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A neoplasia enddocrina multipla tipo 2B € uma desordem de carater autossédmico
dominante e é também a variante mais agressiva de todas as neoplasias endodcrinas
multiplas. Ela é causada por mutagdes de linhagem germinativa que induzem ganho
de fungédo do proto-oncogeneRET, responsavel por codificar uma proteina do tipo
tirosina quinase que proporciona o controle da proliferacéo, diferenciagao, migragéo e
apoptose celular de células derivadas da crista neural. Aproximadamente metade dos
casos sao causados por mutagdes de novo no gene, portanto ndo possuem historico
familiar. Entretanto, o rastreio genético para esta doenga em grupos de risco consiste
na busca por mutagdes no proto-oncogeneRET durante os primeiros anos de vida. O
objetivo desta pesquisa foi determinar o polimorfismo e a frequéncia do gene causador
da neoplasia enddcrina multipla tipo 2B em um grupo de individuos fumantes por
método molecular e definir padrbes de influéncia genética e ambiental no
aparecimento de mutagées no gene RET.Primeiramente houve a produgdo de um
artigo de revisdo listando os mecanismos moleculares do gene de interesse e os
principais métodos de rastreio e diagnostico bioquimico e genético. A segunda parte
do estudo realizado contou com a participagcado de vinte voluntarios fumantes que
estavam de acordo com o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido proposto pelo
Comité de Etica. Foi encontrado um perfil de normalidade nas analises bioquimicas e
hematolégicas dos individuos e o questionario de controle de qualidade de vida
revelou que os voluntarios se expdéem com frequéncia a radiagao solar e ndo mantém
um estilo de vida saudavel, fatores que predispdem o aparecimento de mutagdes no
genoma. A analise por PCR-RFLP seguida de eletroforese em gel de agarose do
material genético dos participantes ndo revelou a presengada mutagdo causadora da
neoplasia enddcrina multipla tipo 2B.

Palavras-chave:PCR-RFLP. Proto-oncogeneRET. Diagnostico molecular.
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1. INTRODUGCAO

As Neoplasias Enddécrinas Multiplas (NEM) s&o disfungbes de carater
autossdmico dominante que acarretam no aparecimento de diversas neoplasias em
diferentes tecidos glandulares comprometendo o sistema enddcrino por inteiro. ANEM
pode aparecer na forma de NEM 1 e NEM 2 — que pode ser classificada como NEM
2A e NEM 2B (dos Santos, 2006).

A NEM 2B caracteriza-se por ser um tipo de NEM de extrema agressividade e
gue sua idade de ocorréncia € cerca de 10 anos mais precoce que a NEM 2A. Esta
sindrome €& responsavel por mortes de pacientes jovens anualmente devido a
intensidade das metastases por parte dos tumores medulares da tireoide (Maia et al.,
2005).

A Neoplasia Enddcrina Multipla tipo 2B foi primeiramente assim referida por
Steiner e colaboradores em 1968. Pacientes com NEM 2B apresentam carcinoma
medular da tiredide (CMT) - tumor maligno nas células parafoliculares da tiredide
(Maia et al.,, 2005), feocromocitoma - tumores produtores de catecolaminas,
principalmente adrenalina e/ou noradrenalina (Faigal; Shiota, 1997),ganglioneuromas
- tumor do SN Simpatico que leva a hipersecrecao de substancias vasoativas (Silva
et al., 2010) e habitos marfanoides (Maia et al., 2002).

As NEM 2 sdo causadas por mutagdes de linhagem germinativa que induzem
ganho de fungdo do proto-oncogeneRET (re-arrangedduringtransfection) (Peppa et
al., 2008; Toledo et al., 2006). Este gene € o codificador da proteina RET, um receptor
do tipo tirosina-quinase, expresso em células da crista neural e em células neoplasicas
derivadas de células da crista neural. O proto-oncogene RET tem papel importante na
indugdo a mitose e apoptose. Logo quando ativado pode desencadear uma cascata
de sinalizagdes e levar a carcinogénese (Goldenstein et al., 2001; Maia et al., 2002).

Esse gene apresenta 21 éxons e as mutagbes descritas encontram-se nos
exons 10, 11 (dominio extracelular) e 16 (dominio intracelular), sendo que uma
mutag&o no éxon 16 que afeta um unico aminoacido da regi&o intracelular do receptor
(Met918Thr) é responsavel por cerca de 95% dos casos de NEM 2B (Cranston et al.,
2006).



As mutagdes do proto-oncogeneRET podem afetar quatro tipos de tecidos:
células C tireoidianas, células das paratiredides, células cromafins da medula adrenal
e plexo autonémico entérico (Maia et al., 2005).

O diagnostico da NEM 2B deve ser realizado precocemente e pode ser feito
por meio de testes genéticos e bioquimicos. O rastreamento das diferentes formas de
expressdo do proto-oncogene RET por meio das técnicas moleculares fornecem
informagdes essenciais para um diagnostico precoce. O histérico familiar também é
muito importante, porém o elevado numero de casos provenientes de mutagdes de
novo impossibilita o rastreamento genético precoce por se tratarem de casos isolados
(HERMES, 2015; Lee et al., 2010).

O objetivo desta pesquisa € determinar a frequéncia do polimorfismo do gene
causador da neoplasia enddcrina multipla tipo 2B em um grupo de individuos fumantes
por método molecular e definir padrdes de influéncia genética e ambiental no
aparecimento de mutag¢des no gene RET, assim como revisar os principais métodos
moleculares para o diagndstico da NEM 2B. Este trabalho torna-se importante tendo
em vista que por meio do estudo do polimorfismo, pode-se proporcionar uma
ampliacdo concomitante da expectativa e qualidade de vida nestes pacientes.

2. FUNDAMENTAGAO TEORICA

A neoplasia enddcrina multipla tipo 2 (NEM 2) consiste em uma sindrome
clinica caracterizada pela associagéo de certas patologias como o carcinoma medular
da tireoide (CMT), feocromocitoma e hiperparatireoidismo. A NEM 2 pode ser
classificada em dois subgrupos principais e um adicional: pacientes com CMT,
feocromocitoma, hiperparatireoidismo e aparéncia normal (NEM 2A), pacientes sem
acometimento das paratireoides, com presenca de CMT, feocromocitoma e fendtipo
caracterizado por ganglioneuromatoses e habitos marfandides (NEM 2B) e pacientes
que sao diagnosticados apenas com carcinoma medular da tireoide familiar (CMTF)
(Maia et al., 2005).

O proto-oncogene RET (10q11.2) foi identificado como o gene responsavel pela
NEM 2, apresentando 21 éxons e codificando um receptor tirosina-quinase expresso
nas células derivadas da crista neural (Salehian; Samoa, 2013; Toledo et al., 20006).

A proteina RET é constituida por trés dominios: um dominio extracelular que contém



o peptideo sinalizador, um dominio transmembrana e uma porgéo intracelular com
dois sitios tirosina-quinase. O ligante da RET € um peptideo da superfamilia do TGF-
b (transforming growth factor), denominado glial neurotrophic derived fator (GNDF) e
age junto ao seu receptor especifico ligando-se a porgao extracelular da proteina RET,
0 que leva a dimerizacdo do receptor com posterior auto fosforilagdo dos residuos
tirosina-quinase. Esta reacdo causa a liberagao de fosfato, um substrato importante
na cadeia do crescimento e da diferenciagéo celular. As possiveis mutagdes no gene
determinam uma ativagao permanente da RET desencadeando o processo neoplasico
(Figura 1) (de Miranda, 2010; Maia et al., 2002; Peppa et al., 2008).

Figura 1: Representacao da proteina RET, seu ligante GDNF e a localizagdo das principais mutagbes

causadoras de neoplasias enddcrinas multiplas.
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Fonte: Adaptado de Cote; Gagel (2003).

Nos casos em que ha mutagdo no cédon 918 deve-se realizar a cirurgia
profilatica de tireoidectomia preferencialmente antes do primeiro més de vida.
Pacientes com NEM 2B normalmente ndo possuem historico familiar de CMT, e 50%
deles apresentam mutacao de novo. Notavelmente, a prole dos individuos com NEM
2B pode ter um desenvolvimento precoce e agressivo da doenga, necessitando de
atencdo muito cedo (Salehian; Samoa, 2013).

O proto-oncogene RET pode sofrer mutagdes de linhagens germinativa e

somatica. Essas mutagdes podem gerar genes quimeéricos a partir de translocagdes



ou podem ser mutagcbes que mantém ativo o gene RET. O gene ativado mutado
produz a proteina RET também mutada que é responsavel por casos herdados ou
esporadicos de Carcinoma Medular da Tiredide e NEM (2A ou 2B), ao passo que a
proteina ganha fungdo de auto fosforilagdo dos residuos de tirosina (Maciel et al.,
2005; Salehian; Samoa, 2013).

Espécies Reativas de Oxigénio (EROs) sdo compostos oxigenados altamente
reativos no ambiente e no organismo humano. O cigarro comum produz cerca de 120
-150 nmol de EROs quando consumido por inteiro. A radiagao € capaz de alterar a
molécula de DNA e isso € um estimulo que pode gerar um processo tumoral de origem
esporadica na célula (Cohen, 2011; Zhao; Hopke, 2012). Levando isso em
consideragao, a avaliacdo génica de pessoas fumantes e que se expdem com
frequéncia a radiagdo pode ser um novo parametro para classificagdo de um grupo de
risco para o desenvolvimento de neoplasias de origem esporadica.

3. METODOLOGIA

Revisao narrativa

Para a realizagdo do artigo de revisdo narrativa que, de acordo com Rother
(2007), consiste na analise de publicagdes amplas com o intuito de descrever e discutir
um temasob uma perspectiva tedrica ou contextual, foi feita uma busca de artigos em
diferentes bases de dados nacionais e internacionais. Entre elas, EBSCO, Portal de
Teses CAPES, Portal de Teses USP, Scielo e PubMed. Para a selegcédo dos artigos
foram utilizadas as seguintes palavras-chave: proto-oncogene RET, proteina RET,
NEM 2B e diagnostico molecular, nos idiomas inglés e portugués. Foram utilizados
artigos publicados entre os anos 2000 e 2015, contudo trabalhos anteriores a este
periodo também foram utilizados de acordo com a relevancia literaria que

apresentaram.
Selecao dos sujeitos voluntarios da pesquisa

Critérios de inclusao e exclusao:

Os participantes da pesquisa foram voluntarios da comunidade, fumantes e
com idade entre 18 e 23 anos. Todos os procedimentos realizados foram previamente

apresentados aos voluntarios para que tivessem ciéncia do estudo em andamento.



Todas as amostras foram coletadas com o Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido assinado. Nao foram coletadas amostras de pessoas com menos de 18
anos, ndo fumantes e na auséncia do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

devidamente assinado.

Aprovacao ética

Este projeto foi submetido e aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa (CEP)
do Centro Universitario de Brasilia — UniCEUB. Todos os procedimentos foram
realizados mantendo-se a integridade, individualidade e inviolabilidade dos dados
obtidos a partir dos sujeitos de pesquisa. O projeto foi aprovado em 08 de Margo de
2016, sob o CAAE: 51121015.1.0000.0023 e parecer numero 1.442.902 (Apéndice I).

O numero amostral foi reduzido para somente 20 participantes, e ndo 30, como
se tinha em mente inicialmente, devido a questdes de disponibilidade de se encontrar
os participantes especificos e as questdes documentais que garantem a viabilidade
da execugao do projeto.

Questionario de avaliagao

Anteriormente a coleta de sangue, os sujeitos da pesquisa responderam a um
questionario visando o levantamento da qualidade de vida e habitos de saude
(Apéndice ).

Coleta de sangue

Para a realizagao de todos os exames foram coletados um total de trés tubos
de sangue (aproximadamente 15 mL de volume total) de cada participante, sendo dois
tubos de EDTA, destinados a extragdo do material genético e avaliagao hematologica,
e um tubo com gel, para os exames bioquimicos, de um total de 20 individuos. O
numero de participantes da pesquisa foi determinado levando em consideracéo as
limitagBes de recursos e da infra-estrutura e os critérios de inclusédo e exclusao.

A coleta de sangue foi realizada pelos alunos pesquisadores que possuem
treinamento para a execugao do procedimento e ficaram sob a responsabilidade e

monitoramento do orientador responsavel pela pesquisa.



Procedimento para extracao de DNA gendémico dos leucécitos

A extragdo do DNA gendmico de leucdcitos foi realizada segundo o método
descrito por Miller et al. (1988), com algumas modificacdes.

A coleta de 5,0 mL de sangue periférico foi transferida para dois tubos de 15
mL estéreis (2,5 mL em cada tubo) com adi¢cdo de tampao lise | gelado até completar
o volume de 12,5 mL. Apés homogeneizada, a solugéo foi centrifugada a 3200 rpm
por 5 minutos, a 4 °C. O sobrenadante resultante foi desprezado e 2,25 mL de tampéo
lise Il foram adicionados ao sedimento, para ressuspender o precipitado; seguido da
adicdo de 62,5 yL de SDS 10%. ApoOs agitagao vigorosa por 10 segundos em
temperatura ambiente, 1,0 mL de NaCl 6 mol/L foi adicionado e a mistura resultante
foi novamente agitada e centrifugada a 2600 rpm em temperatura ambiente por 5
minutos. O sobrenadante foi derramado em tubo limpo de 15 mL, evitando o pellet.
Apos adicao de 3,5 mL de isopropanol absoluto o tubo foi fechado e a mistura foi
realizada por inversdo. O DNA precipitado foi entdo removido para um tubo de
Eppendorf, retirando o excesso de isopropanol. O DNA foi lavado com 1,0 mL de
etanol absoluto a 75%, centrifugado a 5000 rpm, por 5 minutos.

Este procedimento foi repetido e o excesso de etanol, removido
cuidadosamente. O DNA foi seco a temperatura ambiente e ressuspendido em 200
WL de agua milli-Q autoclavada para realizagédo dos procedimentos descritos a seguir.

Diagnéstico de mutagao no proto-oncogene RET

A presenca da mutagao foi determinada pela amplificacdo de fragmentos do
éxon 16 do gene que codifica a proteina RET pela reagdo em cadeia da polimerase
(PCR).

A reacao foi feita em 25 uL contendo tampao 1X, 2 mg/mL de Albumina Sérica
Bovina (BSA), 8 pM de cada iniciador, 0,2 mM de dNTP’s, 1 U da enzima Taqg DNA
polimerase, agua milliQ e 100 ng de DNA.

Os parametros utilizados na reagao foram: uma etapa inicial de 2 minutos a
94 °C, quarenta ciclos de 1 minuto (desnaturagdo) a 94 °C, 1 minuto (anelamento) a
66 °C e 1 minuto (extensdo) a 72 °C. A reagao sofrera uma etapa extra de extenséo
por 10 minutos, 72 °C.

As sequéncias dos primers escolhidos para esta reagao foram especificas para
o éxon 16: M2BF-5-AGG GAT AGG GCC TGG GCT TC-3' e M2BR-5-TAA CCT CCA
CCC CAA GAG AG-3'(PUNALES; GRAF; GROSS; MAIA, 2002), por ser a sequéncia



onde a mutacdo Met918Thr, causadora de 95% dos casos de NEM 2B, pode
acontecer (Figura 1).
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Figura 1 - Visdo geral das mutac¢des conhecidas no gene RET e suas doenc¢as humanas
associadas. A estrutura do RNAm e a proteina RET estédo representados esquematicamente. As
mutagdes responsaveis para as diversas sindromes de cancer herdadas e a localizagdo das
mutacdes em relacdo aos éxons e os dominios funcionais sdo mostrados. As mutagdes mais
comuns que sdo encontrados em cerca de 95% dos casos NEM 2A e CMTF estéo representadas
em negrito, € mutagcbes NEM 2B estdo representados em italico. Os primers de PCR foram
selecionados para amplificar a regiao do éxon 16 correspondente a mutagdo M918T.

O fragmento amplificado foi digerido com a enzima de restricdo Fok/ (Biolabs
®) de acordo com as instru¢gdes do fabricante, seguida de eletroforese em gel de
agarose a 1,5% (Gibco-BRL), corado com brometo de etidio, para visualizagdo em

transiluminador ultravioleta (Ultra Lum).

Contagem de hemacias

Para a contagem de hemacias, primeiro foi feita uma diluicdo de 10 pL de
sangue em 1,99 mL de liquido de Hayem (Diluicdo final 1:200). As células foram
contadas na camara de Neubauer. A contagem foi feita em cinco quadrantes. Para o
calculo final do numero de eritrocitos por mm? de sangue, o numero de eritrocitos
contados foi multiplicado por 10.000 (5x10x200 = 10.000).



Dosagem de hemoglobina

Para a dosagem de hemoglobina foram utilizados 5 mL do reagente de cor do
kit Doles e 20 yL do sangue total. A absorbéancia foi lida em espectrofotdmetro em 540
nm.

Para o calculo do fator foi empregada a férmula: Fator (F) = valor do
padrao/absorbancia do padrao.

Em para o calculo da hemoglobina foi utilizada a formula Hg (g/dl) =
absorbancia T x Fator (F).

Nao foi possivel determinar os indices hematimétricos devido a falta dos

resultados do hematdcrito pela auséncia de microcentrifuga de capilar no laboratorio.

Contagem diferencial dos leucécitos

O distendido sanguineo para contagem de células leucocitarias foi feito com
uma gota do sangue coletado no tubo contendo anticoagulante. A ldmina na qual o
distendido foi feito foi corada com coloragdo hematoloégica pandtica e levada para
visualizacdo em microscopio O6ptico. Foram entdo contadas 100 células,
diferenciando-as entre neutrofilos, baséfilos, eosindfilos, linfécitos e mondcitos. O

numero de ceélulas foi transformado em porcentagem.

Contagem total de leucécitos
Para a contagem dos leucécitos foi feita uma diluicdo de 10 yL de sangue em

190 pL de liquido de Turk (diluicdo final 1:20). A contagem foi feita em camara de
Neubauer nos quatro reticulos maiores. Para se obter o numero total de leucdcitos, o

numero obtido foi multiplicado por 200, ja que a diluigédo foi de 1:20.

Calculo do numero absoluto
Para se calcular o numero absoluto de cada leucdcito encontrado, foi utilizado
o seguinte calculo: P x L/100 = Va/mm
P = porcentagem do leucdcito encontrado
L = contagem total de leucdcitos
Va = Valor absoluto do leucdcito



Dosagens bioquimicas

Os procedimentos para o HDL, LDL, glicose, ureia e acido urico foram
realizados de acordo com as instru¢des do fabricante conforme orientagdes descritas
na bula dos diferentes kits da Doles.

Nao foi possivel realizar a dosagem de TGO/TGP do soro dos individuos, pois

este kit estava em falta no laboratorio.

4. RESULTADOS

A partir da analise de qualidade de vida dos voluntarios observou-se que 80%
(16) dos avaliados fazem consumo de alimentos industrializados com frequéncia, 90%
(18) fazem consumo de bebidas alcodlicas, 70% (14) trabalham ou estudam em local
com intensa movimentagdo de veiculos, somente 15% (3) sdo expostos com
frequéncia aos raios-X e 70% (14) dos voluntarios consideram-se pessoas saudaveis.

Os resultados desta avaliacdo estdo descritos com mais detalhes na tabela 1.



Tabela 1: Resultados do questionario de avaliagdo de qualidade de vida.

Vol S 2. Consome 2.1 3. 3.1 3. Frequéncia 4. 4.1Frequéci 5. 6. Dor no corgo 7. 8. movimentagao 9. Movimentagéo de 10. 11. Frequéncia 12.
unta e bebidas Frequé Alimentag Produtos alimentos Exercici aexerciciosfi Desconf nos ultimos 2 Exposicédo de veiculos onde veiculos onde Frequéncia exposigao a Saude
rio X alcodlicas ncia ao organicos industrializados2 os sicos orto meses a luz solar mora trabalha/ estuda exame de raio-X considera
[ saudavel fisicos fisico rotina da
1 M Sim Sempr Nao Nao Sempre Sim Frequentem Nao Nenhuma Sempre Nao Sim Frequenteme Raramente Muito boa
RE e ente nte
2 M Nao Freque Depende As vezes Frequentemente Nao Raramente Nao Leve Frequente Moderada Sim Frequenteme As vezes Boa
RE nteme mente nte
nte
3 M Sim Freque Depende As vezes Frequentemente Nao Raramente As Leve Frequente Nao Sim Nunca Nunca Boa
RE nteme vezes mente
nte
4 M Sim Sempr Nao As vezes Frequentemente Sim Sempre Sim Moderada Sempre Sim Sim Frequenteme Frequentemen Ruim
RE e nte te
5 M Sim Freque Depende Sim Frequentemente Sim Frequentem As Leve Frequente Nao Moderada Raramente Raramente Boa
nteme ente vezes mente
nte
6 F Sim Freque Sim Sim Frequentemente Sim Frequentem Nao Leve Sempre Sim Sim Frequenteme Raramente Muito boa
nteme ente nte
nte
7 F Sim As Sim Sim Frequentemente Sim Frequentem Sim Leve Sempre Sim Sim As vezes Nunca Boa
vezes ente
8 F Sim Freque Depende Nao Frequentemente Nao X X Leve Frequente Sim Moderada Frequenteme Nunca Razoavel
nteme mente nte
nte
9 F Sim Freque Depende As vezes Frequentemente Nao Raramente Nao Leve Sempre Moderada Moderada Sempre As vezes Muito boa
nteme
nte
10 F Sim Sempr Nao Nao Frequentemente Sim Sempre Sim Intensa Sempre Moderada Sim Frequenteme Frequentemen Boa
e nte te
11 F Sim Freque Sim Sim Frequentemente Sim As vezes As Leve As vezes Sim Sim As vezes Raramente Razoavel
nteme vezes
nte
12 F Sim As Depende Sim Frequentemente Nao X Nao Moderada Frequente Sim Moderada Frequenteme Raramente Razoavel
vezes mente nte
13 X Sim Freque Sim Sim Raramente Sim Sempre Nao Leve Sempre Sim ? As vezes As vezes Boa
nteme
nte
14 M Sim Freque Depende Sim As vezes Sim Sempre As Leve Frequente Sim Sim Frequenteme Raramente Muito boa
nteme vezes mente nte
nte
15 F Sim As Depende As vezes Sempre Nao Raramente As Leve Frequente Moderada Sim Raramente Raramente Razoavel
vezes vezes mente
16 M Sim Sempr Sim Sim As vezes Sim Sempre As Leve Frequente Moderada Sim As vezes Raramente Boa
e vezes mente
17 F Sim As Depende As vezes Frequentemente Sim Raramente Nao Moderada Rarament Nao Sim Nunca Nunca Muito boa
vezes e
18 M Sim As Sim Sim Raramente Sim Sempre Nao Nenhuma Sempre Sim Moderada X Frequentemen Boa
vezes te
19 M Nao Raram Sim As vezes Frequentemente Nao As vezes As Leve Sempre Nao Sim As vezes Raramente Razoavel
ente vezes
20 M Sim Freque Sim Sim Frequentemente Sim Frequentem As Leve Frequente Nao Sim As vezes Nunca Muito boa
nteme ente vezes mente
nte

M = Masculino; F = Feminino; X = Nao respondeu; ? = Marcou mais de um item.
O modelo do questionario completo encontra-se como apéndice | ao final do texto.

Nal



Acerca das analises bioquimicas e hematoldgicas dos voluntarios, todos os
resultados ficaram dentro dos limites esperados de normalidade (Tabela 2). Isso vai de
acordo com as expectativas do estudo, levando em conta que os voluntarios eram pessoas
jovens, ativas e sem nenhum registro de enfermidades graves no passado. Os voluntarios
gue nao se consideravam pessoas saudaveis, afirmaram que isso deve pelos habitos de

vida, como tabagismo, consumo excessivo de alcool e sedentarismo.

Tabela 2: Valores médios encontrados a partir dos exames laboratoriais dos voluntarios.

Parametro analisado Valor de referéncia

Dosagem de hemoglobina 13,06 g/dL

Hemacias 4.150.000 milhdes/mm?®

Contagem total de leucécitos 6.450 /mm?®

Contagem diferencial de leucécitos Mondcitos 6%
Eosindfilos 4%
Neutrofilos 57%
Linfécitos 33%
Basdfilos @

Dosagem de Glicose 86,92 mg/dL

Dosagem de uréia 32,7 mg/dL

Dosagem de urato 4,86 mg/dL

Dosagem de LDL 91,2 mg/dL

Dosagem de HDL 125 mg/dL

Apos o procedimento de eletroforese dos fragmentos de DNA amplificados por PCR
(192 pb), observou-se que nenhum dos voluntarios é portador de mutagao no éxon 16 do
proto-oncogene RET.

A enzima de restrigdo Fok1 utilizada teve a fung&o de clivar o fragmento de DNA.
Caso estivesse presente a mutagdo estudada no éxon 16 (Met918Thr), o fragmento de DNA
nao seria clivado. O perfil de digestdo pode ser observado e comparado no gel de agarose

com bandas (Figura 2).
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192 bp
119 bp
73 bp

Figura 1 — Perfil de digestdo do gene RET com a enzima de restrigdo Fok1. Em 1 e
3, perfil de digestédo do fragmento de 192 pb gerando os fragmentos de 119 pb e 73 pb. Em
2 e 4, o perfil de amplificagdo sem digestdo com a enzima Fok1. O alelo normal tem a
sequéncia 5’GGATG3’ e o alelo mutado 5 GGATC3'. A enzima Fok1 cliva no sitio de
restricdo 5’GGATG(N)9|3".

Levando em consideragdo que nenhum dos sujeitos da pesquisa apresentava
historico de NEM 2B na familia, a auséncia da mutagado Met918Thr sugere nao ter ocorrido
mutagcédo espontanea no gene RET dos individuos. Apesar disso, ndo se pode excluir a
possibilidade de alteragdo do funcionamento da proteina RET, pois ainda ndo se sabe até
que ponto o tabagismo pode modular a atividade desta proteina e causar um caso

esporadico da doenga.

5. DISCUSSAO

A NEM 2B apresenta um fendtipo unico que inclui ganglioneuromatose difusa da
lingua, labios, olhos e do trato gastrointestinal. Quando ha o envolvimento gastrointestinal,
sdo notaveis os sintomas como a diarréia, constipacido intermitente, dor abdominal,
megacolon e ocasionalmente obstrugcéo intestinal. Acredita-se que a diarréia presente a
partir desse envolvimento, ocorra em resposta a uma liberagao de fatores humorais como
a calcitonina. No ambito geral, as condigdes intestinais dos pacientes estao relacionadas a
uma contratilidade baixa e peristaltismo defeituoso devido a ganglioneuromatose e uma

possivel fiboromatose (Barrows et al., 2006; Maia et al., 2005).



Outro fenotipo caracteristico deste subgrupo é o habito marfandide com
extremidades longas, hiperextensao de articulagbes e anormalidades epifisarias (Maia et
al., 2002). CMT costuma aparecer muito cedo em pacientes com NEM 2B, geralmente
durante o primeiro ano de vida (Toledo et al., 2006; Waguespack et al., 2011; Zhu et al.,
2010). Sendo menos comum, mas passivel de ser detectado, pode ocorrer o aumento da
pressdo intraocular, manchas oculares e o enrijecimento dos nervos da cérnea, o que
demonstra a importancia de uma observacéo e conhecimento dos sinais e sintomas extra-
tiredide pelo clinico responsavel (Barrows et al., 2006). Foi encontrado também na
literatura, um caso de emergéncia respiratéria aguda, em virtude da compressao traqueal
por um linfoma e um timoma em um paciente diagnosticado com NEM 2B (Dharmshaktu et
al., 2013).

Estima-se que nos Estados Unidos as neoplasias enddcrinas multiplas afetem 1 a
cada 30000 individuos. A mais rara de todas as NEMs é a NEM 2B e ela representa 5% de
todos os casos de NEM 2. O carcinoma medular de tiredide (CMT) associado a NEM-2
possui incidéncia de 1:30.000 individuos, ocorrendo expressao de doenca em mais de 90%
dos portadores de mutagdes no proto-oncogene RET. A mortalidade das NEM 2 chegava
a 20%, porém com a disponibilidade do rastreio genético para mutagdées no RET, essa taxa
caiu para 5% (dos Santos, 2006; Prabhu et al., 2004; Toledo et al., 2006).

A proteina codificada pelo gene RET é muito expressa em diferentes estagios do
desenvolvimento, principalmente durante a migracdo embriologica. Esse gene tem
importante papel no desenvolvimento de células derivadas da crista neural e células
paratireoideanas derivadas dos arcos braquiais. O RET proporciona o controle da
proliferagdo, diferenciacdo, migracdo e apoptose celular. Ele também interage com a
proteina GDNF (Glial cell line-derived neurotrophic factor) e seu receptor GFRa-1 (GDNF
family receptor alpha one) proporcionando a sobrevivéncia de células neurais (Toledo et
al., 2006).

O gene RET é entdo caracterizado como um proto-oncogene e seu processo de
splicing alternativo da origem a diferentes isoformas da proteina, sendo as trés principais
isoformas a RET9, RET49 e RET51 que se diferenciam pela quantidade de aminoacidos
presentes na regiao C-terminal (de Miranda, 2010; Salehian; Samoa, 2013). A proteina RET
possui um dominio N-terminal extracelular que tem o GDNF como ligante, um dominio
transmembrana hidrofébico e um dominio intracelular tirosina quinase, que possui residuos
de tirosina que variam de acordo com a isoforma proteica (Salehian; Samoa, 2013). Quando

esse gene sofre mutagdes constitutivas ativadoras esse processo de controle celular &



perdido e isso esta fortemente associado ao desenvolvimento de neoplasias enddcrinas
tipo 2 (Cranston et al., 2006; Toledo et al., 2006).

Fumo e radiagao

Apesar de existirem discussdes sobre o fato de haver ou ndo um limiar para a dose
de radiagdo que vai de fato levar a um processo tumoral, sabe-se que existe uma forte
relacao entre radiacédo e cancer. Em casos de canceres esporadicos costuma-se observar
no paciente um longo periodo de laténcia até o surgimento dos primeiros sinais e sintomas
da doenca, o que mostra a importancia da utilizagdo de mecanismos moleculares para o
diagnostico mais precoce (Cohen, 2011).

No desenvolvimento de diversos tipos de tumores, tem sido evidente a participagao
de MicroRNAs na oncogénese. MicroRNAs sdo uma classe de RNA nao-codante pequeno
e endogeno envolvidos com processos de reparagao, regulagao e silenciamento de genes.
Diferentes estudos recentes mostram a diferenca dos niveis de tais MicroRNA’s apéds a
radiagdo ionizante, o que sugere e reforga a conhecida relagdo entre radiacédo e
tumorigénese(Kwak et al., 2010; Marta et al., 2015).

Pacientes com NEM 2B esporadica sdo raros, pois mesmo apds exposi¢cao a
radiagdo o organismo ainda possui diversas ferramentas de reparo de DNA que incluem
enzimas reparadoras, células especializadas do sistema imune que reconhecem outras
células tumorais e a apoptose (Cohen, 2011; Salehian; Samoa, 2013). Logo, para que se
estabelega a doenga, as células tumorais tém de sobreviver mesmo na presenga de 3
tantos fatores adversos.

Sabe-se que os radicais livres possuem potencial de gerar diversos processos
tumorais, porém o préprio organismo humano é capaz de balancear a quantidade desses
compostos nas células com a producdo de antioxidantes enzimaticos ou ndo-enzimaticos,
como superoxido dismutase (SOD), catalaseglutationa e tioredoxina (Qiao et al., 2014;
Ushio-Fukai; Nakamura, 2008).

Estudos revelaram recentemente que as concentracdes intracelulares de EROs e
H202, que pode gerar OH’, podem modular a atividade da proteina RET, responsavel pelo
desenvolvimento de diversas enfermidades humanas, incluindo NEM 2A, NEM 2B,
Carcinoma Medular da Tire6ide Familiar e Doenga de Hirschsprung, pelo fato de induzirem
auto-fosforilagdo da proteina RET mutada (Bedard; Krause, 2007; Murakumo et al., 2006).
Além disso, linhagens celulares contendo proteina RET mutada apresentam concentragdes
diminuidas de SOD, favorecendo a ag¢do de radicais livres nessas células (Qiao et al.,
2014).



Mutacoes

A NEM 2B é causada por mutagdes missense de linhagem germinativa no gene RET
e acredita-se que essas mutagdes possam transformar o RET em um proto-oncogene
dominante. A NEM2B é quase sempre decorrente de uma mutagao de novo, sendo comum
nao encontrar outros casos na familia de um individuo afetado. Essa falta de historico
familiar torna o rastreamento dificil em recém nascidos (Cranston et al., 2006; Lee et al.,
2010).

Uma mutacdo em um unico aminoacido da regido intracelular do receptor
(Met918Thr) é responsavel por cerca de 95% dos casos de NEM 2B (Figura 3) (Cranston
et al., 2006). A mutacdo Ala883Phe esta presente em cerca de 4% de todos os casos de
NEM2B e mutagdes ja relatadas, porém rarissimas, incluem Ser922Tyr e Tyr806Cys
(Grafico 1) (dos Santos, 2006).

Figura 3: Representacdo da proteina RET normal e com mutacdo Met918Thr levando a

autofosforilagao dos residuos de tirosina.
Normal Normal + GNDF
——— g
Mutag¢do no cédon 918
(NEM 2B)
Met —-Treo

Fonte: Adaptado de Santoro et al. (2002).

Grafico 1: Representagdo da frequéncia das principais mutagdes que levam ao quadro de NEM 2B

na populagao.
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1%

B Met918Thr
B Ala883Phe

Ser922Tyr e Tyr806Cys

Fonte: dos Santos (2006).

Diagnéstico molecular

Em casos de NEM 2 ou CMT, a investigagao profilatica torna-se obrigatéria quando
ha confirmagao de pelo menos um caso na familia. O diagndstico precoce visa diminuir a
as taxas de morbidade e mortalidade nos grupos de risco, principalmente em se tratando
da NEM 2B, que costuma apresentar quadros metastaticos agressivos ainda muito cedo
na infancia (Hauache et al., 2003; Maia et al., 2002; Salehian; Samoa 2013). Além disso,
o diagndstico molecular da NEM 2B é uma ferramenta importante na confirmagao de
diagndstico clinico de CMT e auxilia na indicagao de tireoidectomia preventiva (dos Santos
et al., 2007; Toledo et al., 2006).

O rastreio genético para a NEM 2 (descrito na figura 4) em grupos de risco consiste
na busca por mutag¢des no proto-oncogene RET durante os primeiros anos de vida. Sendo
o resultado do rastreio negativo, considera-se para o individuo que a possibilidade de
desenvolver a doenga € a mesma da populagao geral. Ou seja, inclui a probabilidade de
apresentar mutagao de novo no gene RET (Elisei et al., 2007; Lee et al., 2010; Maia et al.,
2002).
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Figura 4: Protocolo para o rastreio genético de mutagdo no RET.

Avaliacdo da pureza e

Coleta de material biolégico Extragdo do DNA concentragdo do DNA
= 4 » gendmico
(pungdo venosa periférica) (metodologia do sal)

(espectrofotometria)

l

Seqienciamento génico do

caso indice Detecgdo do DNA Amplificagdo dos hot-spots
(controle mutante gendmico gendmicos
intrafamiliar) (gel de agarose) (PCR)
A
y
Confirmacao da A
mutacao
o Rastreamento génico dos
(enzimas de familiares sob-risco e do
restricao) controle mutante familiar
~Caso indice
v (DGGE)

Tireoidectomia
total

positivo para mutacio negativo para mutagio
Dispensa de seguimento
clinico

Fonte: dos Santos (2006).

Estima-se que 95% dos individuos afetados pela NEM 2 possuam mutacao
detectavel no gene RET, sendo as mais prevalentes mutagdes nos éxons 10, 11 e 16
(Toledo et al., 2006).

O padrao-ouro para detecgdao de mutagcbes causadoras de doengas € O
sequenciamento de DNA direto, entretanto para familias com alto risco de heranca de
mutacdo ja estdo sendo aplicados diferentes métodos moleculares de rastreio genético,
como conformation sensitive gel electrophoresis (CSGE), denaturating gradient gel
electrophoresis (DGGE) e single strand conformational polymorphism (SSCP) (Chen et al.,
2010; dos Santos et al., 2007). Apesar disso, no estudo de Lee et al. (2010), a avaliagéo
histolégica dos tecidos acometidos também foi incluida para que o paciente fosse
encaminhado paratireoidectomia total.

O sequenciamento génico é feito nas fitas sense e anti-sense e ha incorporagéo de

dideoxinucleotideos (ddNTPs) marcados durante a reagdo de extens&o. Posteriormente



ocorre a analise dos ddNTPs adicionados e com auxilio de programas computacionais &
possivel reconhecer alteragdes nos codons, caso haja mutagéo génica (dos Santos, 2006).

O CSGE & um método utilizado par avaliar a variagdo de sequéncias em genes com
varios éxons e parece apresentar maior sensibilidade do que outros métodos como SSCP,
DGGE e enzimas de restricdo. Um estudo de Santos e colaboradores (2007) demonstrou
que essa técnica é eficiente na detecgcao de mutagdes hot spots do gene RET. O CSGE
consiste na utilizagdo de um gel de acrilamida enriquecido que proporciona um ambiente
desnaturante. Essa desnaturacdo promove variagdes na conformacao das fitas de DNA
detectaveis até mesmo em polimorfismos de um unico nucleotideo (SNP) que sao
visualizadas a partir do diferente padrao de migragcéo das cadeias no gel (dos Santos et al.,
2007; Galeano et al., 2009; Ganguly, 2002).

A técnica de SSCP se baseia na diferenca conformacional de estrutura terciaria de
fragmentos de DNA fita simples mutados que s&o detectados por eletroforese em gel de
poliacrilamida ndo desnaturante (dos Santos, 2006; Galeano et al., 2009). Essa técnica ja
€ amplamente utilizada no rastreio de mutagées em grupos de risco para a NEM2B, ela
possui 80% de sensibilidade, portanto € importante ndo descartar a possibilidade de
resultados falso-negativos (dos Santos, 2006; ) HERMES, 2015).

A DGGE é uma técnica que tem como objetivo criar um ambiente composto por
substancias desnaturantes em que a temperatura de desnaturagdo € superior a
temperatura de desnaturacdo do DNA dupla fita. Dessa forma, as cadeias de DNA séao
completamente separadas em fitas simples e, na presenca de mutacao, irdo apresentar
diferentes temperaturas de desnaturacdo que pode ser obsevada pela diferengca de
mobilidade pelo gel e pelo contraste com a fita de DNA controle. Essa técnica ja se mostrou
muito eficiente no rastreamento de mutagdes hot spots do RET (dos Santos, 2006).

Diagnéstico Bioquimico

A utilizagdo da calcitonina como marcador tumoral é muito importante na
investigacdo da NEM 2B. A dosagem dessa substéncia € um método relativamente barato
e eficaz para o para avaliar hiperplasia de células C e presenca de tumor na tireoide. A
calcitonina € um horménio secretado pelas células C ou parafolicularestireoideanas e suas
concentracdes encontram-se elevadas em pacientes que apresentam CMT isolado ou em
conjunto com alguma NEM 2 (Hauache et al., 2003).

As analises de calcio sérico e concentragao de catecolaminas também fazem parte

do rastreio da doenga, mas por ndo se mostrarem tdo sensiveis quanto a dosagem de



calcitonina sédo frequentemente excluidos da bateria de exames para diagndstico ou

acompanhamento (Maia et al., 2002).

6. CONSIDERAGOES FINAIS

No inicio dos anos 2000 houve uma grande producdo de artigos cientificos
abordando os aspectos da NEM 2B no Brasil, porém observa-se uma queda de estudos
recentes acerca do assunto. A NEM 2B € uma doenga agressiva e que se manifesta muito
precocemente nos portadores de mutagédo no proto-oncogene RET.

O rastreamento das diferentes formas do proto-oncogene RET por meio das técnicas
moleculares fornecem informagdes essenciais para um diagnodstico precoce. Os diversos
métodos moleculares de diagndstico, como CSGE, DGGE, SSCP e sequenciamento
génico, apesar de serem técnicas relativamente caras, podem ser utilizados no rastreio de
mutagdes que impossibilitam o bom funcionamento da proteina RET, ocasionando uma
melhora na condigao geral do paciente, ja que é possivel iniciar o tratamento antes mesmo
dos primeiros indicios da presengca da NEM2B.

Apesar de nao ter sido detectada mutacdo nos fragmentos de DNA dos voluntarios
deste estudo, outros estudos mostraram possivel relagéo entre o tabagismo e a alteragao
da atividade da proteina RET. Este trabalho ressalta a importancia de se investir em
maneiras de aumentar a qualidade de vida de pacientes com NEM 2B e pessoas que

carregam mutagdes que levam a este quadro.
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Documento de anuéncia para utilizagao das instalagées do Labocien.

De: Gerencia do Labocien — Profa Magda V. C. Branco Silva Discente (s): Lauar Monteiro
e Daniel Costa Orientador: Profo Dr. Paulo Roberto Queiroz Curso: Biomedicina

Para: Coordenadora do CEP/Uniceub — profa Marilia Jacome Ref.: de PIC voluntario —
20/2015

1. PROJETO: Diagnostico e relagao genética e bioquimica da neoplasia enddcrina multipla
tipo 2B 1. SINTESEDOMETODO:

“[...] O objetivo geral deste projeto sera determinar o polimorfismo e a frequéncia do gene
causador da NEM2B em um grupo de 30 pessoas com mais de 18 anos. preferencialmente
fumantes, da comunidade académica do Centro Universitario de Brasilia (UniCEUB). Cada
participante doara 3 trés tubos de sangue (aproximadamente 15 mL) para pesquisa: dois
tubos de EDTA, que serdo destinados a extracdo do material genético e avaliagéo
hematoldgica e um tubo com gel, para os exames bioquimicos. A coleta de sangue sera
realizada pelos pesquisadores da pesquisa que possuem treinamento para a execucao do
procedimento e ficardo sob a responsabilidade e monitoramento do pesquisador
responsavel pela pesquisa.

Com o material biologico coletado serdo feitos os seguintes procedimentos:
i Extracao de DNA gendémico dos leucdcitos;
i Diagnostico de mutagao no proto-oncogene RET;
i Contagem de hemacias;
i Dosagem do hematdcrito;
i Dosagem de hemoglobina e;

i Dosagens bioquimicas - TGO/TGP. [..]” 2. ANUENCIA: Apds completa
tramitacdo pelas demais instancias institucionais consultivas e deliberativas,
observando as regras funcionais do Labocien (prazos e disponibilidade dos materiais
e espagos compartilhados) o Labocien se posiciona favoravel a realizagdo dos
procedimentos de coleta e processamento de amostras da pesquisa em questao.

Houve encaminhamento dos insumos para cotagdo e aquisi¢ao ocorrera respeitando os
limites estabelecidos pelo Edital do 140 Programa de Iniciagdo Cientifica — 2015- 2016
dentro do limite orcamentario para o PIC. Apds término dos tramites o pesquisador devera
realizar agendamento das atividades na secretaria do Labocien.

Magda Vergosa Carvalho Branco Coordenadora do Labocien Brasilia 2015.



PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA Titulo da Pesquisa: DIAGNOSTICO E RELACAO
GENETICA E BIOQUIMICA

ENDOCRINA MULTIPLA TIPO 2B Pesquisador: Paulo Roberto Queiroz
DA NEOPLASIA

Area Tematica: Genética Humana: (Trata-se de pesquisa envolvendo Genética Humana
gue nao necessita de analise

ética por parte da CONEP;);

Versao: 2 CAAE: 51121015.1.0000.0023 Instituicao Proponente: Centro Universitario
de Brasilia - UNICEUB Patrocinador Principal: Centro Universitario de Brasilia - UNICEUB

DADOS DO PARECER Numero do Parecer: 1.442.902
Apresentagao do Projeto:

As Neoplasias Endocrinas Multiplas (NEM) sao disfungdes de carater autossémico
dominante que acarretam no aparecimento de diversas neoplasias em diferentes tecidos
glandulares comprometendo o sistema endocrino por inteiro. A NEM pode aparecer na
forma de NEM 1 e NEM 2 que pode ser classificada como NEM2A e NEM2B. Pacientes
com NEM2B apresentam carcinoma medular da tiredide (CMT), feocromocitoma,
ganglioneuromas e habitos marfanoides. O objetivo geral deste projeto sera determinar o
polimorfismo e a frequéncia do gene causador da NEM2B em um grupo de individuos por
método molecular. Serdo recrutados 30 participantes da pesquisa por meio de convite.
Ap0s selegao dos voluntarios o sangue desses

participantes sera coletado e o DNA obtido. Em seguida, sera feita uma analise molecular
e levantamentos bioquimicos e hematologicos. Os dados gerados pela aplicacédo de um
questionario de habitos de vida sera confrontado com os dados moleculares, bioquimicos
e hematologicos visando estabelecer um padrao para o gene NEM2B.

Objetivo da Pesquisa:
O objetivo geral deste projeto sera determinar o polimorfismo e a frequéncia do

Endereco: SEPN 707/907 - Bloco 6, sala 6.110, 10 andar Bairro: Setor Universitario CEP:
70.790-075 UF: DF Municipio: BRASILIA Telefone: (61)3966-1511 E-mail:
cep.uniceub@uniceub.br
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gene causador da NEM2B em um grupo de individuos por método molecular.O estudo sera
feito dentro do UniCeub

Avaliacao dos Riscos e Beneficios:

Trata-se de um estudo inédito, e os beneficios serdo inumeros para o conhecimento da
doenga e para os participantes, realizagdo de exame de sangue para detecgdo das
anomalias e, em caso de ocorréncia, sera encaminhado para atendimento médico. O risco
€ o inerente da venopunctura, porém, medidas de protecdo em decorréncia dos
procedimentos estdo previstas;

Comentarios e Consideragoes sobre a Pesquisa:
Trata-se deum estudo bem feito desenhado e escrito. Sera de facil realizagéo.
Consideragoes sobre os Termos de apresentacao obrigatoéria:

O projeto apresenta toda documentagdo necessaria de forma correta, em consonancia
como os dispositivos da Resolugcédo no 466/12 do Conselho Nacional de Saude.

Recomendacgoes:

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

XI.1 - A responsabilidade do pesquisador € indelegavel e indeclinavel e compreende os
aspectos éticos e legais. Xl.2 - Cabe ao pesquisador: c) desenvolver o projeto conforme
delineado;

d) elaborar e apresentar os relatérios parciais e final; e) apresentar dados solicitados pelo
CEP ou pela CONEP a qualquer momento; f) manter os dados da pesquisa em arquivo,
fisico ou digital, sob sua guarda e responsabilidade, por um periodo de 5 anos apds o
término da pesquisa; g) encaminhar os resultados da pesquisa para publicagdo, com os
devidos créditos aos pesquisadores associados e ao pessoal técnico integrante do projeto;
e h) justificar fundamentadamente, perante o CEP ou a CONEP, interrupgéo do projeto ou
a nao publicacdo dos resultados. Observacdo: Ao final da pesquisa enviar Relatério de
Finalizacdo da Pesquisa ao CEP. O envio de

Enderego: SEPN 707/907 - Bloco 6, sala 6.110, 10 andar Bairro: Setor Universitario CEP:
70.790-075 UF: DF Municipio: BRASILIA Telefone: (61)3966-1511 E-mail:
cep.uniceub@uniceub.br
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relatérios devera ocorrer pela Plataforma Brasil, por meio de notificagdo de evento. O
modelo do relatério encontra-se disponivel na pagina do UniCEUB

http://www.uniceub.br/instituicao/pesquisa/ins030_pesquisacomitebio.aspx, em Relatério
de Finalizacdo e Acompanhamento de Pesquisa.

Conclusoées ou Pendéncias e Lista de Inadequagoes:
O projeto ndo apresenta pendéncias, estando em condi¢cdes de ser aprovado.
Consideragoes Finais a critério do CEP:

Protocolo previamente avaliado por este CEP, com parecer N° 1.442.824/2016, tendo sido
homologado na 3a Reuni&do Ordinaria do CEP-UniCEUB, em 04 de margo de 2016.

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:
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Situagao do Parecer:

Aprovado

Necessita Apreciagao da CONEP:

N&o

BRASILIA, 08 de Marco de 2016

Assinado por:

Marilia de Queiroz Dias Jacome (Coordenador)




8. APENDICE |

Questionirio — Qualidade de Vida

Liste questiondrio tem o intuito de avaliar seus hibitos, saide e
qualidade de vida em geral. Por favor, responda todas as questoes
e, mesmo que vocé nio tenha certeza de alguma resposta, escolha
alguma das alternativas que mais se aproxime do real. Muito
obrigado pela participagao.

Idade: Sexo: F ()M ()

1)Vocee fuma?
Sim ( ) Nao () Socialmente ()

2) Faz consumo de bebidas alcodlicas?
Sim () Nao ()

2.1) Com que frequéncia?

Sempre () Frequentemente ( ) As vezes () Raramente ()
Nunca ()

3) Vocé se alimenta de maneira sauddvel?

Sim () Niao () Depende ()

3.1) Na escolha dos alimentos, vocé da preferéncia & produtos
organicos ou naturais?

Sim () Nao () As vezes ()

3.2) Com que frequéncia voce faz consumo de alimentos
indust rializados?

Sempre () Frequentemente ( ) As vezes () Raramente ()
Nunca ()

4) Vocé pratica exercicios fisicos?

Sim () Nao ()

4.1) Com que frequéncia?
Sempre ( ) Frequentemente ( ) As vezes ( ) Raramente ()
Nunea ()

5) Vocé costuma sentir algum desconforto fisico?
Sim () Nao () As vezes ()

6) Quanta dor no corpo voce sentiu nos tltimos 2 meses?

Nenhuma () Leve () Moderada () Intensa ()

7) Voceé se expoe i luz solar?
Sempre ( ) Frequentemente ( ) As vezes ( ) Raramente ()
Nunea ()

8) Ha muita movimentacao de veiculos no local onde vocé mora?
Sim ( ) Nao () Moderada ()

9) HA muita movimentacio de veiculos no local onde voceé
trabalha/ estuda?
Sim ( ) Nao () Moderada ()

10) Com que frequéncia vocé faz exames de rotina?
Sempre ( ) Frequentemente { ) As vezes ( ) Raramente ()
Nunea ()

11) Voce é exposto & Raio X com que frequéncia?

Sempre ( ) Frequentemente { ) As vezes ( ) Raramente ()
Nunea ()

12) Voce considera sua saide:
Excelente () Muito boa () Boa () Razodvel () Ruim ()
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