
equilibrium and Odds Ratio was analyzed, corsidering a confidence interval of 95% and
significance level of 5%, Resalts: we found that of the 94 patisnts, 71 showed the presence of
hypertension and 23 the absence of the diseaze, the p-value obtained was 0215, Regarding
Criabetes Mellitus, 49 old women have the problem and 45 do not hawe the p value obtzined
was 0.372. Conclusion: There is no assodation between nos3 gene polymorphism genotypes,

.5
Descriptors: Metabolic Symdrome; Dizbetes Mellibus; Systemdc Arterial Hypertensiore MOS3;

RESUMEN
Ohbjetive El presente estudic analizé =i la presencia de polimorfisoo VINTE localizado en el
intron 4 del gen MOS3 en la regitn codante difiere en pacientes con Sindrome Metabalico v
jentes con Hipertension y/o Ciabetes Mellibas de controles normotensos. Método: En este
ﬂhﬂndﬁmycmhnkﬁmnﬂ]lmhhmdﬁﬂpmmh&uhmdz
Emuhpmmgipmmhsmmundmbﬂmdmh!ﬁlmllﬂmm
iomes clinicas se realizaron en el programa SP33. Se analizd la probabilidad de
equilibrio de Hardy-Weinberg y Odds Fatio, considerando un intervalo de confianza del 95%
¥ un nivel de significancia del 5%. Resultados: Se encontrd que de los 94 padentes, 71
mostraron la presencia de hipertensicn arterial ¥ 23 la ausencia de la enfermedad, el valor de p
obtenido fue de 0.218. En cuanto a la Ciabetes Mellibos, 49 ancianas tenen el problema y 45 no

Henen el valor de p obtenddo fue de 0,372, Conclusion: Mo exdste izciom entre los genobipos
de polimorfismo del gen nos3 y la manifestacion de Hipertensicn Arterial y Diabetes Mellitos
en pacientes ancianos con Sl

Descriptores: Sindrome metabalico; Diabetes mellibus; Hipertension Arterial Sistémdca; MOS3;
Palimorfismo genético.
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Introducao

A Sindrome Metabolica (SM) tem como uma de suas caracteristicas a presenca
de obesidade visceral, dislipidemia e hipertensdo arterial. Desse modo, ha
associacdo da patologia no aumento do risco de doengas cardiovasculares e de
desenvolvimento de Diabetes Mellitus 2. A prevalencia da SM nao e exata, pois
ha muita variagdo de acordo com a populagio estudada (sexo, idade, raca e
etnia). A etiopatogenia da 5SM e controversa. Poréem, evidéncias sugerem que as
principais causas que levam a manifestagao desses fatores sdo a resisténcia a
insulina e a obesidade visceral, motive pelo qual o tratamento da obesidade e
considerado primordial para os individuos que portam essa doenga.!

Uma revisao sistematica feita por Fogal, Ribeiro, Priori e Franceschini (2014),
revelou que na maioria dos estudos que mostravam dados separados por sexo,
as mulheres apresentavam maior prevalencia da sindrome metabolica em relagao
aos homens. Isso acontece por conta das possiveis alteragoes metabolicas e
hormonais sofridas, principalmente no periodo da menopausa. Cuando se
baseava na idade, a prevalencia aumentava em conjunto com o tempo de vida?

O uso de indicadores clinicos e antropometricos pode ajudar na identificagao
da SM. Exemplos de indicadores clinicos sao: O produto da acumulagioe lipidica
(PAL) e o indice de adiposidade visceral (IAV). E um exemplo bem conhecido de
indicador antropometrico € o indice de massa corperal (IMC). O uso de
indicadores para detectar a SM pode facilitar o processo na pratica clinica, por
ser simples, rapido e funcional.?

A Hipertensao Arterial Sistémica (HAS) € o principal fator de risco para a
mortalidade, pertanto o controle adequado se faz extremamente necessario,
embora a tecnologia e a ciéncia estejam em constante eveolugdo®. Esse controle
apropriado da HAS e definido pelos niveis de pressao sistolica e diastolica <120
mmHg e < 80 mmHg.®

Por ser considerada, ao mesmo temipo, uma doenga e um fator de risco, por
estar diretamente relacionada a doenga arterial coronariana e acidente vascular
encefalico, essa doenga representa um grande desafio para a saude publica, pois
as doengas cardiovasculares sao a primeira causa de morte no Brasil. A detecgao
e o tratamento da HAS saoc essenciais para a redugac das causas
cardiovasculares.® Sua prevaléncia no Brasil varia entre 22% e 44% para adultos,
aumentando para 30% para as pessoas entre 60 a 69 anos e 75% para quem possui
mais de 70 anos.”

O Diabetes Mellitus (DM) afeta mais de 382 milhdes de pessoas no mundo,
sendo 11,9 milhdes de nacionalidade brasileira. Em pessoas com mais de 63 anos
de idade, esse numero aumenta, configurando-se como uma das Doengas
Cronicas Nao Transmissrveis (DCINT) mais conmmes em idozos. O DM acontece
devido a distirbies no metabolismo da glicose resultando em hiperglicemia.
FPodem provocar complicagbes que levam a disfungoes e/ou insuficiéncias
cardiacas e vasculares. Com o objetivo evitar os agravos dessa enfermidade, se
faz necessario a revisao dos habitos alimentares, a pratica de atividades fisicas,
consultar periodicamente profissionais de saude e utilizar medicamentos
adequados.®

O gene da sintase do oxido mitrico endotelial (NO53) esta localizado no
cromossomo 7q 35-36 e compreende 26 exons, englobando 26kb e codificando
um mENA de 4052 nucleotideos. Pesquisas apresentam uma associagao positiva
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da manifestacio da WO53 em pacientes com insuficiéncia cardiaca e evidenciam
que um mivel aumentado da produgao de oxido nitrico pode ser um componente
significativo na doenga.®

A NOSS e uma enzima que se expressa principalmente no endotelio celular,

e e responsavel pela biodisponibilidade de oxido nitrico (NO) a miveis
endoteliais. O NO e uma substancia que possui uma importante contribuicio na
regulagao vascular.l? E responsavel pelo relaxamento dos mmisculos, supressao
da adesao plaquetaria e leucocitaria no endotelio, na eliminagao de radicais
superoxido alem de limitar a oxidagao de liporpotemnas de baixa densidade,
levando a um efeito vasoprotetor.!!
O VTR localizado no mtron 4 do NOS53 esta intimamente associado com a
concentragao de oxido nitrico no plasma. Tal polimorfismo possui uma sequencia
de 27 pares de base, onde ha um alelo maior e cutro menor. O alelo maior “a”
possui D repetigoes in tandem de 27 pares de base, enquanto o alelo menor “b"
possui 4 repetigdes.

O presente trabalho tem como objetive investigar o perfil genetico e se o
polimorfismo do gene NOS53 na regido codante difere nos pacientes com
sindrome metabolica e/ou portadores de hipertensao arterial e diabetes dos
controles normotensos.

Meatodo

As amostras utilizadas provieram de 94 idosas com idade igual ou superior a
60 anos que residem no Distrito Federal (Brasil) e que fazem parte de uma equipe
de Estrategia em Saude da Familia (ESF) das Unidades Basicas de Saude (UBS)
mumero 06 e 05 de Ceilandia.

O Termo de Consentimento Livre e Esclarecide (TCLE) foi entregue para
todas as participantes da pesquisa. A coleta de dados ocorren apos a aprovagaoe
do comite de etica FEPECS/SESDF sob o parecer n® 1.353;211.

O DNA foi extraido de sangue periferico com useo do kit Invisorb Spin Blood
Mint Eit (250} da empresa Invitek. A concentragao do DINA obtido foi estimada
pelo espectrofotometro NANCODROP Technologies Inc., Wilmington, DE, USA.
A concentracio media alcancada foi de 20 ng/pl.Alem disso, foi realizada a
tecnica de PCE (Feagao em cadeia da Polimerase) no termociclador TC-312. Esza
tecnica permite que uma regido selecionada do genoma (gene NOS3, localizagao
7q36), seja amplificada milhdes de vezes.

As sequéncias de oligonucleotideos utilizadas para avaliar o polimorfismo se
seguem na tabela abaixo:

Tabela 1- Sequéncia de Oligonucleotideos.

Gene Oligonucleotideos
Foward ¥ AGG CCC TAT GGT AGTGCCTT &
NO53 intron 4 Reverse ¥ TCT CTT AGT GCT GTG GTC AC Y

Para a amplificacao do gene NOS53 na regido do intron 4 foi realizada a
desnaturacdo inicial a M°C por 5 minutos, 30 ciclos de desnaturacdo a 94°C por
30 segundos, anelamento dos oligonucleotideos 60°C por 30 segundos e extensao
72°C por 1 minuto. Extensio final 72°C por 10 minutes, gerando fragmentos de
DNA de 420 pb (alelo b) e/ ou 323pb (alelo a).

BEVISA 2022 Out-Dez: 11(4): 640-6

203



Fossatti I, Garcia CM, Paula GR, Teixeira MS, Gontijo BR, Duarte LCAC, et al.

Os produtos da PCR foram submetidos a uma corrida eletroforetica em um
gel de agarose a 3%, com brometo de ehidio em uma potencia de 100W por 20
oumitos.

Em seguida, foi inseride o perfil genetico deos individuos e suas
manifestagdes clinicas no programa SPS5 na versao 23.0, para analisar se existe
uma associagdo entre o polimorfismo estudado e a sindrome metabolica em
idosos. Foi adotade um nivel de significancia de 5% e foi utilizado o teste de
Fisher e Chui-Chuadrado.

Resultados

A partir do programa SPS5, obteve-se o seguinte resultado: Das 71 idosas, que
possuem hipertensao (Tabela 2), 9 (12,7%) possuem o genotipo A/ A, 29 (40,8%)
possuem o genotipo A/B e 33 (46,5 %) possuem o genotipo B/B. Quanto a
ausencia de hipertensao (23 idosas), nenhuma possui o genotipo A/ A, 10 (43,5%)
possuem o genotipo A/B e 13 (56,5%) possuem o genctipo B/B. O valor de p
obtido foi de 0,192,

Tabela 2 - Distribuicdo da frequénda genotipica do polimorfismo NOS3 intron 4 e
manifestacio de Hipertensio Arterial

Hipertensio Arterial
Sim Mio
n el n % P
NO53 27- AfA 9 12,7% 0 0,0%
pb- ASB 29 40,8% 10 43,5% 019
VNTE B/B 33 46,5% 13 36,3% "
Total 71 100% 23 100%

Quando se analisa a diabetes mellitus (Tabela 3), Das 49 idosas que possuem
a doenga, D (10,2%) possuem o genotipo A/A, 17 (M,7%) possuem o genotipo
A/B e 27 (35,1%) possuem o genotipo B/B. Quanto a ausencia de diabetes (45
idosas), 4 (3,9%) possuem o genotipo A/ A, 22 (45,9%) possuem o genotipo A/B
e 19 (42,2%) possuem o genotipo B/B. Obteve-se um valor de p de 0,372,

Tabela 3 - Distribuigdo da frequénda genotipica do polimorfismo INOS3 intron 4 e
manifestacio de Diabetes Mellitus.

Diabetes Mellitus
Sim Nio
n Ya n Ll P
NOS3 27- A/A 5 10,2% 4 8,9% 0,372
pb-VNTR A/B 17 34.7% 22 48,9%
B/B 7 35,1% 19 42.3%
Total 49 100% 45 100%

Alem desses resultados, tambem foi realizado a dicotomizacio (Tabela 4) da
tabela de diabetes a fim de se saber qual seria o resultado do Odds Ratio, para
fins de protegao ou risco. Portanto, o resultado desta dicotomizagao foi: Quanto
a presenga de diabetes mellitus, 3 (10,2%) possuem o genotipo A/ A, e 44 (89,8%)
possuem os genotipos A/F ou B/B. Em relacao a ausencia da enfermidade, 4
(8,9%) Possuem o genotipo A/ A e 41 (91,1%) possuem os genotipos A/B ou B/B.
O resultado do (O'dds Ratio obtido foi de 0,5 e o Intervalo de Confianga foi de
0,215 a 3,419,

BEVISA 2022 Qut-Dez; 11(4): 640-6

204



Possatti I, Garcia CM, Paula GR, Teixeira MS, Gontijo BR, Duarte LCAC, et al.

Tabela 4 - Dicotomizagio da frequéncia genotipica do polimeorfismo NOS3 infrom 4 e
manifestacio de Diabetes Mellitus.

Diabetes Mellitus
Sim MNao
n %o n Uiy P OR IC
. AfA 3 10,2% 4 B8,9%
31 A/B+ . {0,215 -
27-pb- 44 89,5% 41 o11% 0999 08 3.419)
vNTR =~ B/B =
Total 49 100,0% 45 100,0%
Discussao

Em um estudo de meta analise de Chen, Wang, Liang, Yu e Yang (2016) sobre
hipertensdao pulmonar (HP), seis estudos foram pesquisades, incluindeo 198
pessoas que possuem a doenca e 230 controles. Uma grande sensibilidade ao
risco de desenvolver HP foi encontrada em individuos que possuiam o genotipo
4a/a comparados aos portadores dos outros genotipos. Os homozigotos
possuem um risco 2,5 vezes maior relacionado aos seus homologos.1*

Outra meta analise realizada, de Zeng, Zhu, Wong, Yang, Tang, Li, et al
(2016) sobre a pre-eclampsia, para o polimorfismo VINTE, O Odds Ratio obtide
em trés associagdes (b vs aa, ab vs aa e bb vs ab), sugere que nao ha asseciagio
entre o risco de desenvolver a pré-eclamypsia e a presenca do polimorfismeo VINTRE
db/a.tt

Na pesquisa de Shankarishan, Borah, Ahmed e Mahanta (2014) que diz sobre
os polimorfismos da oxido nitrico sintase endotelial e o risco de hipertensao em
uma populagao indiana, utilizando a regressao logistica univariada, o genotipo
4a/ a foi associado ac aumento do risco de hipertensao. No modelo multivariade
de regressao logistica (quando se tem o ajuste para idade, sexo, ingestao extra de
sal, tabagismo, mascar tabaco e habito de consumeo de alcool), o risco persistiu e
o genotipo 4a/b tambem mostrou associagdo.”® Ao contrario do presente estudo,
que nao houve associagao entre o polimorfismo e a manifestacac de hipertensae
em idosas com smdrome metabolica.

Em relagao a diabetes, o estude de Bregar, Cilensek, Mankoc, Reschner e
Petrovi (2017) com eslovenos que possuem diabetes mellitus tipo 2 e retinopatia
diabetica, o genotipo homozigoto 4a/a mostrou uma associagdo com a ocorréncia
de retinopatia diabetica (DR) em individuos que possuem diabetes mellitus tipo
2. As pessoas que possuiam genotipo 4a/a (modelo co-dominante) e 4a/b
(modelo co-dominante), obtiveram um risco maior de DR quando comparados
aos portadores do genotipo 4b/b (tipo selvagem)!®. O presente estudo nao
mostrou associagao entre o polimorfismo e a manifestagao de diabetes mellitus
em idosas com sindrome metabolica.

Conclusao
Conclui-se, portanto, que nac ha diferenca estatistica entre os grupos
diabetes e hipertensdo arterial sistémica nas pacientes diagnosticadas com

sindrome metabolica. Durante a realizacao deste trabalho, encontrar artigos na
literatura sobre o assunto discutido, se mostrou uma tarefa dificil.
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Logo, a necessidade da pesquisa e dos estudos se torna muito importante,
pois as enfermidades analisadas sdo muito frequentes na populacio, sobretudo
em idosos. E fundamental a elaboracio de mais projetos de pesquisa referentes a
essas doengas, visto que, a sociedade tende a ficar mais envelhecida com o passar
dos anos.
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