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INTRODUCAO

A proteina p53 vem sendo estudada hd 25 anos e desde entdo tem se
constatado sua importdncia no reparo a danos no DNA, garantindo a
sobrevivéncia da célula; mais que isso, impedindo quz células com danos
muito graves continuem se proliferando e gerando maleficios maiores a todo

organismo :

Ainda ndo se sabe ao certo o mecanismo que essa fosfoproteina nuclear de
53kDa utiliza para regular o ciclo celular entre as fases 61 e S, e promover
eventos de check points e de indugdo de apoptose ou morte celular
programada. A proteina p53 se liga ao DNA de maneira especifica, podendo
estar envolvida direta ou indiretamente na regulagdo da replicagdo do DNA,
ativacdo de genes e podendo ser ainda um fator de transcrigdo. Como fator
de transcricdo, esta proteina (p53) ativa outras rotas que envolvem por
exemplo p21, p27, BRCA 1, entre outras proteinas, mostrando que esta é

uma das proteinas-chave do ciclo celular %2,

O gene TP53 esta localizado no cromossomo 17p13, tem em torno de
20kb e é herdado de forma autossdmica dominante. Seu papel como
Supressor Tumoral vem sendo descrito em mais da metade dos cdnceres
humanos se encontra uma alteragdo em p53. Em células normais o gene TP53
é expresso em niveis basais, sendo observado maior expressdo em células

tumorais.*.



As mutacdes no gene parecem ocorrer antes da fase de progressdo na
evolucdo clonal celular, sendo anterior a neoplasia. A maioria dessas

mutacdes sdo “missense”, ou seja, levam a substituigdo de um aminodcido por
outro, podendo alterar a conformacdo, especificidade de seqiiéncia de
ligagdo ao DNA e sua fungdo como fator de transcrigdo ®. Na maioria dos
casos de mutagdo recessiva em um individuo heterozigoto as células
tumorais podem conservar apenas o alelo mutado e perder o alelo selvagem,
0 que caracteriza perda de heterozigosidade no tumor. Esse evento é
bastante comum entre os cdnceres humanos como conseqiiéncia da perda de
material cromossdmico, sendo um indicio de progressdo tumoral. Dessa
forma, o tecido tumoral pode ser comparado com o sangue periférico que
ird apresentar ambos alelos (selvagem e alterado), sendo esta mais uma

forma de observar alteracdes na proteina p53 em tecidos alterados .

Além de mutagdes associadas ao cdncer, vdrios polimorfismos té€m sido
descritos localizados tanto em regides codificantes quanto em ndo-
codificantes do gene °. Estudos indicam que alelos polimérficos
preferenciais do gene podem estar envolvidos na suscetibilidade e
predisposicdo ao cdncer, sendo possivel identificd-los pelo uso de enzimas

de restricdo 7%1°.

Na progressdo maligna do Eséfago de Barrett, sdo encontradas
anormalidades cromossdmicas e instabilidade gendmica, perdas alélicas do
gene TP53 além do aumento da expressdo desse gene. Esdfago de Barrett e
uma complicacdo da doenga do refluxo gastroesofdgico, que sendo tfambém
uma desordem pré-maligna, pode levar ao desenvolvimento de
adenocarcinoma em 10% dos cascs. A alteracdo histoldgica observada € a

troca do epitélio escamoso estratificado por epitélio colunar especializado,



diagnosticado rotineiramente por endoscopia e bidpsia do esdfago e

Visto que a maioria dos pacientes com Eséfago de Barrett é assintomatica
(o nimero de casos pode ser vinte vezes maior), e que esta € a neoplasia que
vem aumentando com maior freqiiéncia na populacdo, tem se buscando a
identificacdo de pacientes com Esofago de Barrett com alto risco de
desenvolver adenocarcinoma através do progndstico molecular usando o

gene TP53 como marcador **,

O polimorfismo do cédon 72, localizado no éxon 4, codifica arginina (CGC) e
prolina (CCC) em alelos funcionalmente iguais. Esse polimorfismo é bastante
estudado quanto a correlagdo com desenvolvimento de cdncer, sendo
encontradas correlagées do polimorfismo a cdncer de eséfago associado a
HPV, cdancer de bexiga e cdncer cervical 015 Em um estudo realizado
anteriormente em nosso laboratério, comparou-se pela primeira vez o
polimorfismo do cédon 72 com amostras de pacientes portadores de
Es6fago de Barreit (comunicagdo pessoal). Ndo foi encontrada diferenga
significativa com os controles utilizados neste estudo. No entanto foi
detectado entre os pacientes perda de heterozigosidade e instabilidade

genomica.

A maioria dos polimorfismos encontrados no gene TP53 humano esta
localizada em introns, fora da regido consenso de sitios de splicing. Sdo 19
polimorfismos descritos, sendo que 6 sdo descritos em éxons e 12 em
infrons. O polimorfismo do cédon 213, localizado no éxon 6 2 0
polimorfismo 13494g->a no intron 6 '/, analisados neste trabalho, sdo pouco
encontrados na literatura, sem ainda uma freqiiéncia estimada na populagdo

brasileira °. O polimorfismo R213R, mantém o aminodcido arginina sendo o

céodon mais freqgliente corresponde a CGA e o polimérfico C66. O

O



polimorfismo na regido 13494 do intron 6 trds uma adenina no lugar de
guanina. Para ambos ndo foram enconfradas quaisquer diferengas

fenotipicas.

Segundo dados do IARC (International Agency for Research on Cancer), o
tipo de cancer que apresenta com mais freqliencia mutages somdticas no
gene TP53 é o cancer de eséfago ®. Em alguns estudos em cancer de eséfago
se encontra maior prevaléncia de mutagdes nos éxons 5-8 2, e Vos aponta
uma freqiiéncia maior de polimorfismos justamente nessa regido. Os éxons 5

a 8 codificam o dominio de ligagdo da proteina p53 com o DNA .

A maioria dos estudos faz uso de SSCP (Single-Strand Conformation
Polymorphism) como método principal de andlise dessa regido. Esta técnica
estd sujeita tanto a resuliados falso positivos quanto falso negativos, e
assim, deve ser considerada uma técnica de triagem e, sempre confirmada
por seqiienciamento ou digestdo com enzimas de restricdo ®. Dessa forma
se faz necessdria a padronizagdo de técnicas que facilitem a identificagdo
desses polimorfismos, principalmente nessa regido entre os éxons 5 e 8,
bem como o estabelecimento das freqiiéncias encontradas em nossa

populagdo e em grupos de individuos com diferentes tipos de cancer.



e Padronizar a técnica de amplificagdo dos 4 éxons do dominio central

da proteina P53 em um sé produto de PCR;

e Padronizar a identificagdo dos polimorfismos R213R e 13494g—a no

éxon 6 e intron 6 respectivamente do gene TP53;

e Estimar a freqiiéncia desses polimorfismos numa populagdo controle

que representa a populacdo do sul do Brasil;

e Verificar se hd associagdo dos polimorfismos identificados com

alteracdes no tecido esofdgico e Esdfago de Barrett;

e Verificar a ocorréncia de perda de heterozigosidade nas amostras de

tecidos alterados de esofago quando comparado com tecido normal.



MATERIAIS E METODOS

Amostras da Populagdo

As 100 amostras de DNA utilizadas como controle provém de doadores do
Banco de Sangue do Hospital de Clinicas de Porto Alegre. Essas amostras de
DNA foram incluidas de forma aleatéria e mantidas em freezer a

temperatura de -20°C.
Amostras de Pacientes com alteragdes esofdgicas / Eséfago de Barrett

Entre os pacientes foram incluidos individuos que sdo portadores de
alteracdes no tecido esofdgico diagnosticados através de Endoscopia
Digestiva Alta e bidpsia. Neste grupo havia 13 pacientes com Esofago de
Barrett, e o restante apresentava alteragdes como hérnia hiatal e
inflamagdes cronicas discreta e moderada; num total de 45 individuos.
Estes pacientes realizam os exames de acompanhamento das alteracdes
esofdgicas periodicamente, o que tornard possivel re-analisar os resultados

deste trabalho de acordo com a progressdo do quadro clinico.

Os exames foram realizados pelo Gastroenterologista Dr. Fdbio Segal, no
Hospital Moinhos de Vento. Os pacientes concordaram em participar do
estudo através da assinatura do Termo de Consentimento Informado

(Anexo 1).



Extracdo de DNA

As amostras de pacientes e individuos controles tiveram DNA extraido de
10mL de sangue periférico em EDTA através da técnica de precipitagdo por

sais descrito por Miller et al., 1988 o

O DNA extraido das amostras de tecido esofdgico dos pacientes também

foi realizado através da técnica modificada de Muller et al., 1988 %°,

PCR Longo dos éxons 5 ao 8:

Neste trabalho foi realizada a Padronizacdo da Técnica de PCR Longo
envolvendo os éxons 5 ao 8 do gene TP53. Para isso foram utilizados
primers 5forward (upstream ao éxon 5) e 8 reverse (downstream ao éxon 8)

de acordo com Segal et al., 2004, conforme descrito anteriormente ',

O PCR foi realizado com 1U de Tag DNA Polimerase (Invitrogen life
thecnologies®); 5ul de tampdo da enzima (Tris-HCl 200mM, KCI 500mM); 5
puL de dNTP 0,2 mM (Invitrogen life thecnologies®); 15uL de MgCl:
(50mM), 1,0 uL de primers especificos na concentragdo de 20 picomdis para

um volume final da reacdo de 50 plL.

Em termociclador utilizou-se o programa com desnaturagdo inicial de 94°C
por 1 minuto, sequidos por 35 ciclos de 40 segundos a temperatura de 94°C
de desnaturacdo; temperatura de anelamento de 59°C; 72°C de extensdo e

extensdo final de 72°C por 10 minutos.
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A amplificacdo resulta num fragmento de 1619 pb que € visualizado pela

eletroforese em gel de agarose 1,2% corado com brometo de etidio.

Digestdo
Polimorfismo R213R (Exon 6):

Para identificagdo do polimorfismo R213R do éxon 6 foi realizada a digestdo do
produto de PCR longo com a enzima 7ag I (New England BioLabs®) que cliva o
sitio TCGA, conforme instrucdes do fabricante. Foram utilizados na digestdo
10 pL do produto de PCR num volume final de 30 pL. A reacdo foi mantida a
65°C em programa de termociclador por 2 horas e 30 minutos. Os sitios de

clivagem da enzima 7ag I no produto de PCR estdo representados na Figura 1.

Figura 1: Representacéio esquemdtica da digestdo do produto de PCR pela enzima 7agI.

UFRGS - BIRLIOTECA
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Polimorfismo 13494 (Intron 6):

A identificacdo deste polimorfismo foi feita através da digestdo do produto
de PCR longo pela enzima Msp I (NEB®) que cliva sitios CC66 conforme
instrucdo do fabricante.  Foram utilizados 10 uL do produto de PCR e 2U
da enzima Msp I, em volume final de 30 L. A reagdo foi incubada a 37°C em

banho seco.

X XK X %

)

)

(T
X o= XkXX

Figura 2: Esquematizacdo da digestdo do produto de PCR pela enzima Msp 1.

Ambos os produtos de digestdo foram submetidos a eletroforese em gel de

agarose 3%. O padrédo de bandas encontrado € visualizado na figura 3.
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Polimorfismo R213R Polimorfismo 13494 g->a

[ I I
PCR AA AG AG Al AG 66  M100pb

925pb

694pb 632pb
-356ph

309pb ...

3352b '299pb

2i6ph
168pb
424ph
120pb

Figura 3: Foto de gel de agarose na concentragdo 3%, O primeiro pogo contém o PCR ndo digerido de
~16kb, seguido de 3 digestdes com Tag I, 3 digestdes com Msp I e marcador de peso molecular de
100pb.



RESULTADO

PADRONIZACAO DA TECNICA DE PCR LONGO

A metodologia apresentada se mostrou adequada na amplificagdo de um
segmento relativamente longo que envolveu 4 éxons importantes na fungdo
da proteina p53.

IDENTIFICACAO DO POLIMORFISMO R213R (EXON 6)

Entre as amostras controles se observou uma predomindncia do alelo A, ndo
sendo encontrado homozigose do alelo polimérfico (6). Este foi apenas

encontrado em heterozigose em um individuo, conforme Tabela 1.

Tabela 1: Fregiiéncia genotipica e alélica para o polimorfismo R213R em pacientes e controles.

Grupo Gendtipo Alelo
AA AG GG A G
Controles 96 4 0 196 4

(n=100) (0,960) (0,040) (0,00) (0,980) (0,02)
Pacientes 35 1 0 71 1
(n=36) (0,972) (0,028) (0,00) (0,986) (0,014)

Esses resultados foram comparados com dados na literatura de uma

populacdo de origem turca **

, e ndo se observou diferenca significativa
entre as freqiiéncias do alelo polimérfico (Teste X* de Heterogeneidade,
XP0a=0,23¢ X?0,05.1=3,84). Comparando com uma populagdo americana também

ndo foi encontrada diferenca significativa, nem mesmo quando comparadas
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Esses resultados foram comparados com dados na literatura de uma populagdo
de origem turca *’(Nejat, 1996), e ndo se observou diferenca significativa
entre as freqiiéncias do alelo polimérfico (Teste X° de Heterogeneidade,
Xea0,23¢ Xe005.4=3,84). Comparando com uma populagdo americana também
ndo foi encontrada diferenca significativa, nem mesmo quando comparadas com
as subpopulages de Afro-americanos, Caucasianos, Hispanicos e da Costa do

Pacifico dentro desse mesmo estudo (p<0,05) .

Entre os pacientes as fregiiéncias encontradas para os dois polimorfismos
foram bastante semelhantes ao encontrado na populagdo controle, sem
diferenca significativa (Teste X de Heterogeneidade, Xea=0,11< X0 05:1=3,84).
O alelo polimérfico R213R também ocorreu apenas uma vez em heterozigose,

conforme Tabela 1.
IDENTIFICAC;'IO DO POLIMORFISMO 13494 G->A (INTRON 6)

A distribuigdo do alelo polimérfico (A) foi maior entre os individuos controles
da amostra se comparado com o polimorfismo R213R. O gendtipo predominante

foi do alelo selvagem, 70%, enquanto 25% dos individuos eram heterozigotos

(Tabela 2).

UFRGS - BlBL’IOT.F"“.
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Tabela 2: Fregiiéncia genotipica e alélica para o polimorfismo 13494g->a em pacientes e controles.

Grupo Gendtipo Alelo
- T e 2
Controles 4 25 71 33 167

(n=100) (0,040) (0,250) (0,710) (0,165) (0,835)
Pacien‘ré,s 00. | 12 33 12 78
(n=45) (0,000) (0,267) (0,733) (0,133) (0,867)

Sobrepondo as fregiiéncias encontradas em nossa populagdo com os dados da
populacdo de origem turca houve diferenca significativa (Teste X de
Heterogeneidade, X.=7,72 > Xo00s:=3,84).A populacdo de origem turca
analisada no estudo de Nejat obteve fregiéncia 0,3 de alelos polimérficos,

diferindo dos achados deste trabalho que encontrou 0,165.

Da mesma forma o polimorfismo do intron 6 ndo apresentou diferenca
significativa quando comparado com o grupo de pacientes (Teste X de
Heterogeneidade, X°.,=0,28 <« Xo051=3,84). Entre os pacientes ndo se
encontrou nenhum gendtipo homozigoto para o polimorfismo, apenas um
heterozigoto. No Grdfico 1 estd representado todo o comparativo entre o

grupo controle e o grupo de pacientes com alteragdes esofdgicas.
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freqliéncia alélica

R213R R213R 13494g->a 13494g->a
(controle) (pacientes) (controle) (pacientes)

6rafico 1: Fregiiéncia dos polimorfismos em controles e pacientes

As freqiiéncias encontradas entre os pacientes quando comparadas com os
individuos controles ndo apresentaram diferenga significativa (Teste X de
Heterogeneidade, X°.=0,11 < X005:=3,84 para o polimorfismo R213R; e
Xea=0,28< X0051=3,84). Isso nos indica que possivelmente ndo exista
correlagdo entre os polimorfismos identificados e alteragbes esofdgicas, ou

ndo foi significativo para essa amostra.

PERDA DE HETEROZIGOSIDADE (LOH)

Foram analisados 20 pares de amostras sangue e tecido dos pacientes para o
polimorfismo 13494g->a, e 19 para o polimorfismo R213R. Dentro dessa andlise,
sdo avaliados somente os individuos heterozigotos, que no grupo de pacientes
representou uma freqiiéncia de 0,45 do polimorfismo do intron 6, e somente

um individuo heterozigoto (5,3%) para o polimorfismo do éxon 6.




Em dois pacientes se encontrou perda de heterozigosidade do polimorfismo do
intron 6, mas nenhum para o polimorfismo do éxon 6. O alelo polimdrfico
presente na amostra de sangue periférico ndo foi mantido no tecido desses
dois pacientes, confirmando o estresse desse tecido, mesmo com a
preservagdo do alelo selvagem. Inferessantemente, um desses pacientes
apresentou displasia no seu tecido esofdgico, sendo um portador de Es6fago de
Barrett. O outro paciente em que se encontrou perda de heterozigosidade ndo
apresentava no momento da coleta de tecido alteragdes que caracterizasse a

condigdo de Es6fago de Barrett.

Figura 4: Representacdo de perda de heterozigosidade. Os bastdes cinza representam o alelo

selvagem(G) para o polimorfismo 13494g->a, e os verdes os alelos polimérficos (A). Nos dois casos
encontrados neste estudo € possivel que tenha ocorrido d perda do alelo polimérfico, se tornando G0,

conforme destacado na seta.



DISCUSSAG

A padronizagdo da técnica de PCR Longo foi importante desde o inicio do
trabalho principalmente na redugdo de custos, visto que utilizando apenas
um produto de PCR tfornou possivel identificar polimorfismos que estdo

contidos nessa regido amplificada (entre os éxons 5 e 8).

Em um estudo de uma populagdo de origem turca se verificou a presenca do
alelo polimérfico do intron 6 em 30% da amostra de individuos sauddveis
Isso pode indicar uma caracteristica da populagdo turca, sendo
interessantes aguardarmos novos estudos que informem as freqiiéncias de
cdncer nessa populagdo. Em outros estudos viu-se ainda que hd uma
pronunciada variagdo étnica em populagdes de origem chinesa e africana,
sendo a primeira com menor fregiiéncia do alelo polimérfico ®?*%*% Em
nossos estudos, ndo tivemos a intengdo de estratificar os grupos amostrais
em etnias, visto que o nosso objetivo foi o de buscar alguma associacdo dos
polimorfismos com situagdo de uma enfermidade com potencial de levar ao

cancer.

Os polimorfismos do infron e éxon 6 ndo apresentaram fregqiiéncias
significativamente diferente das amostras controle, o que nos leva a inferir
que ndo hd correlagdo entre esses polimorfismos e alteragoes esofdgicas e
Esofago de Barrett. Sendo esse o primeiro estudo que correlaciona os dois
polimorfismos do éxon 6 e intron 6 com as enfermidades esofdgicas se faz
necessdrio outros estudos comparando com outros cdnceres. Além disso,
com o acompanhamento dos pacientes da amostra controle serd possivel no
futuro re-analisarmos este mesmo trabalho de acordo com a evolugdo ou ndo

do Esofago de Barrett e adenocarcinoma entre esses individuos.
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As perdas de heterozigosidade legitimam a instabilidade genomica em um
cancer, além de ser um estimulo para o entendimento dos processos de
reparo do DNA nos eventos de replicagdo e recombinagdo, por exemplo
*(Thiagaligam, 2002). A perda alélica associada a carcinogenese de eséfago
foi constatada por Kawaguchi em 2000 para o polimorfismo do cédon 72, um
importante hotspot do gene TP53. Em outro estudo de perda de
heterozigosidade no cromossomo 17 o gene TP53 se mostrou ser importante
na evolucdo clonal de adenocarcinoma de Eséfago de Barrett °2°. Dessa
forma, a perda alélica sendo um importante indicio de progressdo tumoral
pode ser adotado como um marcador do progndstico para doengas como o
Esofago de Barrett. E poderd também interferir na escolha do melhor

tratamento dos pacientes e de terapias adjuvantes.

Os dois casos encontrados de perda de heterozigosidade localizados no
intron 6 reforcam os dados da literatura desses eventos estarem presentes
em tecidos alterados, e também realga a presenga desses eventos dentro da
regido ndo codificadora em que cada vez menos os pesquisadores se
arriscam a chamar de "DNA lixo". Ao contrdrio, alteragdes nessa regido
"lixo" podem alterar o fendtipo da proteina a ser codificada e tem grande

utilidade na compreensdo da expressdo génica ?’.

Ainda ndo foram realizados os segiienciamentos dos casos de perda de
heterozigosidade para afirmarmos a razdo para a enzima Msp I ndo ter
reconhecido o sitio CCGG. E provdvel que tenha ocorrido mutagdo no tecido,
sendo uma transigdo a->g num raro pareamento AC, seguido de um erro do

sistema de reparo que teria possibilitado um novo pareamento GC.
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Ja era esperado que houvesse menor proporgdo do polimorfismo no éxon 6,
visto que a seqliéncia codificadora € mais conservada que a regido intronica.
Principalmente porque a regido em que esse polimorfismo se encontra
representa uma regido de grande importdncia para a atividade da proteina
p53. A presenca maior do polimorfismo encontrada no intron 6, e a presenca
de perda de heterozigosidade, ndo representa menor importancia da regido

ndo codificadora.

Kawaguchi encontrou correlagdo entre o polimorfismo do cédon 72 e
pacientes com cdncer de esdfago associado a HPV '°. (kawaguchi, 2000).
Embora este estudo ndo tenha encontrado diferenca entre controles e
pacientes, ndo consta na literatura a averiguagdo dos polimorfismos R213R e

13494 g->a em pacientes com alteragdes esofdgicas e Es6fago de Barrett.

No caso da proteina p53 a deteccdo de polimorfismos se torna bastante
interessante se considerarmos que a esta proteina é atribuida fungdes de
grande importancia ao ciclo de vida da célula regulando e sendo regulada por
varias proteinas de forma ainda pouco compreendida. O estudo de
polimorfismos dentro do gene TP53 s6 tem a elucidar parte do
comportamento da proteina bem como a propensdo ao desenvolvimento a

determinados tipos de cancer.
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TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Numero:

Prezado Paciente:

Este projeto de pesquisa, para o qual estamos pedindo a sua participacao,
tem como objetivo principal levantar dados mais precisos sobre mutacoes
presentes no gene p53 que encontra-se alterado em pacientes que sofrem de
Eséfago de Barrett. Com as informagbes obtidas, poderemos planejar programas
que oferecem uma melhor qualidade de atendimento, diagnostico e orientacéao aos
pacientes, principalmente sobre a possibilidade de tratamento preditivo.

Para o desenvolvimento deste trabalho, precisamos do seu consentimento no que
diz respeito ao uso do material que ja encontra-se armazenado no Laboratério de
Biologia Molecular do Servico de Genética Médica do Hospital de Clinicas de
Porto Alegre. Portanto ndo sera necessaria a coleta de sangue ou biopsia por
endoscopia, uma vez que os pacientes ja foram convidados a participar da 1? fase
deste estudo (projeto 96-304 “Estudo da Carcinogenese do Adenocarcinoma do
Eso6fago: analise da perda de heterozigozidade”) e, naquele momento, os mesmos
foram submetidos a endoscopia digestiva diagndstica eletiva no Hospital Moinhos
de Vento e concordaram em participar do estudo através de termo de
consentimento informado, assinado pelo paciente ou familiar responsavel.

No momento da coleta, os pacientes foram informados dos objetivos, riscos e
beneficios para o paciente e sua familia.

Assim sendo, ao concordar com este estudo, os casos selecionados ndo estardao
expostos a nenhum risco maior, considerando que o material necessario para a
realizagdo da pesquisa ja encontra-se em poder dos pesquisadores.




‘II.

Os riscos associados ao presente estudo sdo apenas os de uma coleta de
sangue venoso. Pode haver um pequeno hematoma, isto €, um pequeno
derramamento de sangue no local da coleta. Lembramos que todo material
utiizado & descartavel e estéril e o profissional que ira realizar a coleta esta
capacitado para esta funcao.

Os beneficios envolvidos sdo os de possibilitar o diagndstico de uma
doenga genética e oferecer alternativas de tratamento e de aconselhamento
familiar com finalidade de reproducao.

Todos os resultados obtidos serdo re-encaminhados para o seu meédico, o
qual ficara responsavel pelo aconselhamento e acompanhamento do paciente.

Eu, , fui informado do objetivo deste
trabalho de forma clara e detalhada, bem como sobre o procedimento no qual meu
material biolégico sera utilizado, e dos beneficios esperados. Todas as minhas
duvidas foram esclarecidas. Além disso, sei que novas informacgdes obtidas
durante o estudo me serdo fornecidas e terei a liberdade de retirar meu
consentimento de participagao na pesquisa, se assim o desejar, sem prejuizo para
0 meu tratamento.

O (a) profissional certificou-me de que todas
as informagdes por mim forecidas serdo utilizadas apenas para fins de pesquisa
e serao divulgadas de forma anénima.

Paciente Pesquisador
Data:

Pesquisador Responsavel: Dra. Sandra Leistner Segal
Telefone: 33168011
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