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RESUMO

Doencas pulmonares sdo, atualmente, a terceira maior causa de morte no mundo e sdo
caracterizadas por comprometer o trato respiratério de forma agressiva e debilitante. Podem
apresentar inimeras causas, dentre elas a mais significante é o tabagismo, seguido da poluicdo
ambiental, exposicdo ocupacional e fatores genéticos, além da debilidade do sistema
imunoldgico. O cancer de pulmao tem 90% dos casos relacionados ao tabagismo, sendo que
0s outros 10% dividem-se em fatores ocupacionais, ambientais e genéticos. No mundo,
atualmente cerca de 1,8 milhdes de pessoas ao ano morrem por cancer de pulmao, sendo a
maioria homens com idades entre 20 a 40 anos. O objetivo da pesquisa foi tracar o perfil
fisiopatoldgico dos portadores de cancer de pulméo, quantificando o dano e reparacdo do DNA
e identificando suscetibilidade genética. Assim, realizou-se ensaio cometa, teste de
micronulcleos (para identificacdo de dano e reparacdo do DNA) e identificagdo de
polimorfismos de nucleotideo Unico (para a identificacdo de sucetibilidade genética), a partir
de 52 casos e 50 controles. Apds analise estatistica, ao comparar-se o resultado do ensaio
cometa entre os grupos caso (CA) e controle (CO), observou-se que tanto a doenga como o
uso de quimioterapicos, podem exercer influéncia no estabelecimento do dano, bem como para
a reducdo da capacidade de reparacdo. Entre os dois grupos a maioria foi do sexo masculino e
ndo apresentava comorbidades associadas. A maioria dos pacientes do grupo caso foi ex-
tabagista e com histdrico superior a 15 anos de uso de tabaco. Ao analisar os protocolos de
tratamento, a maioria dos pacientes fez uso de duas classes de quimioterapicos e tiveram dano
basal (p= 0,015) e residual (p= 0,05) superior aos pacientes do grupo CO. Nas anélises
envolvendo a reparacdo do dano induzido por metilmetano de sulfonato (MMS), observou-se
para 0s CO, que a relacdo entre o tempo zero (T0) e o tempo 60 minutos (T60) apresentou
reparacao, da mesma forma que do TO em relacdo ao tempo 180 minutos (T180), de forma
progressiva. No entanto para os CA, entre o TO e 0 T60 ocorreu aumento do dano, observando-
se a reparacdo somente no T180. A analise da frequéncia e tipo de micronucleos revelou
diferenca nos alelos de risco dos genes IL6 (1800795), TNF-a (1800620) e VDR (2228570),
pois apresentaram mais alteracfes nos pacientes com cancer de pulmao. A avaliacdo do rs
1800795 do gene IL6 revelou aumento no percentual de micronucleos, broto nuclear, células
binucleadas, cariorréticas e carioliticas nos portadores do alelo de risco nos CA. Engquanto no
rs 1800620 do gene TNF-o foi observado para os portadores do alelo de risco, redugdo no
percentual de células basais, de microndcleos, broto nuclear, células binucleadas e

cariorréticas. A avaliacdo do rs 2228570 no gene VDR demonstrou reducdo no percemtual de



células basais, aumento de micronucleos, broto nuclear, células binucleadas e cariorréticas.
Todos os resultados envolvendo os genes IL6, TNF-a e VDR, sinalizaram maior dano nos
gendtipos onde o alelo de risco se fez presente. A presenca de micronucleos é um sinalizador
de dano irreparavel, polimorfismos nos genes IL6 e VDR sdo importantes marcadores
tumorais, por isso conclui-se que as analises realizadas sdo relevantes para entender a

fisiopatologia do cancer de pulméo.
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APRESENTACAO

A presente dissertacdo de Mestrado, consoante ao Regimento do Programa de Pds-
Graduacdo em Promocdo da Saude da Universidade de Santa Cruz do Sul, € composta por
cinco partes: projeto de pesquisa, relatério do trabalho de campo, artigos, nota para divulgacao
da pesquisa na imprensa e anexos.

Constam nesta dissertacéo dois artigos:

Artigo 1- Dano e reparacdo do DNA e sua relacdo com o perfil fisiopatologico de
pacientes com cancer de pulmé&o em quimioterapia.

Artigo 2- Avaliacdo da frequéncia de micronucleos e anormalidades celulares e de

polimorfismos genéticos nos genes IL6, TNF-a e VDR em portadores de cancer de pulméo.
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1. INTRODUCAO

Doencas pulmonares sdo, atualmente, a terceira maior causa de morte no mundo e sdo
caracterizadas por comprometer o trato respiratorio de forma agressiva e debilitante. Podem
apresentar inimeras causas, dentre elas a mais significante é o tabagismo, seguido da poluigdo
ambiental, exposicdo ocupacional e fatores genéticos, além da debilidade do sistema
imunolodgico (INCA, 2014; OMS, 2015).

O céncer de pulméo é uma patologia grave, caracterizada pelo comprometimento dos
tecidos do pulmdo, podendo ser de pequenas (15%) e nao pequenas células (85%). Esta
patologia pertence ao grupo de doencas respiratdrias e tem 90% dos casos relacionados ao
tabagismo, sendo que os outros 10% dividem-se em fatores ocupacionais, ambientais e
genéticos. No mundo, atualmente cerca de 1,8 milhdes de pessoas ao ano morrem por cancer
de pulméo, sendo a maioria homens com idades entre 20 e 40 anos (ALGRANTI,
BUCHINELLI; CAPITANI, 2010; KUMAR; ABBAS; ASTER, 2015).

A compreensdo dos processos fisiopatoldgicos e genéticos da doenca é extremamente
necessaria para buscar melhores alternativas terapéuticas, ou mesmo para preveni-la.
Variagdes genéticas caracterizam as formacdes celulares alteradas, que sdo diferenciadas para
cada tipo de cancer. Dentre muitos tipos de testes para verificar alteragdes genéticas e dano
celular, estdo os testes de micronucleos, ensaio cometa e a detec¢do de polimorfismos de
nucleotideos Unicos. Estes tém a finalidade de identificar os mecanismos patologicos celulares
que se estabelecem no decorrer da doenca e determinar se alteracdes genéticas pontuais levam
a uma resposta diferenciada nos pacientes com cancer de pulmdo (SILVA; ERDTMANN;
HENRRIQUES, 2003; SHAO, 2015).

O teste de micronucleos identifica a perda total de cromossomos ou de seus
fragmentos. Assim, a presenca de micronucleo pode ser caracterizada por lesdo da genética do
nucleo celular promovendo dano permanente, ocasionada por mutacao ou agentes causadores
externos, motivo pelo qual o teste tem sido muito utilizado para verificar o nivel de lesdo
celular e a capacidade de regeneracdo das mesmas (THOMAS et al., 2009; SILVA;
ERDTMANN; HENRRIQUES, 2003).

Ja, 0 ensaio cometa € utilizado para identificar danos no DNA, passiveis de reparo, por

agentes alquilantes, intercalantes e oxidantes. Este teste € uma ferramenta comprovadamente
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simples e eficaz para avaliar dano no DNA e determinar a eficécia de reparagdo do mecanismo
do mesmo (SEKARANA, 2015).

A identificacdo de polimorfismos de nucleotideo Unico pode ser importante para a
evolucdo das espécies, mas é a partir delas que também podemos identificar a resisténcia ou
suscetibilidade a agentes genotoxicos (SHAO, 2015).

O céncer de pulmé&o é considerado uma doenga na qual existem interacdes entre fatores
genéticos e ambientais, que sdo reconhecidas como sendo associadas com seu
desenvolvimento. Ainda, a heterogeneidade entre diferentes grupos étnicos poderia ter efeitos
diferentes e multifatoriais sobre o carcinoma sendo este, fator importante parar confirmar a

associagdo entre polimorfismos e a doenga em vérias populagdes (XU et al., 2005).

Considerando que o cancer de pulmdo se caracteriza como uma doengca com
importantes alteracdes celulares e genéticas, o presente estudo aborda o seguinte problema:
o teste de micronucleos, ensaio cometa e polimorfismos de nucleotideo Gnico podem auxiliar

na compreensao da fisiopatologia presente no cancer de pulmao?
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2. CANCER DE PULMAO E ALGUMAS DEFINICOES

O cancer de pulmao € uma doenca que envolve vérias caracteristicas relacionadas a
fisiopatologia e morfologia dos individuos. Inimeros fatores causais sdo responsaveis para o
seu desenvolvimento, sendo o tabagismo um importante fator relacionado com este tipo de
cancer. Por esse motivo pode-se relacionar a comorbidade ao estilo de vida dos pacientes, a

fatores genéticos, bem como a processos inflamatérios crénicos.

Para analisar suscetibilidade genética, dano e possivel processo de reparo, os testes de
micronucleo, ensaio cometa e polimorfismo de nucleotideo Unico podem ser utilizados
diferentes abordagens que auxiliam na compreensdo dos processos celulares e moleculares

que ocorrem em doencas pulmonares como o caso do cancer.
2.1 Caracteristicas do cancer de pulméo

Neoplasia se caracteriza por uma formacdo celular anormal. Sendo assim, o
aparecimento de tecido celular que excede o tecido normal de forma desordenada e que
persiste apds a suspensdo do estimulo que provocou este aparecimento, € denominado
neoplasma. Células neoplésicas competem com células normais por energia e substratos
nutricionais, o que ocasiona a debilidade do paciente (KUMAR; ABBAS; ASTER, 2015).

Do ponto de vista anatomopatoldgico, o cancer de pulméo pode ser classificado como
sendo de ndo-pequenas células (85% dos casos), dividido em adenocarcinoma, carcinoma
epidermoide e carcinoma de grandes células; e carcinoma de pequenas células, que pode ser
do tipo linfoide (possui grande capacidade de disseminagdo, rapido crescimento e pode
ocasionar a invasao cerebral, tendo baixas chances de cura), intermediario e combinado
(somando as trés caracteristicas anteriormente citadas). Os sintomas de ambos os tipos sdo
tosse e sangramento por vias aéreas, aléem de quadros de pneumonia de repeticdo (INCA,
2014).

A Organizagdo Mundial da Satude (OMS, 2014) conceitua o cancer de pulmdo como
sendo um crescimento descontrolado de células do pulmdo e atribui como causas, 90%
advindas do tabagismo e 10% relacionadas a exposi¢do aos agentes quimicos, como asbesto e
arsénico, entre outros, além de fatores genéticos, histérico familiar e doencas pulmonares

obstrutivas crdnicas como enfisema e bronquite.
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Assim, sendo o cancer um crescimento desordenado fora de controle genético, as
neoplasias podem ser consideradas ndo como sendo uma doenga, mas um conjunto ou
“sistema” de doencgas, também conhecido como uma falha no controle genético celular, uma
vez que todas as células no nosso corpo possuem a mesma formacgéo. De maneira simplificada,
o0 cancer é uma célula que sofreu mudancga no seu DNA, tornando-a diferenciada, e ao se
reproduzir, ocasionou formacdo de uma massa especifica. Essa reproducdo pode ocorrer por
estimulo externo e ao utilizar nutrientes para se reproduzir, enfraquece o hospedeiro levando
a faléncia do sistema fisiologico do mesmo (SILVA; ERDTMANN; HENRIQUES, 2003;
KUMAR; ABBAS; ASTER, 2015).

2.2 Fatores causais do cancer de pulméo

O céancer de pulméo é uma patologia que ha muitos anos vem liderando os indices de
causa de morte entre homens e mulheres em todo o mundo, podendo apresentar como
desencadeadores os fatores ambientais, genéticos e ocupacionais. O habito de fumar € fator de
risco ja estabelecido para o desenvolvimento do cancer de pulmao, sendo que é maior entre
homens do que entre mulheres. A doenca tem distribuicdo mundial e é reconhecida como uma
das principais causas de mortalidade entre individuos em fase produtiva. No Brasil, € a
segunda maior causa de morte entre pacientes acima de 40 anos, atras apenas de doencas
cardiovasculares (SHEIBER; GOMES; COUTO, 2005).

As causas do cancer de pulméo estdo relacionadas a multiplos fatores, entre eles a
hereditariedade, a genética e a influéncia do ambiente sobre os individuos. Isso ndo descarta a
informacdo ja conhecida de que o maior fator causal para o desenvolvimento da doenca ainda
esta diretamente relacionado ao cigarro. Contudo, a abordagem sobre o diagnéstico da doenca
ainda é muito fraca devido ao fato de que o periodo de laténcia entre os primeiros sintomas e
o diagnostico da doenca € grande, o que implica em um evento chamado “viés de lembranca”
ou “viés de esquecimento”, tornando a coleta de dados confusa ¢ muitas vezes inviavel

(ALGRANTI, BUSCHINELLI, CAPITANI, 2010).

N&o se pode afirmar com certeza que o cancer de pulmao seja de carater hereditério;
contudo, estudos vém-se encontrando resultados significativos que apontam para esta
possibilidade. O cancer de pulmao continua sendo um grande responsavel pelo alto nimero
de mortes relacionadas a tumores no Brasil e no mundo. Infelizmente, a maioria dos pacientes

(cerca de 70%) que chega ao diagndstico, encontra-se em estdgio avancado da doenca e a
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sobrevida se torna quase inviavel. Apesar da cirurgia ou de tratamentos com quimioterapia, é

provavel que metade destes pacientes sofra recidivas no local ou a distancia (INCA, 2014).

O tabagismo, entre todos os fatores de risco, € o mais relacionado ao desenvolvimento
do céncer pulmao, podendo dar origem também, a outros tipos de cancer. Além do fumo,
destaca como risco, a diferenga entre 0s sexos e as ragas relacionadas ao tabagismo, ja que nas
mulheres fumantes o cancer se manifesta com muito menos frequéncia do que em homens
fumantes. O fumante passivo, a poluicdo atmosférica, o radonio, asbestos e outras fibras
minerais, silica, cromo, niquel, arsénico, hidrocarbonetos aromaticos policisticos, fatores
relacionados com o hospedeiro e por fim, fatores genéticos (ZAMBONI, 2002). Hashim et al.
(2014) afirmaram que em paises desenvolvidos o indice de cancer de pulmdo causado por
exposicao a agentes ambientais e ocupacionais diminuiu consideravelmente, ao contrario dos

indices identificados em paises em desenvolvimento.

A exposicdo ao carbono e o acimulo de nanoparticulas no pulméo, podem ao longo do
tempo, resultar em citotoxicidade, e levar ao desenvolvimento do cancer de pulmdo. Ainda é
estabelecida a relacdo de exposicdo ao amianto e arsénio como agente causador no
aparecimento da doenca (CHEN, 2015).

Eom et al. (2015) afirmam que mesmo sendo o tabaco o principal fator determinante
para o desenvolvimento do cancer de pulméao, sdo necessarios fatores genéticos adicionais que
somados aos agentes de exposicdo vdo incorrer na manifestacdo do cancer. Logo, a
predisposicdo genética é fator inegavel para o desencadeamento da doenca, sendo que o
individuo exposto a fatores de risco e com pré-disposi¢do genética, encontra-se em situacdo

de risco eminente.
2.3 Epidemiologia do cancer de pulméo

Em 1998, as neoplasias malignas de traqueia, brénquios e pulmdes somaram 17% das
mortes da populagéo brasileira, sendo que em muitos paises da Europa Ocidental e na América
do Norte, 0 numero de casos supera o indice de 100 para cada 100.000 habitantes. Ja na China,
india, paises da América Latina e Africa, a incidéncia é de 25 casos de 6bito para cada 100.000
habitantes. No Brasil, a maior incidéncia de cancer de pulméo se encontra nos estados do sul
e sudeste, diferente de outros paises, onde a doenca se manifesta em regibes mais
industrializadas e urbanas (SCHREIBER; GOMES; COUTO, 2005).
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Segundo o Instituto Nacional do Céncer, esta doenga é um dos tumores malignos que
resulta em maior nimero de mortes, estando relacionada diretamente ao consumo dos
derivados do tabaco. A estimativa é de que os casos de cancer de pulmao tenham um aumento
do 2% ao ano em todo o0 mundo, sendo que em 2012 foram detectados 1,82 milhdes de casos
a nivel mundial, sendo 1,24 milhdes em homens e 523 mil diagnosticados em pacientes do
sexo feminino (INCA, 2012).

Entre os casos diagnosticados, 90% estdo diretamente relacionados ao cigarro, sendo
que os numeros para o Brasil sdo igualmente alarmantes em se comparando aos resultados
mundiais. No pais, foram contabilizadas 22.424 mortes em 2011, considerando-se que a
sobrevida de 5 anos para pacientes diagnosticados encontra-se entre 13% e 21% em paises
desenvolvidos e entre 7% e 10% em paises em desenvolvimento (ALGRANTI;
BUCHINELLI; DE CAPITTANI, 2010; INCA, 2014).

A Organizacdo Mundial da Saude (OMS, 2014) declarou que no mundo ocorrem cerca
de 170.000 mortes ao ano relacionadas ao cancer de pulmado. Em se tratando do Brasil, a
estimativa para os anos de 2014 e 2015 foi de 16.400 novos casos em pacientes do sexo
masculino e 10.300 em pacientes do sexo feminino, sendo respectivamente 16,4 casos novos
para cada 100.000 habitantes do sexo masculino e 10,3 para cada 100.00 habitantes do sexo
feminino (OMS, 2014).

Na década de 80, o cancer de pulmao atingiu o indice de 16% de novos casos em todo
mundo. Porém, nos ultimos anos, foi possivel observar que sua mortalidade vem crescendo de
forma rapida e alarmante. Contudo, o nimero de homens que desenvolveram o cancer de
pulmdo se manteve estavel, enquanto o nimero de mulheres que apresentaram a doenca
aumentou significativamente. Segundo o autor, esse dado se refere ao fato de que o nimero
de homens fumantes vem diminuindo, enquanto o numero de mulheres fumantes encontra-se
em nivel crescente (ZAMBONI, 2002).

Um estudo realizado por Pasetto (2014), aponta Brasil, México e Colémbia como
paises que tém atingido niveis crescentes de novos casos de cancer de pulmao a cada ano,
sendo que estes nimeros estdo relacionados diretamente a exposi¢do ambiental e laboral, a
fumacas (tabaco e poluicdo) e metais pesados. Também para Antonini (2014),
epidemiologicamente houve aumento no nimero de casos novos da doenca relacionados a

fumaca por processos industriais que utilizam cromo, entre outros. A alternativa encontrada
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foi substituir o cromo por niquel e cobre, contudo ja existem evidencias de que ambos sédo
toxicos e extremamente nocivos, por terem sido encontrados em acumulo no pulméo de

pacientes que desenvolveram o cancer de pulmao.
2.4 Relac@es do cancer de pulméo ao estilo de vida dos individuos

Ha muito se sabe que habitos e estilo de vida estdo diretamente relacionados a saude
dos individuos ou a probabilidade de desenvolver doencgas. Nas ultimas décadas, o cancer de
pulmé&o deixou de ser uma doenca rara do passado para ser uma epidemia mundial com altos
indices de morbidade e mortalidade entre homens e mulheres, sendo que em maior nimero na
populacdo de 20 a 40 anos, de ambos 0s sexos. Em 1950, ja se sabia que o tabagismo tinha
relagdo direta com o aparecimento do cancer de pulmé&o, sendo este um fator externo
extremamente determinante. Ndo somente o consumo do tabaco implica em estilo de vida,
mas também exposicao a agentes causadores em condicdes laborais e ambientais, bem como
nivel de desenvolvimento socioecondmico e social da populacdo, sdo significativas para o
desenvolvimento do céncer de pulmdo (ZAMBONI, 2002; ALGRANTI; BUSHINELI,
CAPITANI, 2010; HASHIM, 2014).

Sendo assim, o tabagismo, a poluicdo atmosférica, a exposic¢do ao radénio em minas e
tuneis (tendo gas liberado pela variacdo de temperatura, por rochas e solo de minas), asbesto
e outras fibras minerais (presente em isolantes térmicos), cromo, niquel e arsénico (que sdo
utilizados em varios processos industriais), além de hidrocarbonetos aromaticos policiclicos,
sdo considerados substancias nocivas ao qual a exposi¢do laboral pode implicar no
desencadeamento do cancer de pulmao (ZAMBONI, 2002). E muito importante ressaltar que
ndo héa registros epidemioldgicos de que haja tumores especificamente profissionais, 0 que
dificulta a prevencdo de forma eficaz. Mesmo que saibamos da existéncia de agentes
causadores em situacOes laborais, podemos considerar apenas como sendo fator causador, a

possivel exposicdo a agentes cancerigenos (HUNG, 2015).

Asbesto, no entanto, é um fator causador de risco ja estabelecido para o
desenvolvimento de cancer de pulm&o. Logo, quanto maior a exposi¢do, mais eminente se
torna o risco; contudo, estudos comprovaram que, a0 sessar a exposi¢do, este diminui
proporcionalmente. Também o uso do amianto foi proibido em paises como a Suécia, ja na
década de 80, devido aos fatores de risco laborais. O desenvolvimento do cancer de pulmao

varia entre 0s grupos ocupacionais dependendo do grau de exposi¢do ao amianto. Além disso,
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é fundamental ressaltar que o amianto interage com o tabaco, tornando essa combinagao
extremamente perigosa (JARVHOLM; ASTR; 2014). Tomioka et al. (2014) descrevem ainda,
que derivados da benzina sdo comprovadamente responsaveis por casos confirmados de
cancer de pulméo, ressaltando a necessidade de medidas preventivas a esses trabalhadores

expostos direta ou indiretamente.

Né&o se pode ignorar o fato de que a cada dia cerca de 3 bilhdes de pessoas (a maioria
mulheres e criangas) em todo mundo estdo expostas a niveis toxicos de poluicdo que
desencadeia inimeros casos novos de cancer de pulmdo em paises menos desenvolvidos. O
cancer de pulméo é o tipo mais fatal associado ao consumo de tabaco, a polui¢do ambiental, e
a agentes ocupacionais como amianto, arsénio e cromo, entre outros. A International Agency
for Research on Cancer lista 19 substancias e situacdes ocupacionais associadas ao cancer de
pulmao, porém, o fato de ndo se conseguir identificar com precisdo a fase inicial da doenga,
acaba por comprometer a veracidade da informacdo. Esse fator comprometedor é conhecido
por viés de lembranca, ou esquecimento, fator esse que vém dificultando a comprovacao de
causa por motivo ocupacional. Tentativas globais para reduzir as muitas fontes de polui¢do do
ar, vém melhorando as condicdes de vida e reduzindo os riscos ocupacionais, contudo ainda
sd80 necessarios muitos estudos para comprovar a relagdo do cancer com a ocupacao
(ALGRANTI; BUSCHINELLI; DE CAPITANI, 2010; LI et al., 2015).

2.5 Alteracdes genéticas relacionadas ao cancer de pulméo

Alteracbes genéticas sdo encontradas nas mais variadas formas em se tratando da
patologia cancer de pulmdo. Recentemente, as plataformas genémicas de pesquisa de alto
rendimento tém contribuido para diagnostico, permitindo mapeamento celular personalizado.
Os genes que sofrem processo de mutacdo mais frequentemente sdo TP53 (53,6%), KRAS
(16,1%), STK11 (9,8%), EGFR (7,2%), KEAP1 (6,6%) e NFE2L2 (4,5%), além de inibidores
de tirosina quinase (TKI geracdo) seguidos de segmentacdo do receptor do fator de
crescimento epidérmico; porém, estima-se que apenas 1% dos genes envolvidos no
desenvolvimento do céncer de pulmado seja estudado, e que cerca de 70 genes estejam
envolvidos no processo (CRESS et al., 2014; KENMOTSU et al., 2014).

As alteracOes genéticas para o0 desenvolvimento do cancer de pulméo estio
relacionadas, entre outros fatores, a caracteristicas étnicas e raciais. A medida que estas

alteracbes vao sendo estudadas, essas questdes vdo ficando mais claras, o que torna a
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genotipagem essencial para que a terapéutica correta seja aplicada aumentando a condicdo de
sobrevida dos pacientes. A identificacdo de mutacGes somaticas que promovem o crescimento
e desenvolvimento do céncer de pulméo transformou o tratamento, pois a identificacdo do
receptor sensivel pode proporcionar o tratamento de melhor resposta. Contudo, terapias
orientadas pelo mapeamento genético, tém apresentados resultados diferentes considerando-
se pacientes fumantes ou ndo fumantes, o que condiciona a eficiéncia do tratamento por
genotipagem, aos fatores de exposicdo ambientais (HEIST et al., 2012; BHAGIRATH et al.,
2015).

Nos casos de cancer de pulmao, as alteraces genéticas envolvem desde proliferacéo
até metastase. Estima-se que até os dias atuais apenas 1% desses genes tenham sido mapeados,
restando cerca de 383 para serem estudados. Para tanto, pesquisas tém sido realizadas afim se
se encontrar biomarcadores que possam auxiliar na compreensdo da doenga e de 0s
mecanismos nela envolvidos. Estimativas apontam que 15% das pessoas que fumam,
desenvolvem o cancer de pulmao e outros 10% que nunca fumaram também tem chances de
desenvolver a doenca. Para os ndo fumantes, os fatores externos sdo fundamentais no
desencadeamento da doenga, contudo, fatores genéticos apontam risco para ambos (CRESS et
al., 2014).

Recentemente foi associado ao desenvolvimento do céncer de pulmdo um gene
denominado BRCAZ2. Este é um dos envolvidos no reparo do dano de DNA que, quando sofre
disfungéo, aumenta a probabilidade de desenvolvimento do carcinoma. Fumantes, por estarem
expostos ao agente externo, apresentam 25% mais chances de desenvolver o cancer de pulméo.
A mutacdo genética aumenta em mais 25% as chances destes tabagistas desenvolverem a
patologia. No entanto, individuos ndo fumantes, com pré-disposicdo genética também
apresentam 25% de chances de desenvolver a doenca (HEIST, 2012; ZEHNG, 2015).

2.6 Estresse oxidativo e o cancer de pulméo

O estresse oxidativo ocorre, quando o sistema intrinseco de protecdo da célula sofre
com o excesso de radicais livres e libera oxigénio no organismo. Presente nas doencas
pulmonares, pode causar danos a todos os tipos de biomoléculas, provocando lesdes no DNA,
que guando néo e corretamente reparada pode iniciar e promover a carcinogénese (GASPAR,
2004; KOSHIOL et al., 2012).
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Alguns estudos relatam que pacientes com céncer de pulméo apresentam elevados
niveis do Fator de Crescimento Endotelial Vascular (VEGF) e Fator de Necrose Tumoral- alfa
(TNF-0) em lavado broncoalveolar (LBA) e no soro, comparados aos controles (DALAVERIS
et al., 2008; GESSNER et al., 2010). A producdo de TNF-a tem sido reportada em pacientes
considerando-se varias hipéteses de como os mecanismos de atividade antitumoral podem
levar a morte celular do tumor diretamente (apoptose celular) e indiretamente (bloqueando a
formacéo de vasos sanguineos e promovendo resposta inflamatéria) (RAGAB et al., 2009). O
recente avango na pesquisa tem demonstrado o papel das citocinas e seus receptores na
transformacdo e proliferacdo das células tumorais principalmente as do sistema

hematopoiético.

Estas pesquisas revelam que o nivel sérico de TNF-o aumenta proporcionalmente e
significativamente com a evolugdo do cancer de pulméo e quando comparados a controles.
Desta forma, TNF-a tem validade clinica diagndstica para cancer de pulmao por predizer o

estagio e monitorar a evolucdo da doenca (EOM et al., 2015).

Muitos tipos de cancer tém alta capacidade antioxidante que elimina efetivamente
espécies reativas de oxigénio protegendo dessa forma, as células cancerigenas. O estresse
oxidativo representa risco para o desenvolvimento do cancer de pulmao e estando associado
ao fumo, pode causar graves danos ao DNA. Polimorfismos genéticos das enzimas
antioxidantes tém um impacto sobre a variabilidade interindividual na defesa antioxidante,
que também esta associada a suscetibilidade ao cancer de pulméo (Xl et al., 2014; EOM et al.,
2015).

2.7 Teste de micronucleos

Micronucleos sdo pequenos corpos celulares compostos por material cromossémico.
Este material resulta de perda de fragmentos de cromossomos devido a acdo de agentes
externos que afetam o fuso miotico e ocasionam quebras. Células arredondadas ficam entdo,
perdidas no citoplasma e formam uma membrana nuclear de forma arredondada. A presenca
de microndcleos caracteriza alteragdes ou quebra do fuso midtico, resultados de dano no
cromossomo e consequentemente no DNA. Assim, micronucleos podem ser identificados em
qualquer tipo de células, podendo ser facilmente coletada e utilizada de forma eficaz para o
diagndstico de vérias doencas (SILVA; ERDTMANN; HENRIQUES, 2003).
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O teste de micronucleos é utilizado para identificar a instabilidade gendmica através
de células bucais. Os resultados mostram com sucesso danos causados por estilo de vida,
tabagismo, submissdo a tratamentos medicamentosos, exposicao a fatores ocupacionais, € a
substancias quimicas que podem potencializar o processo de mutacdo genética podendo levar
ao desenvolvimento do cancer. Para a realizagdo da coleta, utiliza-se um esfregago da parte
interna da bochecha do paciente o que torna o teste muito pratico e ndo invasivo. Através dele
é possivel que se faca uma visualizacdo precoce de danos em células basais que possam vir a
sofrer apoptose. Assim, quanto antes o dano é identificado, maiores as chances de se prever

ou prevenir a manifestacdo do cancer (THOMAS et al., 2009).

Assim, para avaliar aberragcGes cromossdmicas e sendo muito sensivel a nitrosamina e
outros componentes encontrados no cigarro comprovadamente cancerigenos, teste de
microndcleos € altamente considerado como preditivo para cancer de pulmao, apresentando
células binucleadas com micronucleos, pontes nucleopldsmaticas e “botdes” nucleares em

linfécitos como fortes indicadores (ZENIN et al., 2008; MCHUGH et al., 2014).

Resultados antecipados de testes de micronucleos dependem de vérios fatores como:
nivel de exposicdo celular, potencial citotdxico e genotdxico, antecedentes genéticos além de
idade e sexo dos pacientes testados. O mesmo identifica que a maioria dos estudos envolvendo
micronucleos apresentam alteracfes antecipadas e de grande espectro quando se trata de
pacientes em tratamento de radioterapia, j& que a mesma danifica as células de forma extrema.
No entanto, a realizacdo de estudos a partir de testes de micronucleos é fundamental para se
avaliar ndo somente o nivel da lesdo celular, mas também a capacidade de regeneracdo das
mesmas (THOMAS, 2011).

Marcadores citogenéticos tém sido utilizados como indicadores de mutacdes genéticas
ou exposicao aos agentes causadores do cancer. Porém, a instabilidade cromossdmica também
tem sido associada a esses fatores, sendo que de acordo com estudos recentes, esta associado
ao aumento do cancer de pulmdo. De acordo com Cheng et al. (1995), micronucleos séo
fragmentos ou cromossomos inteiros que foram excluidos de nucleos durante o processo de
mitose. Essas caracteristicas sdo muito mais simples de se identificar do que alteracdes de
micronucleos em células do tipo linfécitos. Em seu estudo, identificou que pacientes com
cancer de pulméo apresentam uma frequéncia muito maior de microndcleos do que o0s

pacientes que embora fumantes, ndo apresentavam a doenca. 1sso comprova a teoria de
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eficécia do teste para avaliar dano e risco, de forma pratica, rapida e ndo invasiva (MURRAY;
ROSENTHAL; PHALLER, 2006).

2.8 Ensaio cometa

O ensaio cometa é muito utilizado para identificar danos no DNA, ocasionados por
agentes intercalantes, oxidantes e alquilantes, pois apresenta resultados rapidos e eficazes
relacionados a genotoxicidade. Sdo utilizados dois modelos de testes ambos relacionados ao
pH, sendo que o teste na versdo neutra identifica quebras duplas na molécula de DNA e
crosslinks, e a verdo alcalina que detecta além de crosslinks, sitios alcali-labeis e quebra de
fita simples e dupla (SILVA; ERDTMANN; HENRIQUES, 2003).

A realizacdo do ensaio consiste em dispor células em laminas contendo agarose, que
em seguida s&o transferidas para uma solucdo de detergentes e sais para promover a lise celular
a fim de remover citoplasma e membrana do nucleo. Em seguida, submete-se as laminas em
uma solucédo que leva a alteracdo de pH, de acordo com o teste que esta sendo realizado, para
promover o desenovelamento do DNA que se da pelo rompimento de estruturas presentes no
nacleo celular. Para que ocorra a migracao de fragmentos do DNA, é utilizada uma corrente
elétrica, para enfim corar as laminas para analise microscopica. Quando o DNA se encontra
intacto sabe-se que a célula ndo contém dano, enquanto a célula lesada apresenta migragéo de
DNA para fora do nicleo com formato que se assemelha a cauda de um cometa (SEKARANA,
2015).

Para Silva, Erdtmann e Henriques (2003), a vantagem da realizacdo do teste € o fato
deste poder ser realizado de forma rapida e sem grandes implicacdes financeiras, ja que é um
teste de baixo custo que apresenta resultados satisfatérios utilizando apenas células em
proliferacdo, desde que em boa suspensédo. E um teste muito aplicado para genotoxicidade in
vitro e in vivo, que embora tenha sido desenvolvido a partir de sangue humano, vem sendo
usado também para fungos, invertebrados, plantas e outros tecidos do organismo de forma
variada. Porém, assim como outros testes, apresenta limitagdes: por ndo ser um teste de
mutagénese, uma vez que o dano pode ser reparado; por necessitar um periodo de no maximo
24 horas para ser realizado (entre a exposicao ao mutageno e a preparacdo das laminas) e ainda
por ser um teste muito sensivel, o que pode influenciar em processos conclusivos exigindo

muita cautela.
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2.9 Polimorfismo de nucleotideo tnico

A patogénese do cancer é complexa e ainda ndo foi completamente elucidada. As
caracteristicas genéticas sdo importantes fatores intrinsecos que desempenham papéis criticos
no desenvolvimento da carcinogénese. Evidéncias indicam que polimorfismos de nucleotideo
unico (SNPs) podem estar relacionados a malignidade. Portanto, a identificacdo de fatores
genéticos é fundamental para mensurar o risco do cancer e tragar estratégias de tratamento
devidamente eficazes. VVarios SNPs foram identificados em se tratando de cancer de pulméo,
destacando-se: rs2240308 (exonl), rs9915936, exon5), rs1133683 (exon5), e rs4072245
(intron7). Entre estes, rs2240308 (exonl,148c/t) é o mais estudado e estd intimamente

relacionado com o risco de desenvolver a doenca (GONG et al., 2015).

Recentemente estudos estdo sendo realizados para avaliar a variabilidade individual
associada com a susceptibilidade ao cancer de pulméo. Tém-se observado a importancia do
estudo de polimorfismos em genes que codificam proteinas envolvidas na resposta
imunoldgica como fonte de susceptibilidade ao carcinoma (HAMA et al., 2011; SHANG et
al., 2012; ZHANG et al., 2011). Existe consideravel evidéncia sugerindo que a expressdo da
citocina proinflamatéria TNF-a, interleucinas, genes supressores de tumores, oncogenes €
fator de transcricdo NF-kB estdo envolvidos na modulacdo de inflamacdo cronica. Estas
moléculas sdo constitutivamente produzidas por uma variedade de células, em doencas
inflamatorias crénicas, que por sua vez leva ao desenvolvimento de doencas mais graves, tais
como doencas autoimunes, doencas pulmonares obstrutivas cronicas, doengas

neurodegenerativas e cancer (ZHANG et al., 2011).
2.10 Interdisciplinaridade: a importancia do estudo para a promocéao da saude

A salde pode ser entendida atraves de determinantes sociais. Para tanto, é preciso que
se reconheca a realidade social da populacdo a fim de se adotar politicas satisfatorias de
promogcéo da saude e prevencdo da doenga. A promocéo da saude esta voltada ao bem-estar
de forma geral, sendo considerada um instrumento politico, conceitual e ideoldgico a ser
utilizado para interferir no processo salde-doenca. Este conceito s6 pode ser posto em préatica
mediante a intervencdo de profissionais de todas as areas ligadas a saude (SUCUPIRA;
MENDES, 2003)
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A promog&o da satde vai além dos cuidados com saude. Ela engloba um compromisso
social que ndo pertence somente aos setores de salde, mas sim a comunidade em geral e as
entidades governamentais. O processo de capacitacdo da sociedade para auxiliar na melhoria
da qualidade de vida e satde sdo fundamentais para que se entenda que a saude deva ser vista

como um recurso para a vida (Brasil, 2015).

A pratica da interdisciplinaridade surgiu da necessidade de se compreender e
desvendar a complexidade das situac@es clinicas, a fim de se desenvolver a ciéncia como um
todo. Embora, na prética, ttm-se encontrado dificuldades para atuar de forma interdisciplinar,
pode-se observar que este conceito surgiu com o intuito de abordar &reas académicas como
mestrados, doutorados entre outros, para considerar novas formas de constru¢do do
conhecimento e avanco da pesquisa (PHILIPPI-JUNIOR; FERNANDE, 2015).

Segundo Cheng et al. (1995), o cancer de pulm&o é uma doenca de causas variadas,
porém o consumo do tabaco tem sido apontado como maior fator causador externo. Sendo
assim, a educacdo para a reducéo ou desisténcia do habito de fumar assume grande impacto e
possivel efeito na reducdo de indices de novos casos de cancer. Este processo passa por
atencdo de equipe interdisciplinar envolvendo psicélogos, médicos, enfermeiros, entre outros,
uma vez que o fumo é considerado vicio e por esse motivo, é necessario atendimento de niveis

gue variam entre atencdo fisica a psiquica.

E um grande desafio para a satde de forma geral, educar a populacdo para reduco ou
abandono habito de fumar, fator determinante para o desenvolvimento do cancer de pulmao.
E necessario um esforco de varios setores ligados & sadde e a politicas governamentais. Para
Cestari e Zago (2005), a promocao da satde em se tratando de pacientes com cancer, encontra-
se distante do modelo desejado. Contudo, o0 investimento em pesquisa e aumento da
valorizacdo do conhecimento para orientar profissionais, sdo fundamentais a fim de se avancar

na area.

A partir dessa viséo, este trabalho vem a somar para a construgdo do conhecimento
buscando abranger todas as areas ligadas a saude como a psicologia, no processo de
abordagem e apoio ao paciente; enfermagem, para auxilio direto na coleta do sangue e selecéo
dos pacientes; farmacia e biologia, realizando anélise do material coletado; medicina, na
interpretacdo e descri¢do dos resultados bem como na forma de aplica-los e a fisioterapia, para

a realizagdo do trabalho de pesquisa. Todas as areas sdo fundamentais para construir o
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conhecimento, esclarecer e estimular a reducéo da exposicao aos fatores de risco causadores
do céncer de pulmé&o, usando como base as informacOes sobre o perigo diretamente
relacionado ao consumo do tabaco e exposicdo a diversos tipos de agentes genotoxicos.
Também busca desenvolver a pesquisa de forma a contribuir através de seus resultados, com
estudos mais avancados nas mais diversas areas para o processo de cura e prevencao do cancer
de pulméo, proporcionando ferramentas para que a biologia, farmacia, fisioterapia, medicina

e enfermagem possam dar segmento a estudos no campo da genética e cancer de pulméo.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Tracar o perfil fisiopatoldgico dos portadores de cancer de pulmdo, quantificando o
dano e reparacdo do DNA e identificando suscetibilidade genética.

3.2 Objetivos especificos

v Identificar as caracteristicas sociodemograficas e clinicas dos pacientes
participantes do estudo;

v Avaliar danos no DNA ocasionados por agentes intercalantes, oxidantes e
alquilantes por meio do ensaio cometa, utilizando a técnica alcalina para avaliar o dano e MMS
para avaliar o reparo;

v Identificar a frequéncia de polimorfismos nos genes IL6, VDR e TNFa em
portadores de cancer de pulmao;

v Correlacionar a presenca de polimorfismos com danos no DNA, identificados
pelo ensaio de micronlcleo e cometa;

v Avaliar se as terapéuticas farmacoldgicas e clinicas podem modular a evolucéo

destas doencas, frente as alteracdes genéticas.
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4. METODO
4.1 Populacéo e amostra

A populacdo em estudo prevé 50 pacientes com cancer de pulméo, sendo que a
amostra se configurard por pacientes em tratamento para cancer de pulmdo no Centro
Integrado de Oncologia do Hospital Ana Nery de Santa Cruz do Sul (COI), com idade acima
de 18 anos, podendo ser de ambos 0s sexos, tendo as amostras coletadas no periodo de junho
de 2013 a julho de 2016. Este estudo sera controlado com sujeitos sem o diagndstico de cancer
de pulméo pareados por sexo e idade. Além dos dados sociodemograficos, serdo obtidas
amostras biologicas constituidas de sangue total e de células obtidas via raspado da mucosa

bucal.
4.1.1 Critérios de inclusao

a) Pacientes com diagnostico de cancer de pulmao em tratamento no COI;
b) Pacientes concordantes em participar do estudo por meio de assinatura do Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE);

c) Pacientes com autonomia e idade acima de 18 anos.
4.1.2 Critérios de excluséo

N&o serdo incluidos os pacientes cujas amostras forem insuficientes de raspado da

mucosa oral, de sangue ou por perda no seu processamento.
4.2 Delineamento metodologico

A presente pesquisa consiste em um estudo do tipo caso-controle, que atua na analise
retrospectiva, longitudinal e epidemioldgica com base obervacional, comparando individuos
expostos a doenga com um grupo pareado de individuos ndo expostos (GAYA et al., 2008;
HULLEY et al., 2008).

4.3 Hipoteses e variaveis

O presente estudo levanta as seguintes hipoteses:
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H1- Harelacdo entre as caracteristicas sociodemogréficas e clinicas dos pacientes deste

estudo e o desenvolvimento do cancer de pulmao;

H2- Ha associacdo entre os danos no DNA ocasionados por agentes intercalantes,
oxidantes e alquilantes e detectados por meio de ensaio cometa e 0 desenvolvimento do cancer

de pulméo;

H3-Ha relacdo entre a frequéncia de polimorfismo nos genes IL6, VDR e TNF alfa em
portadores de cancer de pulméo, e o desenvolvimento da doenca;

H4- Ha associacdo entre a presenca de polimorfismo com danos no DNA identificados

pelo ensaio de micronlcleos e cometa e o desenvolvimento do cancer de pulmé&o;

H5- Verificar se as terapéuticas farmacoldgicas e clinicas podem modular a evolucao

do céancer de pulméo frente as alteracdes genéticas.

As variaveis dependentes serdo estudadas da seguinte maneira: considerar-se-a como

varidveis dependentes os resultados de ensaio cometa, polimorfismo e microntcleo.
As variaveis independentes serdo definidas da seguinte maneira:

Sexo: variavel qualitativa nominal e dicotbmica (masculino e feminino), obtida através

de questionario, autorreferida pelo sujeito.

Idade: variavel quantitativa continua, referida em anos completos de vida, obtida

através de um questionario autorreferido pelos participantes da pesquisa.
4.4 Procedimentos metodoldgicos
O presente estudo sera realizado nas seguintes etapas:

12 etapa: elaboracdo do projeto de pesquisa, com base em levantamento de material

bibliogréafico;

22 etapa: encaminhamento do projeto para aprovacdo pelo Comité de Etica em

Pesquisa;
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3% etapa: contato com COIl para realizar a coleta de material genético, esclarecendo a
importancia da realizacdo do projeto para a comunidade cientifica;

48 etapa: encaminhamento e recolhimento TCLE, que deve ser lido e se necessario

esclarecido a cada paciente objeto deste estudo;

52 etapa: coleta dos dados (sangue e mucosa bucal) e a realizacdo dos experimentos
(no laboratdrio da UNISC), sendo este um estudo caso-controle, com pacientes pareados de

acordo com idade e sexo, com e sem diagnostico de cancer de pulmao;

62 etapa: digitacao dos resultados em planilhas para possibilitar a analise e comparagao

dos dados;
7° etapa: analise dos dados coletados e discussdo dos resultados;
82 etapa: elaboracdo da dissertagdo, com base na literatura e achados da amostra;
92 etapa: defesa da dissertacao;
102 etapa: divulgacéao dos resultados.
4.5 Técnicas e instrumentos de coleta de dados

Apds a obtencdo dos dados e amostras bioldgicas, definidas pelo sangue total e células
da mucosa oral, estas serdo processadas no Laboratorio de Genética e Biotecnologia da Unisc.
O sangue total serd imediatamente utilizado para a realizacdo do ensaio cometa e
posteriormente armazenado a -20°C, para extracdo do DNA e posterior identificacdo dos
polimorfismos definidos no estudo. As células da mucosa oral serdo armazenadas a

temperatura de 4 a 8°C, até 0 momento da realizacao do ensaio de microndcleo.

4.5.1 Teste de micronucleos com ensaio de citoma bucal

As células serdo obtidas apds coleta das células da mucosa oral com escova Cytobrosh,
e acondicionadas em microtubos contendo fixador metanol. As células serdo lavadas com o
proprio fixador e a seguir dispostas em laminas de microscopia limpa. A seguir, as laminas

serdo coradas pelo método Feulgen, descrito por Thomas e colaboradores (2009). A anélise
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sera realizada em microscopia 6ptica convencional, sendo contadas 1000 células por individuo

para analise de micronucleos e outras anomalias nucleares.

4.5.2 Ensaio cometa

Ensaio Cometa verséo alcalina e capacidade de reparo serdo realizados de acordo com
Singh e colaboradores (1988). O teste consiste em obter-se uma suspensdo celular, sendo
preferivel a execugdo do teste com linfocitos ja isolados com Ficoll-PaqueTM Plus, de acordo
com recomendacdes do fabricante Amershan Biosciences Inc. Os linfécitos isolados serdo
misturados a uma agarose de baixo ponto de fusdo e sobrepostos em uma lamina de
microscopia pré-coberta com agarose. As laminas com a suspensdo celular serdo
acondicionadas em cubeta contendo solugédo gelada concentrada de sais, para a lise das células
por no maximo 48 horas em lise. Apo6s, serdo submetidos a uma corrente elétrica, para
migracao dos fragmentos de DNA. As laminas serdo fixadas e coradas com nitrato de prata de

acordo com Nadin e colaboradores (2001).

A andlise microscopica seré realizada com Optica convencional. Serdo analisadas 100
células por amostra (50 de cada lamina em duplicada), sendo essas classificadas visualmente
em cinco classes, de acordo com o tamanho da cauda: sem danos (classe 0) até dano maximo
(classe 4). Uma vez obtidos os dados, seré calculado o indice de danos de cada grupo estudado,
que podera variar entre zero e 400. Para examinar a capacidade de reparacdo de danos no
DNA, os linfécitos isolados serdo tratados com agente alquilante metilmetano sulfonato
(MMS, 40uM) por 1 hora a 37°C. Apds este tratamento, as células serdo lavadas com PBS e
apos seguindo 0 mesmo procedimento utilizado para realizacdo do ensaio cometa em 1h e 3h,
como descrito anteriormente (AGNOLETTO et al., 2007).

4.5.3 Identificacdo de polimorfismo

A analise dos polimorfismos relacionados a susceptibilidade ao cancer de pulmao sera
realizada por PCR (Reacdo em Cadeia da Polimerase) em tempo real, utilizando o aparelho
StepOne Plus, Applied Biosystem™. O DNA sera extraido a partir 500 uL. de uma amostra
de sangue total anticoagulado com EDTA, através do metodo de Salting out, conforme descrito
por Miller, Dykes e Polesky (1988). Apds a extracdo, 0 DNA seré ressuspendido em agua Mili
Q e armazenado a -20°C. O DNA extraido sera utilizado em uma reacdo de PCR. Serdo

realizadas as andlises para 0s SNP: IL6, TNF-alfa e VDR.
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4.6 Processamento e analise de dados

Os dados serdo armazenados em planilhas e posteriormente analisados no programa
estatistico SPSS v. 20. Inicialmente, serd realizada uma andlise descritiva a fim de
verificarmos os pacientes que apresentam diagndstico de cancer de pulméo e alteracGes
celulares para os testes de ensaio cometa, polimorfismos e micronucleos. As diferencas serdo
verificadas através do teste t para amostras independentes, sendo consideradas significativas

guando p<0,05.
4.7 Consideracdes éticas

O presente estudo é um recorte de uma pesquisa mais ampla da UNISC, denominada
“Dano, Reparagdo e Suscetibilidade em Doen¢as Pulmonares”, ja aprovada pelo CEP da
UNISC sob parecer n® 374.298 de 14/08/2013. Este estudo atende os referenciais basicos da
Bioética, previstos na Resolugdo 466/12, sobre pesquisas envolvendo seres humanos, no que
se refere a autonomia, beneficéncia, ndo maleficéncia e justica. Submetido a aprovacdo do
Comité de Etica em Pesquisa da UNISC, estes preceitos serdo mantidos através do
conhecimento e da assinatura, em duas vias, do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido,
que assegurara os direitos e deveres que dizem respeito a comunidade cientifica e aos sujeitos

da pesquisa, comprometendo-se com o méaximo de beneficios e 0 minimo de danos possiveis.

Ressalta-se ainda, que esta pesquisa segue 0s requisitos do regulamento da Resolucao
441, de 12 de maio de 2011, do Conselho Nacional de Salde, a qual utilizara as amostras que
se encontram em um biorrepositério. O regulamento foi previamente assinado pela Pré-
Reitoria de Pesquisa e Pds-Graduagdo da UNISC. Serdo utilizadas somente as amostras as
quais possuirem o termo de consentimento livre e esclarecido assinado pelo paciente ou

familiar responsavel.
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5. CRONOGAMA

Atividades/Etapas Metodoldgicas

2015

2016

1°sem.

2° sem.

1° sem.

2° sem.

2017

1° sen

Encaminhamento ao Comité de Etica

Coleta de dados

Analises laboratoriais

Digitag&o dos dados

Analise e discussdo dos dados

Redacéo final da dissertacdo

Pré-defesa da dissertacdo

X| X| X| X| X| X

Encaminhamento do artigo para publicacdo

Apresenta¢do dos resultados no Conselho Municipal de Sau

Defesa da dissertacéo

38



6. RECURSOS HUMANOS E INFRAESTRUTURA

A infraestrutura necessaria para o desenvolvimento do presente estudo sera
disponibilizada pela Universidade de Santa Cruz do Sul (UNISC). A UNISC apresenta
laboratérios com infraestrutura adequada para o desenvolvimento deste. As coletas e o
armazenamento do material bioldgico serdo realizados no Centro de Oncologia do Hospital
Ana Nery (COI) e as demais metodologias baseadas em analise celular e molecular serdo

realizadas no Laboratorio de Genética e Biotecnologia da UNISC.

Para coleta de dados, a pesquisa contara com a participacdo de bolsistas de pesquisa.
No Laboratério Genética e Biotecnologia da UNISC sdo executadas as metodologias de
ensaios de toxicidade genética (cometa, polimorfismos e micronucleos). Este possui todos 0s
equipamentos necessarios a execucdo do projeto: equipamento automatizado para as
determinacbes bioquimicas, estufas, balancas, centrifugas, microcentrifugas, geladeiras,
freezer, banhos-maria, autoclaves, capelas de fluxo laminar e exaustdo, pipetadores

automaticos, vidraria e equipamentos de informatica.
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7. ORCAMENTO/ RECURSOS MATERIAIS

Descrigéo Qtde. [Valor Unitario Valor total
Acido borico 2 R$ 86,00 R$ 172,00
Acido Cloridrico 2 R$ 15,00 R$ 30,00
IAgarose (100 gramas) 4 R$ 215,40 R$ 860,00
IAgarose low melting 25 g 1 R$ 400,00 R$ 400,00
Agulhas descartaveis BD — 100 agulhas 100 R$ 12,00 R$ 1.200,00
Brometo de etidio 10 mg/ml - 10 ml 1 R$ 95,00 R$ 95,00
Caixas de luvas de procedimento - com talco 30 R$ 18,00 R$ 540,00
Caixas de luvas de procedimento - sem talco 20 R$ 36,00 R$ 720,00
Carvao ativado 1 R$ 25,00 R$ 25,00
Cytobrosh 20 R$ 24,00 R$ 480,00
D-glicose anidra (p6), 1Kg 1 R$ 116,82 R$ 116,82
DMSO (Dimetilsulféxido) R$ 208,98 R$ 208,98
EDTA 250 g R$ 160,00 R$ 160,00
ETANOL ABSOLUTO 10 R$ 96,45 R$ 964,50
Ficoll-Paque™ Plus — 100 mL 5 R$ 218,00 R$ 1.090,00
Fita de pH de 0 a 14 (cx com 100 fitas) 10 R$ 48,00 R$ 480,00
Laminas 100 R$ 6,90 R$ 690,00
Laminulas 100 R$ 5,90 R$ 590,00
Metilmetano sulfonato — 50 mL 1 R$ 186,00 R$ 186,00
Metanol anidro (liquido), 2000mL 10 R$ 244,85 R$ 2.440,00
Micro Amp Fast Optica 1 R$ 1.500,00 R$ 1.500,00
Microtubos de 0,2 mL 2 R$ 21,00 R$ 42,00
Microtubos de 1,5 mL 2 R$ 21,60 R$ 43,20
Microtubos de 2,0 mL 2 R$ 24,50 R$ 49,00
Ponteiras amarelas (200 pL) 2 R$ 7,00 R$ 14,00
Ponteiras amarelas com filtro (200 pL) 1 R$ 172,00 R$ 172,00
Ponteiras azuis (1000 pL) 2 R$ 18,50 R$ 37,00
Ponteiras de 0,2 a 2 uL com filtro 1 R$ 164,20 R$ 164,20
Primers e sondas para gPCR
Custom TagMan SNP Genotyping Assays. Primers e Probes Assays-
byDesign utilizados em ensaios de Genotipagem de SNPs Humano nos 6 R$ 1.160 03 R$ 6.960 00
sistemas de PCR em Tempo Real. B R
Proteinase K 1 R$ 340,00 R$ 340,00
Reativo de Schiff 5 R$ 150,00 R$ 750,00
SDS 100 g 1 R$ 120,00 R$ 120,00
Seringa BD Plastipak 10mL sem agulha 100 R$0,78 R$ 78,00
TAQMAN UNIVERSAL MASTER MIX 2 R$ 2.354,23 R$ 4.708,00
Tris base 4 R$ 257,60 R$ 1.030,00
Triton X-100 (liquido), 1L R$ 210,33 R$ 210,33
'Tubos coletores vacuo com EDTA 10 R$ 48,00 R$ 480,00
WELL OPTICAL ADHESIVE FIM 6 R$ 926,96 R$ 5.561,76
TOTAL R$ 33.707,79

Financiamento via Fapergs/PPSUS
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8 RESULTADOS E IMPACTOS ESPERADOS

O presente estudo visa identificar alteracfes presentes em amostras de sangue e mucosa
bucal de pacientes com cancer de pulmao, para testes de polimorfismos de nucleotideo Unico,
micronucleos e ensaio cometa a afim de comparar o aparecimento da doenga a danos genéticos
especificos e, dessa forma, contribuir para estudos futuros que visam identificar a causa e cura

da doenca.

Logo, busca-se poder contribuir para a salde publica fornecendo novos dados de
pesquisa na area de cancer de pulméo, doenca que causa milhares de mortes no mundo todos
0s anos, e que vem crescendo de forma preocupante. Os resultados obtidos neste estudo,
servirdo de instrumento para outros projetos que envolvam a busca do entendimento das causas
e evolucdo da doenca, afim de beneficiar a populagéo, ndo s6 com informacao a respeitos dos

fatores causadores como também sobre as formas de prevencao.
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9 RISCOS, DIFICULDADES E LIMITACOES

O risco encontra-se em ndo se atingir um nimero minimo de amostras, uma vez que 0
local de coleta a disposicdo é Unico e com poucos pacientes em tratamento que se

disponibilizam a participar do estudo.

Quanto as dificuldades que podem vir a ser encontradas durante a execucdo deste
projeto, estdo a baixa adesdo dos pacientes devido ao fato de que precisam estar em tratamento
no COl, dispostos a colaborar com coleta de sangue e mucosa bucal, em um periodo de pouca
receptividade devido a gravidade da patologia (cancer de pulmdo) e o alto indice de obitos,

pois a doenga avanca de forma rapida e muitas vezes é diagnosticada de forma tardia.

Considera-se limitacdo importante o fato de ndo se ter acesso para coleta em pacientes

internados, somente tendo a disposic¢ao pacientes em tratamento ambulatorial.
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ANEXO 1- Termo de Consentimento Informado Livre e Esclarecido

AOS PARTICIPANTES

Este ¢ um documento importante. Por favor, leia-o com atencdo. Ele contém as
informacdes necessarias para vocé em relacdo a este projeto. Se aceitar participar deste projeto,
vocé deverd assinar este consentimento. Sua assinatura significa que foi informado (a) da
natureza do projeto e que vocé concorda em participar.

Nome do sujeito:

Origem do sujeito:
Pesquisa: SUSCETIBILIDADE GENETICA, DANO E REPARACAO DO DNA E SUA
RELACAO COM O PERFIL FISIOPATOLOGICO DE PACIENTES COM CANCER
DE PULMAO

Coordenadoras da Pesquisa: Prof.2 Dra. Lia Goncalves Possuelo, do Curso de Biologia

(51- 84713720), Prof. Dra. Andréa Lucia Gongalves da Silva (51- 84385204)

Objetivos e beneficios

Vocé estéd sendo convidado a participar de uma pesquisa cujo objetivo principal estudar a populagdo
com Cancer de Pulméo, da regido de Santa Cruz do Sul, através da avaliagdo e quantificagdo de danos
e capacidade de reparacdo no DNA, bem como identificagdo de susceptibilidade genética na populacéo
em questdo. Os beneficios principais desta pesquisa serdo: identificacdo de fatores de risco genético
para o desenvolvimento destas doengas pulmonares, bem como o comportamento de dano genético e
sua relagdo com a progresséo da doenca. VVocé receberd, sem custo algum, os resultados desta pesquisa.
Quando constatada alguma situacdo anormal, o sujeito serd informado para procurar assisténcia
especializada na area da saude.

Procedimentos

Para realizar essa pesquisa sera necessaria a coleta de sangue e uma coleta de células da cavidade
oral. Serdo coletados cerca de 10 mL de sangue da veia do brago e, ainda, para quem concordar, sera
coletada uma gota de sangue de um dos dedos da mé&o, a partir de uma pequena picada. As células da
cavidade oral serdo coletadas com uma pequena escova, semelhante a uma escova de dente oral, que
sera esfregada na parte de dentro da bochecha em movimentos circulares.

Local de estudo

Os procedimentos da coleta de sangue e células da cavidade oral, bem como a aplicacdo de um
guestionario sobre dados de salde e estilo de vida serdo realizados no ambulatério da DPOC ou TB
do Hospital Santa Cruz e no Centro de Oncologia Integrado do Hospital Ana Nery. As andlises
genéticas serdo realizadas nos laboratorios de Biogquimica e de Genética e Biotecnologia da
Universidade de Santa Cruz do Sul (UNISC).

Riscos e desconfortos
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Para a coleta de sangue e células da cavidade oral, serd utilizado material totalmente descartavel e
um profissional devidamente capacitado fara a coleta, respeitando as normas de biosseguranca.
Embora ndo haja risco para a sua saude, somente a coleta de sangue pode ocasionar, eventualmente,
um pequeno arroxeamento na regido da puncgdo, que desaparece, em poucos dias. Os demais
procedimentos (exames) serdo feitos em material j& coletado e congelado para posterior exame e por
isso ndo causardo desconfortos aos participantes do estudo.

Desisténcia na participacdo do estudo

A participacdo de cada individuo nesse estudo é voluntaria, ou seja, quem ndo quiser participar do
estudo estara livre para fazé-lo sem que haja qualquer perda no atendimento de seus problemas de
salide. Se concordar em participar do estudo e mudar de ideia no decorrer do mesmo, estara livre para
fazé-lo, e da mesma forma néo sofrera perdas relacionadas ao atendimento a que tem direito para seus
problemas de saude.

Gostaria de ser comunicado dos resultados desta pesquisa?

(') Sim, gostaria.
() N&o gostaria de ser comunicado dos resultados desta pesquisa.

Compensacao financeira

Né&o havera nenhum pagamento aos individuos que concordarem em participar do estudo, bem como
os participantes do estudo ndo ter4 nenhum custo adicional relacionado aos procedimentos e
recebimento do laudo com os resultados.

Confidencialidade das informacdes

Toda a informacao individual que sera fornecida pelo participante do estudo e os resultados dos exames
realizados serdo considerados confidenciais. Todos 0s questionarios e materiais coletados serdo
identificados através de um codigo (nimero) criado na entrada do estudo; este codigo sera a Unica
identificacdo utilizada no banco de dados do estudo. Este banco sera utilizado para analise dos dados
e divulgagdo dos mesmos, no meio cientifico.

Perguntas e davidas relacionadas ao estudo

Este termo de consentimento explica o estudo que esta sendo proposto e convida os individuos a
participar; no entanto, se houver alguma davida, estas poderao ser esclarecidas, pela equipe do estudo
pelos telefones: 84385204 (prof® Andréa) e 84713720 (prof Lia).

Em caso de danos

Se o participante do estudo acha que teve algum problema de salde, relacionado com a sua participacéo
no estudo, o tratamento serd fornecido pelo SUS, na instituicdo participante.

Autorizacdo para estocagem de material biolégico

1. Permito que minha amostra de sangue seja guardada para ser utilizada em outra pesquisa, mediante
protocolo de pesquisa autorizado pelo Comité de Etica em Pesquisa da UNISC, ficando, no entanto
livre para solicitar a destruicdo da mesma a qualquer momento, se assim desejar; (sem minha

identificacdo e/ou mantendo minha privacidade).
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(') Sim, permito

() Néo permito que minha amostra seja utilizada em novos estudos

( ) Desejo que minha amostra seja destruida apds o fim do presente estudo.
O significado de sua assinatura

A sua assinatura abaixo significa que vocé entendeu a informacéo que lhe foi fornecida sobre o estudo
e sobre o termo de consentimento. Se vocé assinar este documento significa que vocé concorda em
participar deste estudo. Vocé recebera uma cépia deste termo de consentimento.

Declaro que recebi cdpia do presente Termo de Consentimento Informado Livre e Esclarecido.

Assinatura do responsavel. Data:

Assinatura do Coordenador do estudo. Data:

Obs.: O presente documento, baseado no item IV das diretrizes e normas regulamentares para pesquisa
em salde, do Conselho Nacional de Satude (Resolugdo 196/96), sera assinado em duas vias, de igual
teor, ficando uma via em poder do voluntério ou de seu responsavel legal e outra com o pesquisador

responsave
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ANEXO 2 — Carta de aceite direcionada ao Comité de Etica e Pesquisa

Santa Cruz do Sul, 04 de agosto de 2015.

Ao Comité de Etica em Pesquisa (CEP/UNISC)

Prezados Senhores,
Declaramos para os devidos fins conhecer o protocolo de pesquisa intitulado:

“ALTERACOES GENETICAS EM PACIENTES COM CANCER DE PULMAO
AVALIADAS PELO ENSAIO COMETA, MICRONUCLEOS E POLIMORFISMOS DE
NUCLEOTIDEO UNICO”, desenvolvido pela académica Marcia Raquel Schneider do Curso
de Mestrado em Promocdo da Salde da Universidade de Santa Cruz do Sul-UNISC, sob a
orientacdo da professora Andreia de Moura Valim bem como os objetivos e a metodologia de
pesquisa e autorizamos o desenvolvimento no Centro de Oncologia Integrado do Hospital Ana
Nery, em Santa Cruz do Sul.

Informamos concordar com o parecer ético que sera emitido pelo CEP/UNISC, conhecer e
cumprir com a Resolugdo do CNS 466/12 e demais Resolugdes Eticas Brasileiras. Esta
instituicdo estd ciente das suas corresponsabilidades como instituicdo co-participante do
presente projeto de pesquisa e no seu compromisso do resguardo da seguranca e bem-estar dos

sujeitos de pesquisa nela recrutados, dispondo de infraestrutura necessaria. Atenciosamente,

Assinatura e carimbo do responsavel institucional
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CAPITULO 1
RELATORIO DE PESQUISA



RELATORIO DO TRABALHO DE CAMPO

O presente estudo é um recorte de uma pesquisa mais ampla da UNISC denominada
“Dano, Reparagdo e Susceptibilidade em Doeng¢as Pulmonares”, no qual avaliou-se 52 casos
de cancer pulméo e 50 controles pelos testes de ensaio cometa, micronucleos e polimorfismos
de nucleotideo Unico, afim de se observar o dano, reparo e condi¢Ges genéticas de

predisposicdo ao desenvolvimento da doenca.

Buscou-se coletar todos os casos no mesmo local, sendo este o Centro Integrado de
Oncologia do Hospital Ana Nery de Santa Cruz do Sul (COI). Todos os pacientes foram
triados pelos enfermeiros encarregados de ministrar a quimioterapia nos pacientes e ao entrar
em contato com 0s mesmos e explicar o procedimento, coletou-se sangue e mucosa oral. Em
alguns casos 0s pacientes sentiram-se inseguros e negaram-se a participar da pesquisa o que
dificultou o alcance de um n amostral maior. A coleta de sangue dependia da condi¢cdo do
acesso venoso que nem sempre era adequado, uma vez que a quimioterapia danifica os
mesmos ou por uma caracteristica individual do paciente, e ndo se atingia 0s 6 mL necessarios

para a realizagdo de todos os testes.

Em se tratando dos controles, as dificuldades comecaram nos critérios de incluséo
rigorosos onde os candidatos ndo poderiam apresentar histdrico tabagico, cancer na familia ou
mesmo doenca respiratdria de repeticdo na infancia. Alem do fato de ser necesséria a retirada
de sangue por punc¢éo, 0 que ndo se fez necessario com 0s casos, uma vez que se utilizou o
mesmo acesso para a quimioterapia. O recrutamento dos controles precisou acontecer por
ordem aleatoria e na tentativa de parear a amostra por sexo e idade, encontrou-se dificuldade

em atingir os requisitos da amostra controle, o que demandou mais tempo do que o planejado.

Da mesma forma, casos de Obitos e desisténcia, bem como internacdo dos pacientes
triados surgiram como impedimento, em muitos momentos, para as coletas. Grande parte dos
pacientets casos necessitava deslocar-se do interior para a realizacdo do tratamento e muitas

vezes estes ndo compareciam.

No entanto a maior dificuldade ocorreu nas analises laboratoriais pois muitas
laminas tiveram de ser refeitas por problemas na coloracdo e a maioria precisou ser contada
mais de uma vez demandando mais horas de trabalho do que se esperava no inicio do processo.

Por fim, todos os dados devidamente tabulados encontraram-se em condi¢Oes de ser
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analisados, e observando-se todos os critérios de exclusdo, o numero final de amostras
apresentou-se abaixo do esperado, contudo os resultados apresentaram significancia estatistica

necessaria para justificar a pesquisa.
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ARTIGOS



ARTIGO 1

DANO E REPARACAO DO DNA E SUA RELACAO COM O PERFIL
FISIOPATOLOGICO DE PACIENTES COM CANCER DE PULMAO

(Elaborado de acordo com as normas da Revista Respiratory Research. Qualis Al/Fator de

Impacto 3,7)
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DANO E REPARACAO DO DNA E SUA REL/AA(;AO COM O PERFIL
FISIOPATOLOGICO EM PACIENTES COM CANCER DE PULMAO EM
QUIMIOTERAPIA

DAMAGE AND REPARATION OF DNA AND ITS RELATIONSHIP TO THE
PHYSIOPATHOLOGICAL PROFILE IN PATIENTS WITH LUNG CANCER IN
CHEMOTHERAPY

Marcia Raquel Schneider!, Andréa Licia Gongalves da Silva?, Cassia da Luz Goulart®, Paloma
de Borba Schneiders®, Lia Gongalves Possuelo*, Andreia Rosane de Moura Valim®#
Programa de P6s-Graduagdo em Promogéo da Satide, Universidade de Santa Cruz do Sul—
UNISC, Santa Cruz do Sul, RS, Brasil. liapossuelo@unisc.br; avalim@unisc.br
?Departamento de Educacdo Fisica e Salde, Universidade de Santa Cruz do Sul-UNISC,
Santa Cruz do Sul/RS, Brasil. andreag@unisc.br

3Bolsista de Iniciacdo Cientifica- PUIC da Universidade de Santa Cruz do Sul- UNISC, Santa
Cruz do Sul/RS, Brasil. luz.cassia@hotmail.com; pb-schneiders@hotmail.com
“Departamento de Biologia e Farmacia, Universidade de Santa Cruz do Sul-UNISC, Santa
Cruz do Sul/RS, Brasil.

Autor Correspondente: Andreia Rosane de Moura Valim. Rua Gaspar Silveira Martins 888/5.
Cep 96820-002. Bairro Santo Inécio. Rio Grande do Sul.

RESUMO

Introducgdo: O céncer de pulm&o possui elevada morbimortalidade, sendo que em
2016, segundo o INCA (2017), o namero de casos foi de 28.220, sendo 17.330 homens e
10.890 mulheres. O tratamento consiste no uso de quimioterapicos que, assim como a doenga,
agridem as células e podem causar dano no DNA. Objetivo: Investigar o dano e a reparacdo
do DNA em pacientes com cancer de pulméo em tratamento quimioterapico e sua relagdo com
o perfil fisiopatoldgico. Métodos: Estudo caso-controle que avaliou 24 pacientes com cancer
de pulméo (CA) e 23 individuos sem histdrico tabagico ou de cancer na familia e sem doenca
respiratdria na infancia (CO). Linfécitos de sangue periférico foram usados para realizar
ensaio cometa alcalino (pH>13) e avaliar o dano no DNA, bem como para avaliar a reparacao
do DNA ap6s tratamento por metilmetano sulfonato (MMS) ap6s 1 hora (h) e 3 ha 37°C. A
porcentagem de dano residual (DR) ap6s 3 h de tratamento com MMS foi calculada para cada
paciente. Resultados: Compuseram maioria no grupo CA, eram pacientes do sexo masculino,
ex-fumantes, com historico tabagico superior ha 15 anos, sem comorbidades associadas. Os
danos alcalino e residual no DNA foram mais elevados no grupo CA quando comparados aos
CO (dano alcalino p=0,015 e DR p=0,05). Apdés 1h de tratamento com MMS houve
incremento no dano no DNA do grupo CA quando comparado ao grupo CO, indicando falha
na reparacdo do DNA. Apos 3h de tratamento com MMS observou-se reparagdo do DNA em

ambos os grupos. Concluséo: Pacientes com cancer de pulmé&o foram na maioria homens, ex-
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tabagistas e com mais de 15 anos de consumo de tabaco, em tratamento quimioterapico,
apresentam elevados indices de dano no DNA e deficiéncia na sua capacidade de reparacéo
frente ao dano induzido, quando comparado a controles.

Palavras chave: Cancer de pulmé&o. Ensaio cometa. Dano e reparacdo. DNA.

ABSTRACT

Background: Lung cancer has high morbidity and mortality, and in 2016, according to INCA
(2017), the number of cases was 28,220, of which 17,330 were men and 10,890 were women.
The treatment consists of the use of chemotherapeutic agents that, like the disease, attack the
cells and can cause DNA damage. Objective: Investigate DNA damage and repair in patients
with lung cancer in chemotherapy and its relationship with the pathophysiological profile.
Methods: A case-control study evaluated 24 patients with lung cancer (CA) and 23 individuals
with no smoking history or cancer in the family and without respiratory disease in childhood
(CO). Peripheral blood lymphocytes were used to perform alkaline comet assay (pH> 13) and
to assess DNA damage as well as to evaluate Methyl methane sulfonate (MMS) DNA repair
after 1 hour (h) and 3 h at 37 ° C. The percentage of residual damage (DR) after 3 h of MMS
treatment was calculated for each patient. Results: the majority of patients were in the AC
group, male patients, former smokers, with a history of smoking for 15 years and without
associated comorbidities. Alkaline and residual damages were higher in the AC group when
compared to controls (alkaline damage p = 0.015 and DR p = 0.05). After 1 h of MMS
treatment the DNA damage of the CA increased indicating failure to repair it, compared to the
controls, and after 3 h DNA repair was observed in both groups. Conclusion: Patients with
lung cancer are mostly men, former smokers and with more than 15 years of tobacco
consumption, undergoing chemotherapy, have high rates of DNA damage and deficiency in
their ability to repair against induced damage when compared to Controls.

Keywords: Lung cancer. Comet assay. Damage and repair. DNA.

INTRODUCAO

O cancer de pulmdo é uma doenga que acomete homens e mulheres, principalmente
acima de 50 anos, e vem crescendo de forma expressiva no mundo, tendo como principal causa
o0 tabagismo (INCA, 2017; OMS, 2017). A Organizacdo Mundial da Saude (OMS, 2017)
declarou que no mundo ocorrem cerca de 170.000 mortes ao ano relacionadas ao cancer de
pulmao. No Brasil, m 2016 ocorreram 28.220 novos casos, sendo 17.330 em pacientes do sexo

masculino e 10.890 em pacientes do sexo feminino (INCA, 2017). Fatores genéticos e
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ocupacionais também sdo responsaveis pelo desencadeamento e pela evolugdo da doenca.
Com alta morbidade e mortalidade, o cancer de pulméo tem sido tema de inimeras pesquisas
com intuito de melhorar as formas de prevencéo, diagnostico precoce e a compreensao de sua
fisiopatologia (INCA, 2017; OMS, 2017).

O tratamento para o cancer de pulméo, contudo, continua paliativo na maioria dos
casos, considerando-se os altos indices de metéstases e reincidéncia no periodo de 5 anos
(JIANG et al., 2015). Cirurgias de resseccdo e tratamentos a base de quimioterapicos e
radioterapia provocam reacOes adversas que variam entre febre, queda de cabelo, fraqueza,
reducdo da imunidade e principalmente dano no DNA. O dano no DNA pode ser identificado
pelo ensaio cometa alcalino e cinética de reparacdo, sendo ambos os testes considerados
eficazes, de baixo custo e facil realizacdo (SEKARANA, 2015; DUSINSKA, 2015;
COLLINS, 2008).

O dano no DNA pode ser considerado positivo quando se avalia a necessidade de lesar
ou destruir células cancerosas, porém ndo somente células malignas séo atingidas de forma
seletiva, 0 que provoca lesdo em células saudaveis durante o tratamento (WALKING et al.,
2016). E preciso considerar que, ao avaliar-se o dano no DNA de pacientes, tanto em
tratamento de cancer como no grupo controle, aspectos como o envelhecimento natural ou
patologias pregressas podem influenciar no resultado do indice de dano de forma geral
(WALKING et al., 2016). Em decorréncia dos rigidos critérios de admissao destes pacientes
nas pesquisas, a literatura contemporanea ainda é inconclusiva sobre os efeitos da
quimioterapia sobre o dano do DNA nos pacientes com cancer de pulmé&o.

Os avangos no campo da biologia celular e molecular estdo permitindo melhor
entendimento dos mecanismos de lesdo e repara¢do do DNA em varios processos patologicos.
Estudos realizados com pacientes de Doenga Pulmonar Obstrutiva Crdnica (DPOC), asma,
tuberculose, entre outros, tém utilizado o ensaio cometa como método de avaliacdo do dano
no DNA. E um teste que identifica danos no DNA, passivel de reparo, sendo este induzido por
agentes alquilantes, intercalantes e oxidantes, comprovadamente eficazes para este tipo de
avaliacdo (SEKARANA, 2015; WASSON, MARTIN, DOWNES, 2008; DUSINSKA,; 2015;
COLLINS, 2008; AGNOLETO et al., 2007).

Nesse sentido, investigamos o dano no DNA em pacientes com cancer de pulméo
submetidos a tratamento quimioterapico e a reparacdo do DNA frente ao dano induzido com

agente alquilante, bem como sua relagdo com o perfil fisiopatologico desses pacientes.

METODOS
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Delineamento da pesquisa

Estudo do tipo caso-controle, com amostragem de conveniéncia e ndo probabilistica
cumpriu aos aspectos éticos e legais de pesquisa que envolve seres humanos, com aprovacao
do Comité de Etica e Pesquisa da Universidade de Santa Cruz do Sul sob o protocolo de n°
346.984. Os pacientes com cancer de pulmdo que compuseram o grupo caso (CA) foram
selecionados no Centro de Oncologia Integrado (COI) do Hospital Ana Nery na cidade de
Santa Cruz do Sul, RS. Os sujeitos que compuseram o grupo controle (CO) foram convidados
formalmente a participar desta pesquisa junto a Associacdo dos Aposentados de Santa Cruz
do Sul (APOPESC). Todos os individuos que participaram da pesquisa assinaram o Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE).

Critérios de inclusao e exclusdo dos sujeitos da pesquisa

Foram incluidos na pesquisa inicialmente 102 individuos, homens e mulheres,
divididos em dois grupos: grupo caso (CA); grupo controle (CO). O grupo CA foi composto
por 52 pacientes portadores de cancer de pulmdo em tratamento quimioterapico que
consentiram formalmente em participar da pesquisa. Foram excluidos os portadores de cancer
de pulmé@o hospitalizados e em fase terminal. Foram incluidos no CO 50 individuos adultos,
em boas condicBes de salde, ndo portadores de cancer de pulmdo, que consentiram
formalmente em participar da pesquisa, sendo excluidos os sujeitos com historico tabagico e
familiar de cancer, e relato de doenca respiratéria de repeticdo na infancia.

Para garantir a qualidade do experimento laboratorial, foram excluidos dos grupos CA
e CO amostras com reduzido nimero de celulas presentes nas laminas, degradacéo do material
bioldgico, resultados com valores atipicos e/ou aberrantes e intercorréncias no processamento
das amostras (FIGURA 01).
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I Amostra Total (n = 102) l

|
| |

Excluidos: Excluidos:
- 28 sujeitos do EC alcalino - 27 sujeitos do EC alcalino
- 28 sujeitos do EC — Cinética de - 34 sujeitos do EC — Cinética de
Reparagdo Reparagdo
Motivo: Perda e degradacdo de Motivo: Perda e degradacdo de
material biologico. intercorréncia no material biologico. intercorréncia no
processamento das amostras e processamento das amostras e
resultados com valores atipicos e/ou resultados com valores atipicos e/ou
aberrantes. aberrantes.
Amostra final do estudo: Amostra final do estudo:
-EC Alcalino -EC Alcalino
n=24 n=23
- EC - Cinética de Reparagdo - EC - Cinética de Reparagdo
n=24 n=16

Figura 01. Fluxograma- amostragem final do estudo para realizagdo do ensaio cometa. n: nimero amostral;
CA: grupo de casos com cancer de pulméo; CO: grupo controle; EC: ensaio cometa.

Coleta de dados epidemioldgicos e clinicos

No inicio do estudo todos os participantes responderam a um questionario de
levantamento de dados sociodemograficos e clinicos, para conhecimento do seu estado de
salde e tipo de quimioterapicos utilizados especificamente no grupo CA. Apoés este
levantamento inicial foi possivel identificar as drogas utilizadas pelos pacientes em tratamento
de quimioterapia. Todos os individuos do grupo CA fizeram uso de um ou mais
quimioterapicos, pertencentes as classes de compostos de platina, alcaloides da vinca, taxanos,
bifosfonatos, podofilotoxinas e analogos das pirimidinas. A partir disso, 0s mesmos foram
agrupados pela utilizacdo de uma ou duas classes de quimioterapicos.
Obtencdo de material bioldgico

Amostra de sangue periférico foi coletada por meio de pun¢do venosa, em um Gnico
momento, e armazenada em tubo com EDTA protegido de luz. Uma aliquota deste sangue foi
utilizada para extracdo de linfdcitos e subsequente realiza¢éo do ensaio cometa, versdo alcalina
e cinética de reparacao, e outra aliquota foi guardada em ultrafreezer caso fosse necessaria a
realizagdo de novas anélises.
Ensaio cometa verséo alcalina

O ensaio cometa na versao alcalina foi realizado de acordo com Singh e colaboradores

(1988). A interpretacdo dos resultados do ensaio cometa considerou 5 niveis, desde dano zero
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(DNA se encontra intacto) até a presenca de uma cauda (& semelhanca de um cometa), que
pode variar de 1 a 4, dependendo do tamanho da mesma (SEKARANA, 2015).
O ensaio cometa foi realizado sob condicdes alcalinas. Aliquotas de 20 pL de linfocitos foram
misturadas a 200 pL de agarose de baixo ponto de fuséo (0,7% em tampéo fosfato) e foram
colocadas sob laminas de microscopio pré-revestidas com 1,5% de agarose. Posteriormente as
laminas foram incubadas em solucéo de lise (2,5 M de NaCl, 100 mM de EDTA, 10 mM de
Tris, 20 mM de NaOH, pH 10,2, 1% de Triton X-100, e 10% de DMSO). Apds 24 horas, as
laminas foram removidas a partir da solucao de lise e colocadas numa unidade de eletroforese,
cobertas por tampado alcalino, refrigeradas a 4°C. Na versao alcalina do ensaio cometa (NaOH
10M, EDTA 1 mM, e pH> 13), foram realizados 20 minutos de desnaturagdo e 15 minutos de
eletroforese. Para avaliacdo dos danos do DNA, foram analisadas 100 células por amostra por
microscopia optica (100 x). As células foram classificadas visualmente nas cinco classes. Em
seguida, foi calculado o indice de dano (ID) para cada amostra, podendo variar de 0
(completamente sem danos: 100 células x 0) a 400 (com dano maximo: 100 células x 4).
Reparacdo do dano no DNA

Para a avaliacdo da capacidade de reparacdo do DNA, linfdcitos totais foram tratados
com o agente de alquilacdo metil metanossulfonato (MMS) (8 x 10 -5m) durante 5 minutos a
37°C (SILVA et al., 2007; AGNOLETO et al., 2007). Ap6s o tratamento as células foram
lavadas em PBS (centrifugacdo por 5 minutos a 3500 rpm) por duas vezes. Aliquotas de
suspensdo (20 pL) foram processadas imediatamente (tempo O minutos), apés 60 e 180
minutos pos incubagdo com MMS através do ensaio cometa versdo alcalina. Os resultados
foram analisados seguindo os critérios de Agnoleto et al. (2007), relacionando-se diferentes
periodos pos incubacdo com MMS como o tempo zero minuto (TO), ao tempo sessenta
minutos (T60°) e 0 TO™ ao tempo sento e oitenta minutos (T180°), para identificar e comparar
o dano no DNA, entre os casos e controles. A percentagem de danos no DNA ap6s T180" pos-
incubacdo com MMS foi calculada utilizando-se o valor de TO" para cada sujeito como sendo
100% de dano induzido, e este foi intitulado Dano Residual (DR) (AGNOLETO et al., 2007).
Anélise estatistica

Os resultados experimentais e dados epidemioldgicos foram analisados utilizando o
programa Statisc Package for the Social Science versao 23.0 (SPSS 23.0). Foi realizada anélise
descritiva a fim de tragar o perfil epidemiologico e fisiopatoldgico dos portadores de cancer
de pulméo, quantificando o indice de dano e cinética de reparacdo do DNA. Posteriormente,

foi realizado Teste t Student para analises paramétricas ou Mann-Whitney para as analises ndo
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paramétricas. Os resultados foram avaliados segundo as suposi¢des de normalidade, variancia
constante e independéncia. Foi considerado significativo um p<0,05.

RESULTADOS
As caracteristicas clinicas dos grupos CA e CO estdo descritas na Tabela I, onde
observamos uma maior frequéncia do sexo masculino e histdrico tabagico no grupo CA e

maior frequéncia do sexo feminino no grupo CO, porém sem significancia.

Tabela I. Caracteristicas clinicas dos grupos CA e CO.

Variaveis CA (n=24) CO (n=23) Valor de p
Sexo, n (%)* 0,30
Masculino 13 (54,2) 9 (39,1)
Feminino 11 (45,8) 14 (60,9)

Etnia, n (%)" 0,10
Caucasiano 19 (79,2) 22 (95,7)
Né&o-caucasiano 5 (20,8) 1(4,3)

Histdrico tabagico, n (%)

Fumante 7(29,2) - -
Ex-fumante 15 (62,5) - -
Nunca fumante 2 (8,3) 23 (100,0) -

Tempo Tabagismo, n (%)

10-15 anos 1(4,5) - -
Mais de 15 anos 21 (95,5) - -
Comorbidades, n (%) 0,78
Sim 11 (45,8) 14 (60,8)
Né&o 13 (54,2) 9(39,1)

Cigarros fumados/ano (mediana) 7300 (1460-21900)
indice de Dano DNA"

ID Alcalino (médiatdp) 291,1+53,1 261,6+32,4 0,018
Idade em anos (médiatdp) 67,4+7,0 63,3+7,4 0,06

Dados expressos em +: média e desvio padréo; n (%): nimero amostral e porcentagem; CO: grupo controle; CA:

grupo com cancer de pulmdo; ID: indice de dano; *: teste de qui-quadrado; «: Teste t student.

Entre os pacientes do grupo CA, 29% eram fumantes ativos enquanto 62,5% eram ex-
fumantes e 8,3% nunca fumaram. A carga tabagica anual dos portadores de cancer de pulméo
mostrou-se elevada 7.300 (1.460- 21.900) cigarros no ano, e 95,5% fumou por mais de 15
anos]. Com relacdo & presenca de comorbidades como hipertensdo arterial, depresséo,
alteracdo de colesterol entre outras, observou-se frequéncia semelhante em ambos os grupos.

Os quimioterapicos utilizados no tratamento pertenciam as classes de compostos de
platina, alcaloides da vinca, taxanos, bifosfonatos, podofilotoxinas e analogos das pirimidinas,

e todos os pacientes com cancer de pulmao passaram por tratamento com um, dois ou trés
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medicamentos, ndo somando mais do que duas classes [n=5 (21%) utilizaram uma classe de
quimioterapico; n=19 (79%) utilizaram duas classes].

O dano basal no DNA, avaliado pelo ensaio cometa alcalino diferiu significativamente
entre 0s grupos, sendo que, o indice de dano encontrado no grupo CA foi significativamente
maior (p= 0,018), quando comparado ao CO (TABELA I).

O DR estimado, apds cinética de reparacdo do DNA, também diferiu
significativamente (p=0,020) entre os grupos sugerindo que portadores de cancer de pulmao

apresentaram um déficit na reparacdo do DNA (FIGURA 02).

400
350-
300-
250-
200-
150 p=0.020

100 -
504
0 1 1

ID Alcalino Dano Residual

p=0.013 3 co

Escore de DANO no DNA
{unidade arbitaria 0-400)

Figura 02. indice de Dano Alcalino e Dano Residual dos grupos CA e CO pelo ensaio cometa. CO: grupo
controle; CA: grupo com cancer de pulmdo; ID: indice de dano. Realizado Test t student para comparar o indice
de dano alcalino e o dano residual entre os grupos.

Ao observar-se grupos CA e CO (FIGURA 2), em se tratando do ensaio cometa
alcalino, encontrou-se maior indice de dano alcalino e dano residual entre os CA (p=0,013;
p=0,020). Nas analises envolvendo a reparacdo do dano induzido por MMS, observou-se
diferenca significativa entre os grupos, CA e CO no TO", T60e no T180" (FIGURA 03). Ao
comparar-se as amostras de ambos 0s grupos (CA e CO), identificou-se que o indice de
reparacao apresenta perfil diferenciado.

No grupo CO, a reparacgdo acontece de forma progressiva nos trés tempos, enquanto
no grupo CA, ocorre aumento do dano no T60" (apos exposi¢do ao MMS), e a reparacdo pode
ser observada somente no T180’. E importante ressaltar que para o grupo CA o dano é maior

em todos 0s tempos, e a cinética de reparo ocorre no T180’, porém em menor proporgao.
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Figura 03. Cinética de repara¢do do dano no DNA induzido por MMS nas amostras de CA e CO pelo
ensaio cometa. TO': tempo zero; T60’: tempo de 60 minutos; T180’: tempo de 180 minutos apds dano induzido
por MMS. CO: grupo controle; CA: grupo com cancer de pulméo; MMS: metil metanosulfonato. Test t de student
com *p<0.001 ao compararmos 0s tempos de dano induzido por MMS entre 0s grupos.

Foi encontrada correlacdo entre o ID no TO com ID no T60°, somente para 0 grupo
CA, sugerindo que portadores de cancer de pulmé&o com alta suscetibilidade ao dano induzido
por MMS apresentam dificuldade em iniciar ou ha um retardo na reparacdo do DNA (FIGURA
04).
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Figura 04. Associacéo entre o ID no DNA induzido por MMS, nos tempos 0 e 60 minutos, nos pacientes
com cancer de pulméo. ID: indice de DANO; MMS: metil metanosulfonato; Utilizada Correlagdo de
Spearmann.
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Quando estratificados os resultados do ensaio cometa do grupo CA para as classes de
quimioterapicos utilizados em seu tratamento, nenhuma diferenca significativa foi observada.
Apesar disto, pacientes com cancer de pulmdo em tratamento com 2 classes de
quimioterapicos apresentam valores de ID basal e DR mais elevados (ID Alcalino 301,2+43,8;

DR 99,2+15,5) quando comparados aos pacientes em tratamento com 1 classe (ID 272,0+82,6;
DR 97,5+29,4) (FIGURA 05).

2 =) g: |P=0v334| Bl 1 Classe
E :j: 3004 EZ32 Classes
é é 250 - :.:5:
R e p=0.856
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ID Alcalino Dano Residual

Figura 05. indice de Dano Alcalino e Dano Residual de pacientes com cancer de pulméo estratificados
pelos grupos envolvendo 1 ou 2 classes de quimioterpicos. 1 classe: n° sujeitos=5; 2 classes: n° sujeitos =19;
ID: indice de dano. Realizado Test t student para comparar o indice de dano alcalino e o dano residual entre os
grupos.

DISCUSSAO

Segundo o INCA (2017), no Brasil atualmente, os individuos que desenvolvem cancer
de pulmao sdo em maioria homens, com idades entre 35 e 70 anos, sendo 90% com historico
tabagico, com sobre vida de apenas cinco anos (7% a 10% no total), representando 24.490
mortes ao ano. A estimativa para 2016 foi de 17.330 novos casos entre homens e 9.675 entre
mulheres, sendo que estes valores superados, totalizando 28.220 novos casos. Conforme
observado neste estudo, a maioria dos pacientes que compunham o grupo caso foi de homens,
acima de 65 anos e fumantes ou com historico tabagico.

Este trabalho, que teve por objetivo investigar o dano no DNA e sua capacidade de
reparacao, por meio de ensaio cometa alcalino e cinética de reparo induzida por MMS,
possibilitou a analise dos dados de pacientes com cancer de pulmao comparados a individuos
do CO.

Os pacientes do grupo CA apresentaram um dano basal no DNA mais elevado que 0s
CO (p=0,018), bem como cinética de reparacéo alterada e dano residual aumentado. O uso de

quimioterapicos parece influenciar na elevagdo do indice de dano no DNA, porém nossos
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resultados ndo podem comprovar tal informag&o. Por meio do ensaio cometa detecta-se uma
infinidade de danos e so a partir da anélise desses fatores é possivel definir o dano basal. Por
esse motivo, ao comparar-se resultados dos grupos CA e CO no presente estudo, observou-se
que patologias adjacentes ou pregressas podem estar presentes tanto em CA como em CO,
alterando os valores de base para ambos os grupos e dificultando o estabelecimento dos valores
de normalidade (DUSINSKA, COLLINS, 2008).

Para Rennard, Togo e Hoelz (2006), todo tipo de agressdo ao tecido pulmonar pode
causar dano ao DNA. Logo, embora o grupo CO ndo apresente historico de cancer de pulmao
ou patologias infecciosas de repeticdo na infancia, diferentes agentes externos, como idade
elevada, estresse, exposicdo a fumaca, entre outros, podem influenciar pela elevacdo dos
valores do dano basal. Mesmo o grupo CO tendo sido exposto a esses fatores, o grupo CA
apresentou valores de dano no DNA superiores, 0 que nos leva a crer que tanto o
desenvolvimento da doenga como a quimioterapia podem ser considerados importantes
agentes no dano do DNA de pacientes com cancer de pulmdo em fase de tratamento
quimioterapico, como descreve Choi et al. (2015), em seu estudo.

Dusisnska e Collins (2008) afirmam que a reparacdo do DNA ¢ fundamental para a
protecdo contra o cancer de pulmdo, pois remove mutacdes indesejadas presentes na fita de
DNA. Diferencas individuais e exposicdo a agentes quimicos e genotoxicos influenciam de
forma direta nesse processo e, consequentemente, na susceptibilidade ao cancer. Desse modo,
ao observar-se os resultados representados na Figura 3, concluimos que existe menor
capacidade de reparacgéo por parte dos pacientes do grupo CA e maior dano residual.

Seguindo a linha de anélise de resultados de Agnoleto et al. (2007), identificou-se que
as relagdes entre o TO’ e T60’ para o grupo CA apontaram dificuldade no processo de
reparacdo, sendo esta reestabelecida ao comparar-se TO’ e T180’, enquanto para CO, a
reparacao ocorre em T60’ e T180’. Isso nos leva a crer que pacientes portadores de cancer e
em tratamento de quimioterapia apresentam dano no DNA importante € com menores
condicBes de reparacdo. Os agentes citotoxicos quimioterapicos podem causar neoplasias
secundarias e evolucéo de células tumorais, contribuindo para o agravamento do dano ao DNA
(SZIKRISZ et al., 2016; MUENYI, LIJIUNGMAN, STATES 2015). Logo, a capacidade de
reparo de células tumorais € um dos principais determinantes da eficicia e da resisténcia a
quimioterapicos prejudiciais ao DNA, como, por exemplo, a cisplatina, usada em mais de 90%
dos tratamentos de quimioterapia para cancer de pulméo (CHOI et al., 2015).

Os pacientes com cancer se encontram em tratamento de quimioterapia, sendo

submetidos ao uso de substancias farmacoldgicas extremamente agressivas ao DNA, o que
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pode justificar maiores indices de dano e reparo em menor escala no grupo CA. Tais
substancias compunham o tratamento de forma combinada, conforme o tipo de cancer e
progressdo da doenca. Todos 0s quimioterapicos eram pertences as classes: compostos de
platina, alcaloides da vinca, taxanos, bifosfonatos, podofilotoxinas e analogos das pirimidinas
e a maioria dos protocolos era composta por mais de uma substdncia quimioterapica,
agravando os resultados para dano residual. Como pode-se observar neste estudo, a maioria
dos pacientes do grupo CA (60,9%) utilizou duas classes em seu tratamento, ampliando a
probabilidade de dano no DNA.

Sabe-se, no entanto, que além dos fatores genéticos, o habito de fumar por periodos
prolongados e em grande quantidade, é comprovadamente fator causador de desenvolvimento
do cancer de pulmao. Existem no cigarro cerca de 4,7 mil substancias tdxicas consideradas
cancerigenas que causam inegavelmente, além do cancer de pulméo, dano ao DNA (OMS,
2015). Sendo assim, ndo somente a quimioterapia, mas também o historico e carga tabagica
do paciente, secundariamente a fatores genéticos e de doenca respiratoria de repeticdo na
infancia, sdo responsaveis diretos pelo dano ao DNA e reducéo da sua capacidade de reparacdo
(RENNARD; TOGO; HOELZ, 2006; CAO et al., 2015).

Pesquisas com maior numero de individuos poderdo contribuir para a comprovacao de
que o dano e a capacidade de reparacdo podem estar de fato relacionados ao perfil
fisiopatoldgico dos pacientes, bem como ao tratamento, possibilitando assim o

desenvolvimento de novas técnicas que possam reduzir os efeitos nocivos ao organismo.

CONCLUSAO

Com base nas observacdes, supfe-se que a presenca da doenca, com maior incidéncia
entre pacientes do sexo masculino, ex-tabagistas, com historico tabagico superior ha 15 anos,
assim como a exposicdo a agentes genotdxicos e citotoxicos sdo possiveis mecanismos
importantes de dano no DNA, tanto para indices basais como residuais. Estudos por periodos
mais prolongados e com amostra probabilistica sdo necessarios para que se possa comprovar
de forma definitiva a relagdo entre o dano e reparagdo do DNA com o perfil fisiopatologico

dos pacientes com cancer de pulmao.
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ARTIGO 2

FREQUENCIA DE MICRONUCLEOS E ANORMALIDADES CELULARES EM
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RESUMO

Introducdo: O cancer de pulmao é uma patologia com alto indice de mortalidade, que
atingiu 28.220 individuos no Brasil, somente no ano de 2016, sendo maior 0 nimero de casos
entre homens, acima de 50 anos e com histdrico tabéagico. Avaliacdo da presenca de
micronucleos (MN) e de polimorfismos de nucleotideo Gnico (SNPs) em genes como IL6,
TNF-a ¢ VDR, sdo utilizados como importantes marcadores de anomalias genéticas.
Objetivo: avaliar a frequéncia de micronucleos e anormalidades celulares em portadores de
cancer de pulmao e sua associacdo aos genes IL6, TNF-a e VDR. Métodos: Estudo caso-
controle que avaliou 52 pacientes com cancer de pulmao (CA) e 40 individuos sem histérico
tabagico e familiar de cancer, e sem doenca respiratoria na infancia (CO). Amostras de sangue
periférico para a extragdo do DNA foram coletadas por meio de pungdo venosa. As amostras
de mucosa oral foram obtidas por Cytobrush, e fixadas em metanol. As laminas foram coradas
pelo método Feulgen, sendo contadas 1000 células por individuo. Analise dos SNPs foi
realizada por PCR (Reacdo em Cadeia da Polimerase) em tempo real. Foram analisados SNP
nos genes IL6 (rs 1800795), TNF-a (rs 1800629) ¢ VDR (rs 2228570). Resultados:
compuseram maioria no grupo CA, pacientes do sexo masculino, ex-fumantes, com histérico
tabagico superior ha 30 anos e sem comorbidades associadas. O grupo CA, apresentou reducéo
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significativa nos percentuais de células basais, e aumento da frequéncia de microndcleos e
anormalidades celulares em relagdo aos controles (células binucleadas, broto nuclear, células
cariorréticas, carioliticas e picnoticas). Os CA portadores do alelo de risco G (GG+GC), no
rs1800795 do gene IL6, apresentaram percentuais aumentados de MN (p<0,001), reduzidos
de células basais (p<0,001), aumento de broto nuclear (P<0,001), aumento do percentual de
células binucleadas (p<0,001) e cariorréticas (p=0,008). Quanto ao rs 1800629 no gene TNF-
a, os individuos CA, com o alelo de risco A (AA+AGQG) apresentaram redugao no percentual
de células basais (p=0,001), aumento no percentual de MN diferenciados (p<0,001), aumento
de broto nuclear (p<0,001) e células binucleadas (p<0,001), além de maior nimero de células
cariorréticas. Pacientes CA com o alelo de risco T (TT+TC) no rs 2228570 do gene VDR
apresentaram reducdo no percentual de células basais (p<0,001), aumento de MN diferenciado
(p<0,001), broto nuclear (p<0,001), células binucleadas (P<0,001) e de células cariorréticas
(p=0,053), quando comparados aos controles. Conclusdo: Pacientes com cancer de pulméo
sd0 na maioria homens, ex-tabagistas, com histérico tabagico superior a 30 anos, com maior
frequéncia de MN e quando comparadas as frequéncias dos alelos de risco e a frequéncia de
micronucleos e anormalidades celulares, verificamos que os pacientes CA com alelo de risco
nos trés genes estudados, apresentaram maior frequéncia de MN e anormalidades celulares. A
frequéncia de células basais foi menor neste grupo.

Palavras chave: Cancer de pulméo. Microntcleos. Polimorfismos.

ABSTRACT

Introduction: Lung cancer is a pathology with a high mortality rate, which reached 28,220
individuals in Brazil, only in 2016, with the highest number of cases among men, over 50
years old and with a history of smoking. Evaluation of the presence of micronuclei (MN) and
single nucleotide polymorphisms (SNPs) in genes like IL6, TNF-a and VDR are used as
important markers of genetic abnormalities. Objective: to evaluate the frequency of
micronuclei and cellular abnormalities in lung cancer patients and its association with IL6,
TNF-o and VDR genes. Methods: A case-control study was conducted to evaluate 52 patients
with lung cancer (CA) and 40 individuals with no smoking and family history of cancer, and
no respiratory disease in childhood (CO). Peripheral blood samples for DNA extraction were
collected by venipuncture. Oral mucosa samples were obtained by Cytobrosh, and fixed in
methanol. Oral mucosa samples were obtained by Cytobrosh, and fixed in methanol. The
slides were stained by the Feulgen method, counting 1000 cells per subject. Analysis of the

SNPs was performed by real-time PCR (Polymerase Chain Reaction). SNPs were analyzed in
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the IL6 (rs 1800795), TNF-a (rs 1800629) and VDR (rs 2228570) genes. Results: the majority
of patients were in the AC group, male patients, ex-smokers, with a history of smoking for 30
years and without associated comorbidities. The CA group showed a significant reduction in
basal cell percentages, and an increase in micronuclei frequency and cellular abnormalities in
relation to the controls (binucleate cells, nuclear bud, karyoretic, caryolytic and picnotic cells).
In the IL6 gene rs1800795, the presence of increased G (p <0.001), reduced basal cell (p
<0.001), increased nuclear bud (P <0.001), increased percentage of binucleate cells (p <0.001)
and karyoretic cells (p = 0.008). As regards rs 1800629 in the TNF-o gene, CA individuals
with the risk A allele (AA + AG) presented a reduction in the percentage of basal cells (p =
0.001), an increase in the percentage of differentiated MNs (p <0.001) (P <0.001) and
binucleate cells (p <0.001), in addition to a greater number of karyortic cells. Patients CA with
the risk allele T (TT + TC) in rs 2228570 of the VDR gene presented a reduction in the
percentage of basal cells (p <0.001), increase in differentiated MN (p <0.001), nuclear
outbreak (p <0.001) Binucleate cells (P <0.001) and karyorretic cells (p = 0.053), when
compared to controls. Conclusion: Patients with lung cancer are mostly men, ex-smokers,
with a smoking history of more than 30 years, with a higher frequency of MN, and when
comparing the frequencies of risk alleles and the frequency of micronuclei and cellular
abnormalities, we found that CA patients with risk alleles in the three genes studied, presented
higher MN frequency and cellular abnormalities. The basal cell frequency was lower in this
group.

Key words: Lung cancer. Micronuclei. Polymorphisms.

INTRODUCAO

O cancer de pulméo é uma das maiores causas de morte entre homens, com idades
entre 35 e 70 anos no Brasil e no mundo. Além do tabagismo, considerado o fator de maior
relevancia para o desenvolvimento da doenca, fatores ambientais e genéticos também estéo
relacionados ao cancer de pulméo (INCA, 2016; OMS, 2015; CRESS et al., 2014).

Marcadores citogenéticos tém sido utilizados como indicadores de mutagdes ou
exposicdo aos agentes causadores do cancer uma vez que a instabilidade cromossémica
também tem sido associada ao aumento do carcinoma pulmonar. O teste de micronucleos é
utilizado para identificar a instabilidade gendmica através de células bucais, nas quais as
alteracOes sdo mais facilmente observadas do que em linfécitos, sendo marcador preditivo para
cancer de pulméo. Podem ser identificados danos relacionados com estilo de vida, tabagismo,

tratamento farmacoldgico, exposicdo a fatores ocupacionais, e a substancias quimicas que
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podem potencializar o processo de alteracGes genéticas levando ao desenvolvimento da doenca
(ZENIN et al., 2008; MCHUGH et al., 2014).

Estudos envolvendo microndcleos demonstram a presenca de alteracdes de grande
espectro quando se trata de pacientes em tratamento para cancer, ja que a mesma danifica as
células de forma extrema (THOMAS, 2011, JIA, 2015). Pacientes com cancer de pulmao
apresentam uma frequéncia muito maior de micronucleos do que os pacientes que embora
fumantes, ndo apresentam a doenca. Desta forma, este teste tem se mostrado eficaz para avaliar
dano no DNA e fatores de risco, de forma préatica, rapida e ndo invasiva (MURRAY;
ROSENTHAL; PHALLER, 2006).

Assim como a presenca de micronucleos e aberra¢fes cromossdmicas, polimorfismos
de nucleotideo unico em genes envolvidos no processo inflamatoério, como IL6, TNF-a e VDR,
estdo sendo estudados e associados a suscetibilidade para o desenvolvimento de cancer. Tém-
se observado a importancia da identificacdo de SNPs em genes que codificam proteinas
envolvidas na resposta imunoldgica como fonte de suscetibilidade a diversos tipos de cancer
(BHAGIRATH et al., 2015; GONG et al., 2015; HEIST et al., 2012; HAMA et al., 2011;
SHANG et al., 2012; ZHANG et al., 2011).

Estas proteinas sdo responsaveis pela indugdo de elementos importantes da resposta
inflamatoria aguda no processo de lesdo celular das células do epitélio pulmonar. Além de
auxiliar na regulacdo da resposta imunoldgica, sdo considerados marcadores especificos
(DUTTA etal., 2012; SEOW et al., 2006) podendo estar relacionados ao cancer de pulméo os
SNPs presentes nos genes IL6 (rs 1800795), TNF-a (rs 1800629) e VDR (rs 2228570). O
aumento dos niveis séricos de IL6 no organismo pode potencializar metastases de células
cancerosas através de mecanismos como hiper-regulacdo da expressao de receptores de células
endoteliais, e pelo estimulo de fatores de crescimento (XU et al., 2011). O que se sabe por
estudos do TNF-a ¢ que este gene esta cada vez mais relacionado com a susceptibilidade de
diversas doencas como o cancer de pulmao (HAN etal., 2012; SHUKLA et al., 2012; CHANG
et al., 2012) e que em se tratando da vitamina D, a acdo imunoldgica depende do VDR, a que
se tem associada a eficiéncia da resposta para o desenvolvimento do cancer (WILKER et al.,
2009).

Com base nessas informacdes, este estudo avaliou a frequéncia de micronucleos e
anormalidades celulares em portadores de cancer de pulmao e sua associa¢ao aos genes IL6,
TNF-a e VDR.

METODOS

Delineamento da pesquisa
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O presente estudo foi realizado com pacientes portadores de cancer de pulmao (grupo
CA) e individuos controle (grupo CO), sendo do tipo caso-controle, com amostragem de
conveniéncia e ndo probabilistica. A pesquisa foi aprovada pelo CEP da UNISC sob o
protocolo de n° 346.984. Os pacientes CA foram recrutados no Hospital Ana Nery junto ao
centro integrado de oncologia (sendo 52 CA) e os individuos controle (50 CO) foram
recutrados aleatoriamente junto a Associacdo dos Aposentados de Santa Cruz.

Critérios de inclusao e exclusdo dos sujeitos da pesquisa

Foram incluidos pacientes com cancer de pulméo, atendidos no COl, que estavam em
fase inicial de quimioterapia, sendo que pacientes em fase terminal e hospitalizados foram
excluidos da amostra. Foram incluidos no CO individuos adultos, em boas condi¢des de salde,
ndo portadores de cancer de pulmao, que consentiram formalmente em participar da pesquisa,
sendo excluidos os sujeitos com historico tabagico e familiar de cancer, e relato de doenca
respiratdria de repeticdo na infancia.

Amostras com numero reduzido de células presentes, material degradado e valores
atipicos/aberrantes, foram excluidos para que fosse mantida a qualidade do experimento.
Logo, a amostra final consistiu em 52 pacientes compondo o grupo CA e 40 o grupo CO.
Coleta de dados epidemiolégicos e clinicos

Informacdes clinicas como utilizacdo de medicamentos, mensuracao da pressdo arterial
e patologias pregressas ou concomitantes, dos pacientes do grupo CA, foram coletadas nos
prontuarios do COIl. Todos os sujeitos da pesquisa responderam um questionario com
caracteristicas epidemioldgicas como escolaridade, local onde reside, sexo, idade, entre
outros. Os pacientes CA foram classificados de acordo com o numero de classes de
quimioterapicos utilizados no tratamento.

Obtencdo de material biolégico

Amostras de sangue periférico para a extracdo do DNA foram coletadas por meio de
puncédo venosa e armazenadas em tubo com EDTA. As amostras de mucosa oral foram obtidas
de ambos os lados da bochecha do individuo, através do uso de escova de Cytobrosh, sendo
fixadas em tubos devidamente identificados, contendo metanol.

Ensaio de Micronucleos — Citoma Bucal (BMCyt)

Adaptamos o ensaio BMCyt do metodo descrito por Thomas et al. (2009). Amostras
de células bucais foram colhidas e processadas em conformidade com os mesmos autores. As
células foram diretamente fixadas em metanol (uma adaptacdo do protocolo original). Para
cada sujeito foram preparados dois microtubos com metanol, um para as células da bochecha

esquerda e outro para bochecha direita. As células foram coletadas por rotacdo de uma escova
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cytobrush, em um movimento espiral, 20 vezes contra a superficie interna da parede da
bochecha. A cabeca da cytobrush foi colocada em seus respectivos microtubo contendo 1000
uL de metanol (SILVA et al., 2013; SILVA et al., 2013). Em seguida, as amostras foram
transportadas laboratorio e mantidos sob refrigeracdo (5°C) antes da realizagcdo o teste do
micronucleo.

As células foram centrifugadas e lavadas com metanol apds o sobrenadante foi
removido para concentrar um maior nimero de células. Aproximadamente 200 uL da
suspensdo celular foram espalhadas sobre uma lamina de microscopio e deixadas secar. Em
seguida, as laminas foram colocadas num recipiente contendo 50% de etanol durante 1 minuto
e imediatamente transferidas para um frasco de coloragdo contendo 20% de etanol para 1
minuto adicional. Depois de lavar as laminas com agua durante 2 minutos, adicionou-se &cido
cloridrico 5 M durante 30 min para permitir a hidrolise celular.

Apos hidrolise celular, as [aminas foram lavadas em agua correte durante 5 minutos e
depois com agua destilada durante 1 minuto. Subsequentemente, as laminas foram mantidas
durante 1 h e 20 minutos no reagente de Schiff para coloracdo e depois lavado com agua
destilada. Apoés coloracao, as células foram contra-coradas com Fast Green por 20 segundos
e depois lavado com &gua destilada durante 2 minutos. As laminas foram secas a temperatura
ambiente e armazenadas para analise. Analise de Iaminas foi realizada por um investigar
cegado utilizando um microscépio Optico convencional com uma ampliacdo de 400X. Um
total de 2.000 células por lamina foi analisado para uma contagem total de 4.000 células por
amostra. O BMCyt pode ser usado como um indicador de danos no DNA (MN e/ou botdes
nucleares - BUDS), defeitos de citocinese (Células binucleadas - BC), potencial de
proliferacdo (frequéncia de células basais), morte celular apoptética (cromatina condensada -
CC, células cariorréticas - CR, células picnoticas - PY) e necrotica (células carioliticas- CL)
(SILVA et al., 2013).

Identificacédo de polimorfismo

A andlise dos polimorfismos relacionados a suscetibilidade ao cancer de pulmao foi
realizada por PCR em tempo real, utilizando o aparelho StepOne Plus, Applied Biosystem™,
O DNA foi extraido a partir 500 pL de uma amostra de sangue total anticoagulado com EDTA,
através do método de Salting out (MULLER; DYKES; POLESKY, 1988). Apds a extracdo, o
DNA foi ressuspendido em agua Mili Q e armazenado a -20°C. Foram analisados os SNP nos
genes IL6 (rs 1800795), TNF-a (rs 1800629) ¢ VDR (rs 2228570).

Andlise estatistica
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Os resultados e dados epidemioldgicos foram analisados utilizando o programa
Statisc Package for the Social Science versdo 23.0 (SPSS 23.0). Foi realizada analise
descritiva a fim de tracar o perfil epidemioldgico e fisiopatoldgico dos portadores de cancer
de pulméo e controles, quantificando o indice de dano e cinética de reparacdo do DNA.
Posteriormente, foi realizado Teste t Student para analises paramétricas ou Mann-Whitney para
as analises ndo paramétricas. Os resultados foram avaliados segundo as suposi¢Bes de

normalidade, variancia constante e independéncia. Foi considerado significativo um p<0,05.

RESULTADOS

No presente estudo foram analisadas 92 amostras, sendo 52 pacientes com cancer de
pulmdo (CA) e 40 individuos controles (CO). Na Tabela | estdo descritas as caracteristicas
epidemioldgicas dos pacientes estudados. Os pacientes do grupo CA eram na maioria (76,9%)
ex-fumantes, consumiram tabaco por mais de 30 anos (57,1%) e sem comorbidades associadas
(65,4%). A maioria dos pacientes do grupo CA (62,75%) fez uso de duas ou mais drogas na
sessdo de tratamento, ndo ultrapassando duas classes de quimioterapicos.

Quanto ao citoma bucal, observou-se reducdo no percentual de células basais
(p<0,001) e aumento de micronlcleo diferenciado [MN (p<0,001)], de broto nuclear
(p<0,001), células binucleadas (p<0,001), cromatina condensada (p=0,023), células

cariorréticas (p=0,040), nos individuos do grupo CA, quando comparados aos CO.
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Tabela I. Caracteristicas clinicas e farmacoldgicas dos grupos CA e CO.

Variaveis CA (n=52) CO (n=40) P
Idade (anos)’ 66,7+7,0 61,3+10,5 0,003
Cigarros fumados (ano) 9223,8+611,1 - -
Sexo”, n (%)
Masculino 37 (72,5) 14 (27,5) 0,001
Feminino 15 (36,6) 26 (63,4) 0,086
Historico tabagico, n (%)”
Fumante 9(17,3) - -
Ex-fumante 40 (76,9) - -
Nunca fumante 3(5,8) 40 (100,0) <0,001
Comorbidades, n(%)
Sim 18 (34,6) 22 (55,0) 1,000
Né&o 34 (65,4) 18 (45,0) 0,084
Citoma Bucal (% células)
Basal 0,87 (0,05-2,25) 1,57 (0,50-2,70) <0,001
MN (basal) 0 (0-0,05) 0 (0-0,10) 0,909
MN (diferenciada) 0,20 (0-0,65) 0 (0-0,20) <0,001
Broto Nuclear 0,15 (0-0,35) 0 (0-0,10) <0,001
Binucleadas 0,20 (0-0,35) 0 (0-0,30) <0,001
Cromatina Condensada 0,95 (0,05-1,95) 0,80 (0,50-1,45) 0,023
Cariorréticas 1,15 (0,05-1,95) 0,97 (0,50-2,05) 0,040
Picndticas 1,30 (0,05-3,15) 1,05 (0,30-2,15) 0,087
Carioliticas 1,22 (0,40-1,95) 1,05 (0,50-1,85) 0,101

CO: grupo controle; CA: grupo com cancer de pulméo; ™: teste de qui-quadrado; *: Teste t student. “1 Classe:
Unica classe de quimioterapico utilizado no tratamento; #2 Classes: Duas classes de guimioterapico

utilizado no tratamento; MN: micronucleo.

A frequéncia de MN e anormalidades celulares estratificados por polimorfismos
genéticos encontram-se descritos nas Tabelas 11, 111 e IV. Os pacientes do grupo CA portadores
do alelo de risco G (GG+GC), no rs1800795 do gene IL6, apresentaram reducéo no percentual

de células basais. Aumento do na frequéncia de MN, broto nuclear, células binucleadas e

cariorréticas.
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Tabela Il. Frequéncia de micronucleos e anormalidades celulares em portadores de cancer de pulmao

polimorfismos genéticos IL6 (rs1800795)

e controles estratificados por

CcO

(n=40)

CA
(n=50)

Variaveis

Basal
MN (basal)
MN (diferenciada)

Broto Nuclear

Binucleadas

Cromatina
Condensada

Cariorrética
Picnoticas

Cariolitica

cC
(n=8)

1,45 (0,80-
2,00)
0 (0-0,5)

0 (0-0,20)
0 (0-0,5)

0,07 (0-0,30)
0,62 (0,50-
1,0)
1,05 (0,50-
2,05)
0,92 (0,50-
1,55)
1,20 (0,50-
1,85)

IL6 (SNP rs1800795)

GG+GC
(n=32)

1,60 (0,50-
2,70)
0 (0-0,10)

0 (0-0,10)
0 (0-0,10)

0 (0-0,20)
0,82 (0,50-
1,45)
0,92 (0,55-
2,00)
1,05 (0,50-
1,85)
1,02 (0,50-
1,85)

P

0,396
1,00
0,496

1,00

0,153

0,109

0,396

0,235

0,174

cC
(n=7)

0,95 (0,10-
1,95)

0 (0-0,5)
0,30 (0,15-
0,60)
0,15 (0,5-
0,30)
0,25 (0,05-
0,35)
1,05 (0,40-
1,65)
0,90 (0,35-
1,35)
1,30 (0,05-
1,55)
1,40 (0,45-
1,90)

IL6 (SNP rs1800795)

GG+GC
(n=43)

0,85 (0,05-
2,25)
0 (0-0,5)

0,20 (0-0,65)
0,15 (0-0,35)

0,20 (0-0,35)

0,95 (0,05-
1,95)
1,20 (0,05-
1,95)
1,30 (0,05-
3,15)
1,20 (0,40-
1,95)

0,891
0,426
0,106

0,565

0,459

0,364

0,045

0,584

0,784

p entre 0s
grupos CC

0,121
0,613
0,001

<0,001
0,072

0,054

0,281

0,779

1,00

p entre 0s
grupos
GG+GC

<0,001
0,631
<0,001

<0,001

<0,001

0,183

0,008

0,136

0,053

CO: grupo controle; CA: grupo com cancer de pulmdo; IL6: Interleucina 6; SNP: Prevaléncia dos polimorfismos; CC: Gendtipo selvagem; GG+GC: variante genotipo para
presenca de alelo de risco;; Realizado teste de Mann-Whitney U.
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Quanto ao rs 1800629 no gene TNF-a, foi observado que no grupo CA os pacientes
com o alelo de risco A (AA+AG) apresentaram reducdo no percentual de células basais,
aumento no percentual de MN diferenciados, aumento de broto nuclear e células binucleadas,

além de maior numero de células cariorréticas (Tabela I11).
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Tabela I11. Frequéncia de micronlcleos e anormalidades celulares em portadores de cancer de pulmédo e controles estratificados por
polimorfismos genéticos TNFa (rs1800629)

CO CA
(n=40) (n=50)
TNFa (SNP rs1800629) TNFa (SNP rs1800629)
\ariaveis GG AA+AG p GG AA+AG 0 p entre os pgernutrrf)gs
(n=31) (n=9) (n=27) (n=23) grupos GG AALAG
1,60 (0,50- 1,35 (0,85- 1,10 (0,10- 0,80 (0,05-
Basal 2.70) 1,85) 0,106 2.25) 1,45) 0,038 <0,001 0,001
MN (basal) 0 (0-0,10) 00005 0924 | b1J %10‘ 080 4(12305' 0017 | 0,392 0,651
MN (diferenciada) 0 (0-0,10) 0 (0-0,20) 0,566 | 0,20(0,-0,65) 0,20 (0-0,60) 0,969 <0,001 <0,001
Broto Nuclear 0 (0-0,10) 0 (0-0,05) 0,610 | 0,10 (0-0,35) 0,15(0-0,30) 0,721 <0,001 <0,001
Binucleadas 0(0:03))  0(0:025 0750 | 150(0:035) % ég’)lo' 0035 | <0001 <0,001
Cromatina 0,80 (0,50- 0,80 (0,50- 1,05 (0,05- 0,95 (0,40-
Condensada 1,45) 1,10) 0,588 1,90) 1,95) 0,552 0,057 0,157
o 1,00 (0,50- 0,95 (0,55- 1,05 (0,05- 1,25 (0,35-
Cariorrética 2,05) 1,40) 0,824 1,90) 1,95) 0,012 0,574 0,022
L 1,05 (0,30- 1,30 (0,50- 1,30 (0,05- 1,35 (0,35-
Picnoticas 2.15) 1,50) 0,849 2.85) 3,15) 0,254 0,502 0,341
_— 1,05 (0,50- 1,10 (0,95- 1,20 (0,55- 1,30 (0,40-
Cariolitica 1,85) 1,85) 0,306 1,95) 1.85) 0,340 0,047 0,869

CO: grupo controle; CA: grupo com cancer de pulmdo; TNFa: Fator de necrose tumoral; SNP: Prevaléncia dos polimorfismos; GG: Gendtipo selvagem; AA+AG: variante
genotipo para presenca de alelo de risco; Realizado teste de Mann-Whitney U.
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Pacientes do grupo CA, com o alelo de risco T (TT+TC) no rs 2228570 do gene VDR
apresentaram, como nos demais SNPs, maior reducdo no percentual de células basais, aumento
de MN diferenciado, broto nuclear e em células binucleadas, quando comparados aos controles
(Tabela IV).
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Tabela 1V. Frequéncia de micronucleos e anormalidades celulares em portadores de cancer de pulmdo e controles estratificados por

polimorfismos genéticos VDR (rs2228570)

CO CA
(n=40) (n=50)
VDR (SNP rs2228570) VDR (SNP rs2228570)
\ariaveis CcC TT+TC p CC TT+TC p entre os p entre os
(n=15) (n=25) (n=26) (n=24) P | grupos CC | grupos TT+TC
1,60 (0,80- 1,50 (0,50- 1,15 (0,10- 0,75 (0,05-
Basal 2.30) 2.70) 0,967 2.25) 175) 0,044 0,007 <0,001
MN (basal) 0 (0-0,10) 0 (0-0,05) 0,253 0 (0-0,05) 0 (0-0,05) 0,105 0,875 0,580
MN (diferenciada) 0 (0-0,20) 0 (0-0,10) 0,451 | 0,20 (0,-0,65) 0,20 (0-0,60) 0,469 <0,001 <0,001
Broto Nuclear 0 (0-0,05) 0 (0-0,10) 0,942 0’13 é%’)OS_ 0,15 (0-0,30) 0,714 <0,001 <0,001
Binucleadas 0 (0-0,30) 0 (0-0,15) 0,519 1’58 é%’)OS_ 0,20 (0-0,35) 0,184 0,001 <0,001
Cromatina 0,80 (0,50- 0,80 (0,50- 1,00 (0,05- 0,95 (0,40-
Condensada 1,10) 1,45) 0,327 1,90) 1,95) 0,697 0,019 0,357
s 0,95 (0,55- 1,05 (0,50- 1,05 (0,55- 1,25 (0,05-
Cariorretica 2,05) 2,00) 0,634 1,90) 1,95) 0,043 0,206 0,053
e 1,05 (0,50- 1,05 (0,30- 1,30 (0,05- 1,30 (0,05-
Picnoticas 1,55) 2.15) 0,900 2.85) 3,15) 0,800 0,356 0,123
N 1,10 (0,50- 1,00 (0,50- 1,35 (0,55- 1,17 (0,40-
Cariolitica 1,85) 1,85) 0,595 1,95) 1,85) 0,203 0,296 0,431

CO: grupo controle; CA: grupo com cancer de pulméo; VDR: Receptor celular de vitamina D; SNP: Prevaléncia dos polimorfismos; CC: Genoétipo selvagem; TT+TC: variante
genotipo para presenca de alelo de risco; Realizado teste de Mann-Whitney U.
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DISCUSSAO

Este trabalho, que teve por objetivo identificar a frequéncia de microndcleos e
anormalidades celulares em portadores de cancer de pulméo e a associacdo com polimorfismos
genéticos nos genes IL6, TNF-a e VDR, possibilitou a analise de 52 pacientes com cancer de
pulm&o que compuseram o grupo CA, comparados a 40 individuos CO.

Os pacientes do grupo CA apresentaram média de idade de 66,7 anos, sendo a maioria do
sexo masculino e fumantes por mais de 30 anos. Conforme o INCA (2016) e a OMS (2015), o
cancer de pulméo tem apresentado evolucdo no nimero de casos, a nivel nacional e mundial,
principalmente em homens, fumantes ou ex-fumantes, acima de 50 anos.

Os CA apresentaram, ao exame de citoma bucal, reducéo estatisticamente significativa no
namero de células basais, aumento de micronucleos diferenciados sendo eles: aumento de células
binucleadas e de broto nuclear (cromossomos que sofreram mutacao no processo de mitose), além
do aumento da cromatina condensada (provoca morte celular e esta relacionada a agressdo sofrida
pela célula, tal como o fumo ou doencas cronicas, entre outros), células carrioréticas (resulta na
apoptose), carioliticas (provoca morte celular por necrose) e picndticas (culminam em morte
celular e escamacao), resultados de alto dano, ao comparar-se com os CO. O teste de citoma bucal
permite avaliar o dano no DNA, a instabilidade cromossémica, morte celular, além da capacidade
de regeneracdo por meio de células da mucosa oral, caracteristicas essas identificadas nos
pacientes com cancer de pulméo do presente estudo. A identificacdo precoce de danos em células
basais indica possivel processo de apoptose celular (THOMAS et al., 2009).

Os pacientes CA apresentaram menor nimero de células basais e aumento no nimero de
alteracdes celulares, em comparacdo ao CO, apontando dano e instabilidade gendmica em
pacientes com cancer de pulmdo e em quimioterapia, podendo este, estar relacionado tanto a
doenca, como ao tratamento (SZIKRISZ et al., 2016; KENMOTSU, et al., 2015, MUENY],
LJUNGMAN, STATES, 2015).

Resultados de testes de micronucleos dependem de varios fatores como: nivel de exposicéo
celular, potencial citotoxico e genotdxico, antecedentes genéticos, além de idade e sexo dos
pacientes testados. Observou-se no estudo, portanto, que os pacientes do grupo CA, portadores de
cancer de pulmé&o e expostos a quimioterapia, apresentaram maior nimero de alteracGes e presenca
de micronucleos, quando comparados aos CO. A realizacdo de estudos a partir de testes de
micronucleos é fundamental para se avaliar ndo somente o nivel da lesdo celular, mas também a
capacidade de reparacdo das mesmas (THOMAS et al., 2011).

Véarios SNPs no gene IL-6 foram descritos, 0 mais estudado é o -174G/C (rs1800795),

segundo He et al. (2009). Ele afirma que os individuos com o alelo G nesta posi¢do exibem um
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aumento da resposta inflamatoria, como observado de forma mais prevalente entre os pacientes
CA, sendo que gendtipos CG e GG também estdo relacionados com o aumento da inflamagéo no
cancer de pulmédo (AMIRZARGAR et al., 2006; HE et al., 2009; SEOW et al., 2006).

Para os sujeitos CA os resultados puderam ser comparados aos estudos de Seifart et al.
(2005) e Colakogullari et al. (2008), que observaram maior prevaléncia do gendtipo heterozigoto
nos casos em uma populacdo alema e turca, respectivamente. Sabe-se que o polimorfismo estudado
no gene que codifica a IL6 esta estritamente relacionado com a predisposicéo a doenca, além disso,
o0 alelo dito de risco € responsavel por aumentar a producdo de citocinas responsaveis pelos
processos inflamatdrios que provocam anormalidades celulares, fator de relevancia na promocao
da carcinogénese (ZHOU et al., 2015; JIA et al., 2015).

Os resultados observados para os polimorfismos nos genes IL6, TNF- a E VDR
apresentaram, pois, maior frequéncia para os pacientes que compunham o grupo CA. Marcadores
citogenéticos sdo utilizados como indicadores de mutacBes genéticas ou exposicdo a agentes
causadores do céncer. Porém, a instabilidade cromossémica identificada nesse estudo e mais
exacerbada nos pacientes portadores de cancer de pulmao, também pode estar associada, de acordo
com Murray; Rosenthal e Phaller 2006), ao desenvolvimento da doenca.

A associacdo entre polimorfismos (SNPs) e a capacidade de prevenir e identificar a
predisposicdo a doenca, foi descrita por Lee et al. (2015), no qual se refere ao SNP IL6 (rs
1800795), e observou que na presenca do alelo de risco (G) ocorreu maior defeito na citocinese ou
divisdo celular, além do maior nimero de aberracGes cromossémicas, conforme observado nos
pacientes do grupo CA, confirmando a hipotese de este (IL6) ser importante marcador genético
pré-inflamatério e possivel preditivo para cancer de pulméo CA (GONG et al., 2014).

Em se comparando pacientes do grupo CA e individuos CO, com relacdo aos marcadores
TNFa (rs 1800629) ¢ VDR (rs 2228570) observou-se que, assim como para IL6 (1800795), na
presenca do alelo de risco, identificou-se menor nimero de células basais presentes e aumento de
células anormais que sofreram alteracdes no processo mitdtico, fator que se pode atribuir ao
processo inflamatério. Logo, inflamacdo e anormalidades celulares podem estar diretamente
relacionadas, e este processo pode desencadear o cancer de pulméo (ZHENG et al., 2015).

Desta forma, IL6 induz a producdo de proteinas de fase aguda da resposta inflamatoria, tais
como a proteina C- reativa (PCR) (FERRARI et al., 2013; MARTINEZ et al., 2013). Ja TNF-a
pode ser considerado de validade clinica diagnostica para cancer de pulméo, atraves de valores
aumentados para pacientes com a doenc¢a, (RAGAB et al., 2009). Também a falta de vitamina D,

comprovadamente causa uma resposta imune ineficiente. Dessa forma, como a acdo imunologica
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10.

da vitamina D depende do VDR, tem-se associado a eficiéncia da resposta imunoldgica para o
cancer, & esses polimorfismos de VDR (WILKER et al., 2009).

Estudos com amostras maiores e em diferentes populacdes podem, pois, auxiliar na
comprovacao dos resultados encontrados, para que estes marcadores sejam efetivamente utilizados
como preditivos para o desenvolvimento do cancer de pulméo, possibilitando diagnostico precoce
e possiveis linhas de tratamento eficazes. O que pudemos observar, é que pacientes com alelo de
risco (SNPs) sofrem inflamacéo diferenciada, podendo ser esta a causa do maior estresse oxidativo
e maiores alteracfes cromossomicas, 0 que pode ser possivel causa do desenvolvimento do cancer

de pulmao.

CONCLUSAO

Com base nas observacdes, supde-se que a presenca da doencga, com maior incidéncia entre
pacientes do sexo masculino, ex-tabagistas, com histérico tabagico superior a 30 anos, com
marcadores genéticos em IL6, TNF-o ¢ VDR, ¢é maior, indicando a efetividade do teste de
micronucleos e SNPs. Estudos por periodos mais prolongados e com amostra maior Sao
necessarios para que se possa comprovar de forma definitiva a relacéo entre estes marcadores e a

predisposicdo genética ao desenvolvimento do cancer de pulmao.
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NOTA A IMPRENSA

O cancer de pulméo é uma doenca que acomete individuos no mundo todo, de forma grave.
O tabagismo é considerado o maior causador do desenvolvimento da doenca, além de fatores
genéticos. Esta pesquisa foi resultado da Dissertacdo de Mestrado da aluna Méarcia Raquel
Schneider e envolveu 52 pacientes com cancer de pulmao e 50 individuos que compuseram o
grupo controle, sendo eles homens e mulheres com média de idade de 64,7 anos. Este estudo teve
como objetivo investigar a suscetibilidade genética, dano e reparacdo do DNA e sua relagdo com
o perfil fisiopatoldgico de pacientes com cancer de pulmao, através do ensaio cometa, micronucleo
e polimorfismos de nucleotideo Unico.

A partir dos resultados concluiu-se que os testes realizados podem ser considerados validos
como possiveis indicadores para o desenvolvimento do cancer de pulmao, contudo pesquisas com

maior nimero de individuos precisam ser realizadas para que se possa confirmar esses achados.
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ANEXO A- Termo de Consentimento Informado Livre e Esclarecido

AOS PARTICIPANTES

Este é um documento importante. Por favor, leia-o com atencdo. Ele contém as informacGes
necessarias para vocé em relacio a este projeto. Se aceitar participar deste projeto, vocé devera
assinar este consentimento. Sua assinatura significa que foi informado (a) da natureza do projeto e
que vocé concorda em participar.

Nome do sujeito:

Origem do sujeito:
Pesquisa: SUSCETIBILIDADE GENETICA, DANO E REPARACAO DO DNA E SUA
RELACAO COM O PERFIL FISIOPATOLOGICO DE PACIENTES COM CANCER DE
PULMAO

Coordenadoras da Pesquisa: Prof.2 Dra. Lia Gongalves Possuelo, do Curso de Biologia

(51- 84713720), Prof. Dra. Andréa Lucia Gongalves da Silva (51- 84385204)

Obijetivos e beneficios

Vocé esta sendo convidado a participar de uma pesquisa cujo objetivo principal estudar a populagdo com
Cancer de Pulmdo, da regido de Santa Cruz do Sul, através da avaliacdo e quantificacdo de danos e
capacidade de reparacdo no DNA, bem como identificacdo de susceptibilidade genética na populacdo em
questdo. Os beneficios principais desta pesquisa serdo: identificacdo de fatores de risco genético para o
desenvolvimento destas doengas pulmonares, bem como o comportamento de dano genético e sua relagdo
com a progressao da doenca. VVocé recebera, sem custo algum, os resultados desta pesquisa. Quando
constatada alguma situacdo anormal, o sujeito sera informado para procurar assisténcia especializada na
area da saude.

Procedimentos

Para realizar essa pesquisa sera necessaria a coleta de sangue e uma coleta de células da cavidade oral.
Serdo coletados cerca de 10 mL de sangue da veia do brago e, ainda, para quem concordar, sera coletada
uma gota de sangue de um dos dedos da méo, a partir de uma pequena picada. As células da cavidade oral
serdo coletadas com uma peguena escova, semelhante a uma escova de dente oral, que sera esfregada na

parte de dentro da bochecha em movimentos circulares.

Local de estudo

Os procedimentos da coleta de sangue e células da cavidade oral, bem como a aplicacdo de um
guestionario sobre dados de salde e estilo de vida serdo realizados no ambulatério da DPOC ou TB do
Hospital Santa Cruz e no Centro de Oncologia Integrado do Hospital Ana Nery. As analises genéticas serdo
realizadas nos laboratérios de Bioquimica e de Genética e Biotecnologia da Universidade de Santa Cruz do
Sul (UNISC).
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Riscos e desconfortos

Para a coleta de sangue e células da cavidade oral, sera utilizado material totalmente descartavel e um
profissional devidamente capacitado fara a coleta, respeitando as normas de biosseguranca. Embora
ndo haja risco para a sua saude, somente a coleta de sangue pode ocasionar, eventualmente, um pequeno
arroxeamento na regido da puncéo, que desaparece, em poucos dias. Os demais procedimentos (exames)
serdo feitos em material ja coletado e congelado para posterior exame e por isso nao causarao desconfortos
aos participantes do estudo.

Desisténcia na participacdo do estudo

A participacdo de cada individuo nesse estudo é voluntaria, ou seja, quem ndo quiser participar do estudo
estara livre para fazé-lo sem que haja qualquer perda no atendimento de seus problemas de saude. Se
concordar em participar do estudo e mudar de ideia no decorrer do mesmo, estara livre para fazé-lo, e da
mesma forma ndo sofrera perdas relacionadas ao atendimento a que tem direito para seus problemas de

saude.

Gostaria de ser comunicado dos resultados desta pesquisa?

(') Sim, gostaria.
() Néo gostaria de ser comunicado dos resultados desta pesquisa.

Compensacéo financeira

N&o havera nenhum pagamento aos individuos que concordarem em participar do estudo, bem como os
participantes do estudo ndo terd nenhum custo adicional relacionado aos procedimentos e recebimento do

laudo com os resultados.

Confidencialidade das informacoes

Toda a informacdo individual que sera fornecida pelo participante do estudo e os resultados dos exames
realizados serdo considerados confidenciais. Todos 0s questiondrios e materiais coletados serdo
identificados através de um codigo (nimero) criado na entrada do estudo; este cddigo serd a Unica
identificacdo utilizada no banco de dados do estudo. Este banco seré utilizado para anélise dos dados e

divulgacdo dos mesmos, no meio cientifico.

Perguntas e duvidas relacionadas ao estudo

Este termo de consentimento explica o estudo que esta sendo proposto e convida os individuos a participar;
no entanto, se houver alguma davida, estas poderéo ser esclarecidas, pela equipe do estudo pelos telefones:
84385204 (prof® Andréa) e 84713720 (prof Lia).
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Em caso de danos

Se o participante do estudo acha que teve algum problema de satde, relacionado com a sua participagao no
estudo, o tratamento seré fornecido pelo SUS, na institui¢do participante.

Autorizacado para estocagem de material bioldgico

1. Permito que minha amostra de sangue seja guardada para ser utilizada em outra pesquisa, mediante
protocolo de pesquisa autorizado pelo Comité de Etica em Pesquisa da UNISC, ficando, no entanto livre
para solicitar a destruicdo da mesma a qualquer momento, se assim desejar; (sem minha identificacdo e/ou
mantendo minha privacidade).

() Sim, permito

() N&o permito que minha amostra seja utilizada em novos estudos

( ) Desejo que minha amostra seja destruida apds o fim do presente estudo.

O significado de sua assinatura

A sua assinatura abaixo significa que vocé entendeu a informacgédo que Ihe foi fornecida sobre o estudo e
sobre o termo de consentimento. Se vocé assinar este documento significa que vocé concorda em participar
deste estudo. VVocé recebera uma copia deste termo de consentimento.

Declaro que recebi copia do presente Termo de Consentimento Informado Livre e Esclarecido.

Assinatura do responsavel. Data:

Assinatura do Coordenador do estudo. Data:
Obs.: O presente documento, baseado no item IV das diretrizes e normas regulamentares para pesquisa em

salde, do Conselho Nacional de Saude (Resolucdo 196/96), sera assinado em duas vias, de igual teor,

ficando uma via em poder do voluntario ou de seu responsavel legal e outra com o pesquisador responsavel.
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ANEXO B - Diretrizes da revista Respiratory Research — Qualis Al
Presubmission enquiries

If you wish to make a presubmission enquiry about the suitability of your manuscript, please email
the editors who will respond to your enquiry as soon as possible.

Criteria
Research articles should report on original primary research.

Respiratory Research strongly encourages that all datasets on which the conclusions of the paper
rely should be available to readers. We encourage authors to ensure that their datasets are either
deposited in publicly available repositories (where available and appropriate) or presented in the
main manuscript or additional supporting files whenever possible. Please see Springer
Nature’s information on recommended repositories.

Preparing your manuscript

The information below details the section headings that you should include in your manuscript and
what information should be within each section.

Please note that your manuscript must include a 'Declarations' section including all of the
subheadings (please see below for more information).

Title page
The title page should:

present a title that includes, if appropriate, the study design e.g.:

"A versus B in the treatment of C: a randomized controlled trial”, "X is a risk factor for Y: a case
control study”, "What is the impact of factor X on subject Y: A systematic review"

or for non-clinical or non-research studies a description of what the article reports

list the full names, institutional addresses and email addresses for all authors

if a collaboration group should be listed as an author, please list the Group name as an author. If
you would like the names of the individual members of the Group to be searchable through their
individual PubMed records, please include this information in the “Acknowledgements” section
in accordance with the instructions below

indicate the corresponding author

Abstract

The Abstract should not exceed 350 words. Please minimize the use of abbreviations and do not
cite references in the abstract. Reports of randomized controlled trials should follow
the CONSORT extension for abstracts. The abstract must include the following separate sections:

Background: the context and purpose of the study

Methods: how the study was performed and statistical tests used
Results: the main findings

Conclusions: brief summary and potential implications
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Trial registration: If your article reports the results of a health care intervention on human
participants, it must be registered in an appropriate registry and the registration number and date
of registration should be in stated in this section. If it was not registered prospectively (before
enrollment of the first participant), you should include the words 'retrospectively registered’. See
our editorial policies for more information on trial registration

Keywords
Three to ten keywords representing the main content of the article.
Background

The Background section should explain the background to the study, its aims, a summary of the
existing literature and why this study was necessary or its contribution to the field.

Methods

The methods section should include:

the aim, design and setting of the study

the characteristics of participants or description of materials

a clear description of all processes, interventions and comparisons. Generic drug names should
generally be used. When proprietary brands are used in research, include the brand names in
parentheses

the type of statistical analysis used, including a power calculation if appropriate

Results

This should include the findings of the study including, if appropriate, results of statistical analysis
which must be included either in the text or as tables and figures.

Discussion

This section should discuss the implications of the findings in context of existing research and
highlight limitations of the study.

Conclusions

This should state clearly the main conclusions and provide an explanation of the importance and
relevance of the study reported.

List of abbreviations

If abbreviations are used in the text they should be defined in the text at first use, and a list of
abbreviations should be provided.

Declarations

All manuscripts must contain the following sections under the heading '‘Declarations':
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Ethics approval and consent to participate
Consent for publication

Availability of data and material
Competing interests

Funding

Authors' contributions
Acknowledgements

Authors' information (optional)

Please see below for details on the information to be included in these sections.

If any of the sections are not relevant to your manuscript, please include the heading and write
‘Not applicable’ for that section.

Ethics approval and consent to participate

Manuscripts reporting studies involving human participants, human data or human tissue must:
include a statement on ethics approval and consent (even where the need for approval was waived)
include the name of the ethics committee that approved the study and the committee’s reference
number if appropriate

Studies involving animals must include a statement on ethics approval.

See our editorial policies for more information.

If your manuscript does not report on or involve the use of any animal or human data or tissue,
please state “Not applicable” in this section.

Consent for publication

If your manuscript contains any individual person’s data in any form (including individual details,
images or videos), consent for publication must be obtained from that person, or in the case of
children, their parent or legal guardian. All presentations of case reports must have consent for
publication.

You can use your institutional consent form or our consent form if you prefer. You should not
send the form to us on submission, but we may request to see a copy at any stage (including after
publication).

See our editorial policies for more information on consent for publication.

If your manuscript does not contain data from any individual person, please state “Not applicable”
in this section.

Availability of data and materials
All manuscripts must include an ‘Availability of data and materials’ statement. Data availability

statements should include information on where data supporting the results reported in the article
can be found including, where applicable, hyperlinks to publicly archived datasets analysed or
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generated during the study. By data we mean the minimal dataset that would be necessary to
interpret, replicate and build upon the findings reported in the article. We recognise it is not always
possible to share research data publicly, for instance when individual privacy could be
compromised, and in such instances data availability should still be stated in the manuscript along
with any conditions for access.

Data availability statements can take one of the following forms (or a combination of more than
one if required for multiple datasets):

The datasets generated and/or analysed during the current study are available in the [NAME]
repository, [PERSISTENT WEB LINK TO DATASETS]

The datasets used and/or analysed during the current study available from the corresponding author
on reasonable request.

All data generated or analysed during this study are included in this published article [and its
supplementary information files].

The datasets generated and/or analysed during the current study are not publicly available due
[REASON WHY DATA ARE NOT PUBLIC] but are available from the corresponding author on
reasonable request.

Data sharing is not applicable to this article as no datasets were generated or analysed during the
current study.

The data that support the findings of this study are available from [third party name] but restrictions
apply to the availability of these data, which were used under license for the current study, and so
are not publicly available. Data are however available from the authors upon reasonable request
and with permission of [third party name].

Not applicable. If your manuscript does not contain any data, please state '‘Not applicable’ in this
section.

More examples of template data availability statements, which include examples of openly
available and restricted access datasets, are available here.

BioMed Central also requires that authors cite any publicly available data on which the conclusions
of the paper rely in the manuscript. Data citations should include a persistent identifier (such as a
DOI) and should ideally be included in the reference list. Citations of datasets, when they appear
in the reference list, should include the minimum information recommended by DataCite and
follow journal style. Dataset identifiers including DOIs should be expressed as full URLs. For
example:

Hao Z, AghaKouchak A, Nakhjiri N, Farahmand A. Global integrated drought monitoring and
prediction system (GIDMaPS) data sets. figshare.
2014. http://dx.doi.org/10.6084/m9.figshare.853801

With the corresponding text in the Availability of data and materials statement:

The datasets generated during and/or analysed during the current study are available in the
[NAME] repository, [PERSISTENT WEB LINK TO DATASETS]. [Reference number]

Competing interests

All financial and non-financial competing interests must be declared in this section.
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See our editorial policies for a full explanation of competing interests. If you are unsure whether
you or any of your co-authors have a competing interest please contact the editorial office.

Please use the authors initials to refer to each author's competing interests in this section.

If you do not have any competing interests, please state "The authors declare that they have no
competing interests™ in this section.

Funding

All sources of funding for the research reported should be declared. The role of the funding body
in the design of the study and collection, analysis, and interpretation of data and in writing the
manuscript should be declared.

Authors' contributions

The individual contributions of authors to the manuscript should be specified in this section.
Guidance and criteria for authorship can be found in our editorial policies.

Please use initials to refer to each author's contribution in this section, for example: "FC analyzed
and interpreted the patient data regarding the hematological disease and the transplant. RH
performed the histological examination of the kidney, and was a major contributor in writing the
manuscript. All authors read and approved the final manuscript.”

Acknowledgements

Please acknowledge anyone who contributed towards the article who does not meet the criteria for
authorship including anyone who provided professional writing services or materials.

Authors should obtain permission to acknowledge from all those mentioned in the
Acknowledgements section.

See our editorial policies for a full explanation of acknowledgements and authorship criteria.

If you do not have anyone to acknowledge, please write "Not applicable” in this section.

Group authorship (for manuscripts involving a collaboration group): if you would like the names
of the individual members of a collaboration Group to be searchable through their individual
PubMed records, please ensure that the title of the collaboration Group is included on the title page
and in the submission system and also include collaborating author names as the last paragraph of
the “Acknowledgements” section. Please add authors in the format First Name, Middle initial(s)
(optional), Last Name. You can add institution or country information for each author if you wish,
but this should be consistent across all authors.

Please note that individual names may not be present in the PubMed record at the time a published
article is initially included in PubMed as it takes PubMed additional time to code this information.

Authors' information

This section is optional.
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You may choose to use this section to include any relevant information about the author(s) that
may aid the reader's interpretation of the article, and understand the standpoint of the author(s).
This may include details about the authors' qualifications, current positions they hold at institutions
or societies, or any other relevant background information. Please refer to authors using their
initials. Note this section should not be used to describe any competing interests.

Endnotes

Endnotes should be designated within the text using a superscript lowercase letter and all notes
(along with their corresponding letter) should be included in the Endnotes section. Please format
this section in a paragraph rather than a list.

References

All references, including URLs, must be numbered consecutively, in square brackets, in the order
in which they are cited in the text, followed by any in tables or legends. The reference numbers
must be finalized and the reference list fully formatted before submission.

Examples of the BioMed Central reference style are shown below. Please ensure that the reference
style is followed precisely.

See our editorial policies for author guidance on good citation practice.

Web links and URLs: All web links and URLSs, including links to the authors' own websites, should
be given a reference number and included in the reference list rather than within the text of the
manuscript. They should be provided in full, including both the title of the site and the URL, as
well as the date the site was accessed, in the following format: The Mouse Tumor Biology
Database. http://tumor.informatics.jax.org/mtbwi/index.do. Accessed 20 May 2013. If an author
or group of authors can clearly be associated with a web link (e.g. for blogs) they should be
included in the reference.

Example reference style:
Article within a jornal Smith JJ. The world of science. Am J Sci. 1999;36:234-5.
Article within a journal (no page numbers) Rohrmann S, Overvad K, Bueno-de-Mesquita HB,

Jakobsen MU, Egeberg R, Tjgnneland A, et al. Meat consumption and mortality - results from the
European Prospective Investigation into Cancer and Nutrition. BMC Med. 2013;11:63.

Article within a journal by DOI Slifka MK, Whitton JL. Clinical implications of dysregulated
cytokine production. Dig J Mol Med. 2000; doi:10.1007/s801090000086.

Article within a journal supplement Frumin AM, Nussbaum J, Esposito M. Functional asplenia:
demonstration of splenic activity by bone marrow scan. Blood 1979;59 Suppl 1:26-32.

Book chapter, or an article within a book Wyllie AH, Kerr JFR, Currie AR. Cell death: the
significance of apoptosis. In: Bourne GH, Danielli JF, Jeon KW, editors. International review of
cytology. London: Academic; 1980. p. 251-306.
OnlineFirst chapter in a series (without a volume designation but with a DOI)
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Saito Y, Hyuga H. Rate equation approaches to amplification of enantiomeric excess and chiral
symmetry breaking. Top Curr Chem. 2007. doi:10.1007/128_2006_108.

Complete book, authored Blenkinsopp A, Paxton P. Symptoms in the pharmacy: a guide to the
management of common illness. 3rd ed. Oxford: Blackwell Science; 1998.

Online document Doe J. Title of subordinate document. In: The dictionary of substances and their
effects. Royal Society of Chemistry. 1999. http://www.rsc.org/dose/title of subordinate document.
Accessed 15 Jan 1999.

Online database Healthwise Knowledgebase. US Pharmacopeia, Rockville. 1998.
http://www.healthwise.org. Accessed 21 Sept 1998.

Supplementary material/private homepage Doe J. Title of supplementary material. 2000.
http://www.privatehomepage.com. Accessed 22 Feb 2000.

University site Doe, J: Title of preprint. http://www.uni-heidelberg.de/mydata.html (1999).
Accessed 25 Dec 1999.

FTP site Doe, J: Trivial HTTP, RFC2169. ftp://ftp.isi.edu/in-notes/rfc2169.txt (1999). Accessed
12 Nov 1999.

Organization site ISSN International Centre: The ISSN register. http://www.issn.org (2006).
Accessed 20 Feb 2007.

Dataset with persistent identifier Zheng L-Y, Guo X-S, He B, Sun L-J, Peng Y, Dong S-S, et al.
Genome data from sweet and grain sorghum (Sorghum bicolor). GigaScience Database. 2011.
http://dx.doi.org/10.5524/100012.

Figures, tables additional files

See General formatting guidelines for information on how to format figures, tables and additional
files.

Submit your manuscript in Editorial Manager
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ANEXO C- Normas da revista BMC Medical Genectics (Fator de Impacto 1,463)

Preparing your manuscript

This section provides general style and formatting information only. Formatting

guidelines for specific article types can be found below.
Research article

Technical advance article

Database article

Software article

Debate

Case report

Study protocol

General formatting guidelines

Preparing main manuscript text

Preparing illustrations and figures

Preparing tables

Preparing additional files

Back to top

Preparing main manuscript text

Quick points:

Use double line spacing

Include line and page numbering

Use Sl units: Please ensure that all special characters used are embedded in the text,
otherwise they will be lost during conversion to PDF

Do not use page breaks in your manuscript

File formats

The following word processor file formats are acceptable for the main manuscript
document:

Microsoft word (DOC, DOCX)

Rich text format (RTF)

TeX/LaTeX (use BioMed Central's TeX template)

Please note: editable files are required for processing in production. If your manuscript
contains any non-editable files (such as PDFs) you will be required to re-submit an
editable file if your manuscript is accepted.

Note that figures must be submitted as separate image files, not as part of the submitted
manuscript file. For more information, see Preparing figures below.

Additional information for TeX/LaTeX users

Please use BioMed Central's TeX template and BibTeX stylefile if you use TeX format.
When submitting TeX submissions, please submit your TeX file as the main manuscript
file and your bib/bbl file as a dependent file. Please also convert your TeX file into a
PDF and submit this PDF as an additional file with the name 'Reference PDF'. This
PDF will be used by our production team as a reference point to check the layout of the
article as the author intended. Please also note that all figures must be coded at the end
of the TeX file and not inline.
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All relevant editable source files must be uploaded during the submission process.
Failing to submit these source files will cause unnecessary delays in the production
process.

TeX templates
BioMedCentral_article (ZIP format) - preferred template

Springer article svjour3 (ZIP format)

birkjour (Birkh&user, ZIP format)
article (part of the standard TeX distribution)

amsart (part of the standard TeX distribution)

Style and language

For editors and reviewers to accurately assess the work presented in your manuscript
you need to ensure the English language is of sufficient quality to be understood. If you
need help with writing in English you should consider:

» Visiting the English language tutorial which covers the common mistakes when writing
in English.
» Asking a colleague who is a native English speaker to review your manuscript for
clarity.

« Using a professional language editing service where editors will improve the English
to ensure that your meaning is clear and identify problems that require your review.
Two such services are provided by our affiliates Nature Research Editing
Service and American Journal Experts.

Please note that the use of a language editing service is not a requirement for publication
in the journal and does not imply or guarantee that the article will be selected for peer
review or accepted.

Data and materials

For all journals, BioMed Central strongly encourages all datasets on which the
conclusions of the manuscript rely to be either deposited in publicly available
repositories (where available and appropriate) or presented in the main paper or
additional supporting files, in machine-readable format (such as spread sheets rather
than PDFs) whenever possible. Please see the list of recommended repositories in our
editorial policies.

For some journals, deposition of the data on which the conclusions of the manuscript
rely is an absolute requirement. Please check the Instructions for Authors for the
relevant journal and article type for journal specific policies.

For all manuscripts, information about data availability should be detailed in an
‘Availability of data and materials’ section. For more information on the content of this
section, please see the Declarations section of the relevant journal’s Instruction for
Authors. For more information on BioMed Centrals policies on data availability, please
see our [editorial policies].

Formatting the 'Availability of data and materials' section of your manuscript

The following format for the 'Availability of data and materials section of your
manuscript should be used:
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"The dataset(s) supporting the conclusions of this article is(are) available in the
[repository name] repository, [unique persistent identifier and hyperlink to dataset(s) in
http:// format]."

The following format is required when data are included as additional files:

"The dataset(s) supporting the conclusions of this article is(are) included within the
article (and its additional file(s))."

BioMed Central endorses the Force 11 Data Citation Principles and requires that all
publicly available datasets be fully referenced in the reference list with an accession
number or unique identifier such as a DOI.

For databases, this section should state the web/ftp address at which the database is
available and any restrictions to its use by non-academics.

For software, this section should include:

Project name: e.g. My bioinformatics project

Project home page: e.g. http://sourceforge.net/projects/mged

Archived version: DOI or unique identifier of archived software or code in repository
(e.g. enodo)

Operating system(s): e.g. Platform independent

Programming language: e.g. Java

Other requirements: e.g. Java 1.3.1 or higher, Tomcat 4.0 or higher

License: e.g. GNU GPL, FreeBSD etc.

Any restrictions to use by non-academics: e.g. licence needed

Information on available repositories for other types of scientific data, including clinical
data, can be found in our editorial policies.

References

See our editorial policies for author guidance on good citation practice.

All references, including URLS, must be numbered consecutively, in square brackets,
in the order in which they are cited in the text, followed by any in tables or legends. The
reference numbers must be finalized and the reference list fully formatted before
submission. For further information including example references please read our
reference preparation guidelines.

What should be cited?

Only articles, clinical trial registration records and abstracts that have been published
or are in press, or are available through public e-print/preprint servers, may be cited.
Unpublished abstracts, unpublished data and personal communications should not be
included in the reference list, but may be included in the text and referred to as
"unpublished observations™ or "personal communications” giving the names of the
involved researchers. Obtaining permission to quote personal communications and
unpublished data from the cited colleagues is the responsibility of the author. Footnotes
are not allowed, but endnotes are permitted. Journal abbreviations follow Index
Medicus/MEDLINE.

Any in press articles cited within the references and necessary for the reviewers'
assessment of the manuscript should be made available if requested by the editorial
office.

How to format your references
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Examples of the BioMed Central reference style are shown below. Please ensure that
the reference style is followed precisely; if the references are not in the correct style,
they may need to be retyped and carefully proofread.

Web links and URLs: All web links and URLSs, including links to the authors' own
websites, should be given a reference number and included in the reference list rather
than within the text of the manuscript. They should be provided in full, including both
the title of the site and the URL, as well as the date the site was accessed, in the
following format: The Mouse Tumor Biology Database.
http://tumor.informatics.jax.org/mtbwi/index.do. Accessed 20 May 2013. If an author
or group of authors can clearly be associated with a web link, such as for weblogs, then
they should be included in the reference.

Authors may wish to make use of reference management software to ensure that
reference lists are correctly formatted.

Example reference style:

Article within a journal

Smith JJ. The world of science. Am J Sci. 1999;36:234-5.

Article within a journal (no page numbers)

Rohrmann S, Overvad K, Bueno-de-Mesquita HB, Jakobsen MU, Egeberg R,
Tjenneland A, et al. Meat consumption and mortality - results from the European
Prospective Investigation into Cancer and Nutrition. BMC Med. 2013;11:63.

Article within a journal by DOI

Slifka MK, Whitton JL. Clinical implications of dysregulated cytokine production. Dig
J Mol Med. 2000; doi:10.1007/s801090000086.

Article within a journal supplement

Frumin AM, Nussbaum J, Esposito M. Functional asplenia: demonstration of splenic
activity by bone marrow scan. Blood 1979;59 Suppl 1:26-32.

Book chapter, or an article within a book

Wyllie AH, Kerr JFR, Currie AR. Cell death: the significance of apoptosis. In: Bourne
GH, Danielli JF, Jeon KW, editors. International review of cytology. London:
Academic; 1980. p. 251-306.

OnlineFirst chapter in a series (without a volume designation but with a DOI)

Saito Y, Hyuga H. Rate equation approaches to amplification of enantiomeric excess
and chiral symmetry breaking. Top Curr Chem. 2007. doi:10.1007/128 2006 _108.
Complete book, authored

Blenkinsopp A, Paxton P. Symptoms in the pharmacy: a guide to the management of
common illness. 3rd ed. Oxford: Blackwell Science; 1998.

Online document

Doe J. Title of subordinate document. In: The dictionary of substances and their effects.
Royal Society of Chemistry. 1999. http://www.rsc.org/dose/title of subordinate
document. Accessed 15 Jan 1999.

Online database

Healthwise Knowledgebase. UsS Pharmacopeia, Rockville. 1998.
http://www.healthwise.org. Accessed 21 Sept 1998.

Supplementary material/private homepage
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Doe J. Title of supplementary material. 2000. http://www.privatehomepage.com.
Accessed 22 Feb 2000.

University site

Doe, J: Title of preprint. http://www.uni-heidelberg.de/mydata.html (1999). Accessed
25 Dec 1999.

FTP site

Doe, J: Trivial HTTP, RFC2169. ftp://ftp.isi.edu/in-notes/rfc2169.txt (1999). Accessed
12 Nov 1999.

Organization site

ISSN International Centre: The ISSN register. http://www.issn.org (2006). Accessed 20
Feb 2007.

Dataset with persistent identifier

Zheng L-Y, Guo X-S, He B, Sun L-J, Peng Y, Dong S-S, et al. Genome data from sweet
and grain sorghum (Sorghum bicolor). GigaScience Database. 2011.
http://dx.doi.org/10.5524/100012.
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Preparing figures

When preparing figures, please follow the formatting instructions below.

Figures should be provided as separate files, not embedded in the main manuscript file.
Each figure of a manuscript should be submitted as a single file that fits on a single
page in portrait format.

Tables should NOT be submitted as figures but should be included in the main
manuscript file.

Multi-panel figures (those with parts a, b, c, d etc.) should be submitted as a single
composite file that contains all parts of the figure.

Figures should be numbered in the order they are first mentioned in the text, and
uploaded in this order.

Figures should be uploaded in the correct orientation.

Figure titles (max 15 words) and legends (max 300 words) should be provided in the
main manuscript, not in the graphic file.

Figure keys should be incorporated into the graphic, not into the legend of the figure.
Each figure should be closely cropped to minimize the amount of white space
surrounding the illustration. Cropping figures improves accuracy when placing the
figure in combination with other elements when the accepted manuscript is prepared
for publication on our site. For more information on individual figure file formats, see
our detailed instructions.

Individual figure files should not exceed 10 MB. If a suitable format is chosen, this file
size is adequate for extremely high quality figures.

Please note that it is the responsibility of the author(s) to obtain permission from
the copyright holder to reproduce figures (or tables) that have previously been
published elsewhere. In order for all figures to be open access, authors must have
permission from the rights holder if they wish to include images that have been
published elsewhere in non open access journals. Permission should be indicated in the
figure legend, and the original source included in the reference list.
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Figure file types

We accept the following file formats for figures:

EPS (suitable for diagrams and/or images)

PDF (suitable for diagrams and/or images)

Microsoft Word (suitable for diagrams and/or images, figures must be a single page)
PowerPoint (suitable for diagrams and/or images, figures must be a single page)

TIFF (suitable for images)

JPEG (suitable for photographic images, less suitable for graphical images)

PNG (suitable for images)

BMP (suitable for images)

CDX (ChemDraw - suitable for molecular structures)

For information and suggestions of suitable file formats for specific figure types, please
see our author academy.

Figure size and resolution

Figures are resized during publication of the final full text and PDF versions to conform
to the BioMed Central standard dimensions, which are detailed below.

Figures on the web:

width of 600 pixels (standard), 1200 pixels (high resolution).

Figures in the final PDF version:

width of 85 mm for half page width figure

width of 170 mm for full page width figure

maximum height of 225 mm for figure and legend

image resolution of approximately 300 dpi (dots per inch) at the final size

Figures should be designed such that all information, including text, is legible at these
dimensions. All lines should be wider than 0.25 pt when constrained to standard figure
widths. All fonts must be embedded.

Figure file compression

Vector figures should if possible be submitted as PDF files, which are usually more
compact than EPS files.

TIFF files should be saved with LZW compression, which is lossless (decreases file
size without decreasing quality) in order to minimize upload time.

JPEG files should be saved at maximum quality.

Conversion of images between file types (especially lossy formats such as JPEG)
should be kept to a minimum to avoid degradation of quality.

If you have any questions or are experiencing a problem with figures, please contact
the customer service team at info@biomedcentral.com.
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Preparing tables

When preparing tables, please follow the formatting instructions below.

Tables should be numbered and cited in the text in sequence using Arabic numerals (i.e.
Table 1, Table 2 etc.).

Tables less than one A4 or Letter page in length can be placed in the appropriate
location within the manuscript.
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Tables larger than one A4 or Letter page in length can be placed at the end of the
document text file. Please cite and indicate where the table should appear at the relevant
location in the text file so that the table can be added in the correct place during
production.

Larger datasets, or tables too wide for A4 or Letter landscape page can be uploaded as
additional files. Please see [below] for more information.

Tabular data provided as additional files can be uploaded as an Excel spreadsheet (.xls
) or comma separated values (.csv). Please use the standard file extensions.

Table titles (max 15 words) should be included above the table, and legends (max 300
words) should be included underneath the table.

Tables should not be embedded as figures or spreadsheet files, but should be formatted
using ‘Table object’ function in your word processing program.

Color and shading may not be used. Parts of the table can be highlighted using
superscript, numbering, lettering, symbols or bold text, the meaning of which should be
explained in a table legend.

Commas should not be used to indicate numerical values.

If you have any questions or are experiencing a problem with tables, please contact the
customer service team at info@biomedcentral.com.
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Preparing additional files

As the length and quantity of data is not restricted for many article types, authors can
provide datasets, tables, movies, or other information as additional files.

All Additional files will be published along with the accepted article. Do not include
files such as patient consent forms, certificates of language editing, or revised versions
of the main manuscript document with tracked changes. Such files, if requested, should
be sent by email to the journal’s editorial email address, quoting the manuscript
reference number. Please do not send patient consent forms unless requested.

Results that would otherwise be indicated as "data not shown" should be included as
additional files. Since many web links and URLs rapidly become broken, BioMed
Central requires that supporting data are included as additional files, or deposited in a
recognized repository. Please do not link to data on a personal/departmental website.
Do not include any individual participant details. The maximum file size for additional
files is 20 MB each, and files will be virus-scanned on submission. Each additional file
should be cited in sequence within the main body of text.

If additional material is provided, please list the following information in a separate
section of the manuscript text:

File name (e.g. Additional file 1)

File format including the correct file extension for example .pdf, .xls, .txt, .pptx
(including name and a URL of an appropriate viewer if format is unusual)

Title of data

Description of data

Additional files should be named "Additional file 1" and so on and should be referenced
explicitly by file name within the body of the article, e.g. 'An additional movie file
shows this in more detail [see Additional file 1]'.
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For further guidance on how to use Additional files or recommendations on how to
present particular types of data or information, please see How to use additional files.
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